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1 EINLEITUNG

Sarcocystis calchasi wurde im Jahr 2009 als Erreger einer schweren,
neurologischen Erkrankung von Tauben beschrieben, die teilweise mit
hohen Verlusten in den betroffenen Taubenbestédnden einherging (OLiAs
et al.,, 2009b). Tauben stellen im Lebenszyklus von S. calchasi den
Zwischenwirt dar, wahrend Habicht (Accipiter gentilis) und Sperber
(A. nisus) als Endwirte identifiziert wurden (OLIAS et al., 2009a, OLIAS et
al., 2011). Die bei Tauben auftretende, spater als PPE (Pigeon Protozoal
Encephalitis) bezeichnete Erkrankung (Orias et al., 2013) weist einen
infektionsdosisabhéngigen, biphasischen Verlauf auf. In der akuten Phase
tritt vor allem eine unspezifische Symptomatik auf, wahrend die chroni-
sche Phase durch schwere, neurologische Symptome gekennzeichnet ist
(Ouias et al., 2010a). Durch experimentelle Infektionen von Tauben konnte
gezeigt werden, dass wahrend den beiden klinischen Phasen von PPE nur
wenige bis keine Stadien von S. calchasi im ZNS vorhanden sind. Gleich-
zeitig lag jedoch eine disseminierte, granulomatése Enzephalitis bei allen
Tauben wahrend der chronischen Phase der Erkrankung vor (OLIAS et al.,
2010a, OrlAas et al.,, 2013). Obwohl es bereits erste Hinweise auf ein
immunvermitteltes Geschehen gibt (Orias et al., 2013), ist der Patho-
mechanismus, der zur Entstehung der entziindlichen L&sionen im Gehirn
fuhrt, bislang unklar.

Das Zwischenwirtsspektrum von S. calchasi ist bislang nur wenig unter-
sucht. Lediglich das Huhn konnte experimentell als Zwischenwirt aus-
geschlossen werden (OLIAs et al., 2010a). Uber die Empfanglichkeit von
Psittaziden ist bislang nichts bekannt. Von den 375 rezenten Arten der
Ordnung Psittaciformes sind ca. 30 % in ihrem Bestand als geféhrdet,
bedroht oder kritisch bedroht eingestuft (IUCN, 2013).

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Arbeit bestand in der Klarung
des Verhaltens von S. calchasi im Zwischenwirt Taube von der Infektion
bis zum Eintritt der chronischen Phase der klinischen Erkrankung. Hierbei
sollte der Parasit im Verlauf einer experimentellen Infektion in verschie-
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denen Organen lokalisiert werden. Bei der Beantwortung dieser Frage-
stellung war es von besonderem Interesse, ob ein Zusammenhang
zwischen dem erstmaligen Auftreten der Enzephalitis und einem
bestimmten Stadium im Lebenszyklus von S. calchasi zu beobachten ist.
Hierdurch sollte ein Beitrag zur Aufklarung der Pathogenese der
granulomatdsen Enzephalitis wahrend der chronischen Phase der durch
S. calchasi hervorgerufenen PPE geleistet werden.

Weiterhin sollte die Infektitsitat und Pathogenitat von S. calchasi fir
Nymphensittiche (Nymphicus hollandicus) untersucht werden. Nymphen-
sittiche sollten hierbei stellvertretend fiir andere, in ihren Besténden
bedrohte Arten der Ordnung Psittaciformes betrachtet werden. Da
Nymphensittiche zu den Altweltpapageien gehoren, ist ihre Empfanglich-
keit gegenuber von Sarkozysten verursachten Erkrankungen durch

Infektionen mit S. falcatula bekannt (CLueB und FRENKEL, 1992).

SchlieBlich sollte die Wirksamkeit des Antiprotozoikums Toltrazuril gegen
Infektionen mit S. calchasi bei der Taube evaluiert werden. Da von der
Chemotherapie anderer Sarkozysteninfektionen bekannt ist, dass der
Erfolg teilweise abhangig ist von der Phase des Lebenszyklus, in der sich
der Parasit zum Zeitpunkt der Behandlung befindet (DuBkey et al., 2001a),
sollte neben der generellen Eignung Toltrazurils auch der Einfluss des
Behandlungszeitpunkts untersucht werden.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Sarkozysten
2.1.1 Geschichte

Die erste Beschreibung von Sarkozysten erfolgte im Jahr 1843 durch
MIESCHER, der von milchig-weiRen Schlauchen mit kérnigem Inhalt in der
Muskulatur einer Hausmaus berichtete. Diese als Miescher'sche
Schlauche benannten Strukturen wurden u. a. auch in der Muskulatur von
Schweinen gefunden und dort zunéchst als Synchytrium miescherianum
beschrieben (KUHN, 1865). Die Benennung der Gattung Sarcocystis
erfolgte schlie3lich durch LANKESTER im Jahr 1882. LABBE (1899) &nderte
den von KUHN beschriebenen Namen in Sarcocystis miescheriana, welche

somit als erstbeschriebene Sarcocystis sp. als Typusart der Gattung gilt.

Der zweiwirtige Lebenszyklus der Sarkozysten wurde erst 1972 aufgeklart.
Ehemals der Gattung Isopora zugeordnete Parasiten des Hundes, der
Katze und des Menschen wurden als sexuelle Entwicklungsstadien von
Sarkozystenarten des Rindes, des Schweins und des Schafes identifiziert
(HEYDORN und ROMMEL, 1972b, ROMMEL und HEYDORN, 1972, ROMMEL et
al., 1972). Eine Neubenennung der Spezies auf Grundlage der Zwischen-
und Endwirte (z.B. Sarcocystis bovihominis) wurde vorgeschlagen
(HeyDORN et al., 1975a), aber vom International Code of Zoological
Nomenclature unter Beibehaltung der urspriinglichen Namen abgelehnt
(MELVILLE, 1984).
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2.1.2 Lebenszyklus

Sarkozysten weisen einen obligat zweiwirtigen Lebenszyklus auf. Dieser
beinhaltet die Infektion von Zwischenwirten und Endwirten, die in der
Regel in einer typischen Rauber-Beute-Beziehung stehen. Die Zwischen-
wirte gehoren regelmaflig zum Beutespektrum der karnivoren oder
omnivoren Endwirte. Im Zwischenwirt findet die asexuelle Vermehrung des
Parasiten unter Ausbildung der namensgebenden Zysten in der
Muskulatur statt (Griechisch: sarkos = Fleisch; kystis = Blase). Der Endwirt
beherbergt die sexuellen Vermehrungsstadien von Sarcocystis spp.
(MEHLHORN UND HEYDORN, 1978). Der Entwicklungszyklus ist schematisch
in Abbildung 1 dargestellt.

Hinsichtlich der Wirtsspezifitdt bestehen deutliche Unterschiede zwischen
den verschiedenen Sarkozystenspezies. Viele Arten sind nach aktuellem
Kenntnisstand auf bestimmte Zwischen- und Endwirte beschrankt [z. B.
S. gigantea: Zwischenwirt: Schaf, Endwirt: Katze (MUNDAY und OBENDORF,
1984b); S. cruzi: Zwischenwirte: Bovidae, Endwirte: Canidae (DuUBkey,
1976, XIANG et al., 2011)]. Sarcocystis falcatula hingegen ist ein Beispiel
fur eine Spezies mit einem spezifischen Endwirt, dem Opossum (Didelphis
spp.) (ROSENTHAL, 2001), und einem breiten Zwischenwirtsspektrum, das
mehrere Ordnungen beinhaltet [u. a. Passeriformes, Psittaciformes,
Columbiformes, Strigiformes und Falconiformes (Box und SwmiTH, 1982,

WUNSCHMANN et al., 2009, WUNSCHMANN et al., 2010)].

2.1.2.1 Entwicklung im Endwirt

Die Infektion des Endwirts erfolgt durch orale Aufnahme von
zystenhaltigem Gewebe (RomMEL et al., 1974). Die in der Zyste
enthaltenen Zystozoiten werden im Magen-Darm-Trakt freigesetzt und
dringen in die Schleimhaut des Diinndarms ein. In dieser differenzieren sie
sich zu Makro- und Mikrogamonten, die weiblichen, bzw. ménnlichen
Vermehrungsstadien (RoMMEL et al., 1979). Der Zeitraum bis zum ersten
Auftreten der Gamonten variiert speziesabhéngig von wenigen Stunden
[z. B. S. cruzi und S. hirsuta (DuBeyY, 1982a, 1983a, JAIN und SHAH, 1986)]
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bis hin zu mehreren Tagen [z. B. S. idahoensis (BLEDSOE, 1980)]. Ebenso
unterscheidet sich die Lokalisation der Gametogenese von darmlumennah
[z. B. S. gigantea (MEHLHORN und SCHOLTYSECK, 1974)] bis hin zur Basal-
membran des Darmepithels [z. B. S. hirsuta (HEYDORN und ROMMEL,
1972a)].

Im Makrogamont reift meist innerhalb von 24 Stunden nach Infektion ein
einzelner Makrogamet heran (DuBEY, 1982a, HEYDORN und HARALAMBIDIS,
1982). Im Mikrogamonten entstehen durch Teilung des Nukleus mehrere
begeil3elte Mikrogameten, die nach vollstandiger Ausreifung freigesetzt
werden (HEYDORN, 1985, MEHLHORN und HEYDORN, 1979). Bei der
Befruchtung verschmilzt das Plasmalemma von Mikro- und Makrogamet.
Das Nukleoplasma des Mikrogameten tritt in das Zytoplasma des
Makrogameten ein (ENTZEROTH, 1982, SHEFFIELD und FAYER, 1980). Unter
Ausbildung einer Wand entsteht anschlieRend aus der Zygote die Oozyste
(MEHLHORN und HEYDORN, 1979). Erste Oozysten werden meist um Tag 4
bis 5 p. i. nachgewiesen [z. B. S. capracanis (HEYDORN und HARALAMBIDIS,
1982), S. hirsuta (JAIN und SHAH, 1986)]. Diese Zeitspanne ist jedoch
speziesabhéangig variabel. So wurden z. B. bei S. cruzi bereits 20 Stun-
denp.i. (DuBey, 1982a) Oozysten erstmals festgestellt, dagegen bei
S. idahoensis erst 11 Tage p. i. (BLEDSOE, 1980).

Die Oozysten sporulieren vollstdndig in der Lamina propria des
Darmepithels (MEHLHORN und SCHOLTYSECK, 1974). Zunachst bilden sich
in der Oozyste zwei Sporoblasten aus, die schliellich zu Sporozysten
ausreifen. Jede Sporozyste enthdlt vier Sporozoiten und einen Residual-
koérper (MUNDAY, 1975). Vollstandig sporulierte Oozysten werden spezies-
abhéngig nach 9 bis 12 Tagen p. i. beobachtet (Dusey, 1982a, HEYDORN
und MEHLHORN, 1987). Die Sporulation verlauft asynchron, d. h. im Darm-
epithel liegen sowohl sporulierte als auch unsporulierte Oozysten vor
(FAYER, 1974). Bei der Freisetzung der sporulierten Oozysten in das
Darmlumen rupturiert die fragile Oozystenwand haufig, sodass meist freie
Sporozysten mit dem Kot ausgeschieden werden (MEHLHORN und
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SCHOLTYSECK, 1974). Diese stellen das infektiose Stadium fur den
Zwischenwirt dar (HEYDORN et al.,, 1975b). Die Prapatenz bis zur
Ausscheidung erster infektidser Sporozysten variiert bei den meisten
Sarkozystenarten zwischen 7 und 14 Tagen nach Ingestion der Sarko-
zysten (DuBey et al., 1988). Sporozysten werden in variablen Mengen
ausgeschieden (FAYER, 1977, PORTER et al., 2001). Die Dauer der Patenz
variiert erheblich in Abhangigkeit von der Sarkozystenspezies, betragt
aber meist 6 bis 8 Wochen oder langer (ROMMEL et al., 1979).

2.1.2.2 Entwicklung im Zwischenwirt

Durch Aufnahme von mit sporozystenhaltigem Kot kontaminiertem Futter
oder Wasser gelangen die Sporozysten in den Verdauungstrakt des
Zwischenwirts (MEHLHORN und HEYDORN, 1978). Im Dinndarm exzystieren
die motilen Sporozoiten aus der Sporozyste und dringen mittels bislang
unbekannter Mechanismen durch das Darmepithel, von wo aus sie das
Endothel kleiner arterieller Gefal3e invadieren (DuUBEY et al., 1980). Reste
der exzystierten Sporozysten kénnen bis zu drei Tage p. i. im Darmtrakt
festgestellt werden (O'DoONOGHUE und FORD, 1984) und intakte Sporo-
zysten werden als Darmpassanten vom Zwischenwirt noch mehrere
Tage p. i. ausgeschieden (MuNDAY, 1985).

Innerhalb der Zellen des Wirtsorganismus findet die asexuelle
Vermehrung in Form von Schizogonien (syn. Merogonien) statt. Dabei
dringen die freien Zoiten in eine Wirtszelle ein und vermehren sich
mehrfach durch Endopolygenie (PACHECO und FAYER, 1977). Diese ist
durch den simultanen Teilungsprozess eines stark vergréerten Nukleus
in mehrere Merozoiten gekennzeichnet (HEYDORN und MEHLHORN, 1978).
Die Merozoiten werden schlie3lich mehr oder weniger synchron an der
Wirtszelloberflache unter Zerstérung derselben freigesetzt und infizieren
neue Wirtszellen (DuBey et al., 1980). Der Gewebetropismus und die
Anzahl der Vermehrungszyklen unterscheiden sich deutlich in Abhangig-
keit von der Sarkozystenspezies. Die meisten Sarkozysten, die groR3e

Haussaugetiere als Zwischenwirte nutzen, durchlaufen zwei Generationen
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von Schizogonien, die in der Regel einen starken Tropismus zu Endothel-
zellen aufweisen. Hierbei wird die erste Generation haufig in Endothelzel-
len von mesenterialen, arteriellen GefalRen und Arterien der Mesenterial-
lymphknoten festgestellt, wéahrend Schizonten der zweiten Generation in
den kapillaren Endothelzellen in allen Organen des Korpers beobachtet
werden [z. B. S. cruzi (DuBey et al.,, 1982), S. hircicanis (HEYDORN und
UNTERHOLZNER, 1983)]. Bei S. suihominis und S. miescheriana findet im
Unterschied hierzu die Entwicklung der ersten Generation in erster Linie in
vendsen Endothelzellen in der Leber statt (HEYDORN, 1977, HEYDORN et
al., 1980), wahrend z. B. bei S. hirsuta die zweite Generation auf ein
bestimmtes Gewebe (Muskulatur) beschrankt bleibt (Dusey, 1983c). Bei
einigen Arten (S. hirsuta, S. tenella) wurden Schizogonien innerhalb von
Makrophagen festgestellt (DuBey, 1982b, O'DONOGHUE und FORD, 1984).
Sarkozystenarten, die in Kleinsdugern beschrieben wurden [z.B. S.
rauschorum in Halsbandlemmingen (Dicostonyx richardsoni)] zeigen nur
eine einzige Schizontengeneration, die hauptsachlich in Hepatozyten
lokalisiert ist (CAWTHORN et al., 1984, CAWTHORN und BROOKS, 1985b).
Einige Sarkozystenarten (u.a. S. neurona, S. gigantea und S. falcatula)
weisen Schizogonien in zentralnervdsem Nervengewebe auf (DUBEY et al.,

2001c, OBENDORF und MUNDAY, 1986, WUNSCHMANN et al., 2010).

Wéhrend der Schizogoniephase tritt eine mehrere Tage andauernde
Parasitamie mit Nachweis von Merozoiten im peripheren Blut auf (DuUBEY,
1982c, FAYER, 1979, STANEK et al., 2002). Bei den meisten Sarkozysten-
arten ist die Dauer der Schizogonie zeitlich begrenzt. So dauert etwa bei
S. cruzi die erste Generation von Tag 7 -26p.i. und die zweite von
Tag 19 - 46 p. i., wobei deutlich wird, dass sich die beiden Generationen
zeitlich Uberschneiden konnen (Dusey, 1982a). Sarcocystis falcatula
hingegen weist in Wellensittichen eine kontinuierliche Schizogoniephase
bis 5,5 Monate p. i. auf, die parallel zur Entwicklung von Sarkozysten statt-
findet (SMITH et al., 1987b).
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Mit Abschluss der letzten Schizontengeneration wird die Ausbildung von
Sarkozysten initiiert. Die frei gewordenen Merozoiten dringen in muskulare
oder neurale Zellen ein und bilden sich durch asexuelle Vermehrung zu
Sarkozysten aus (CAWTHORN und SPEER, 1990). Die unreifen Sarkozysten
beinhalten zunéchst rundliche Metrozyten, die sich wiederholt durch Endo-
dyogenie teilen. Bei der Endodyogenie entstehen zwei gleiche Tochter-
zellen innerhalb einer Mutterzelle (PACHECO et al., 1978). Zunachst ent-
stehen weitere Metrozyten und anschlieRend, beginnend im Zentrum der
Zyste, werden langliche Zystozoiten ausgebildet (HEYDORN et al., 1975b,
HEYDORN und GESTRICH, 1976, MEHLHORN et al., 1975b). Reife Sarko-
zysten enthalten ausschliel3lich Zystozoiten und stellen das infektiose
Stadium fur den Endwirt dar (DuBEY, 1982b, Ruiz und FRENKEL, 1976).

Die Ausreifung der Sarkozysten verlauft asynchron, d. h., es liegen fur
einen langeren Zeitraum sowohl unreife als auch vollstandig ausgereifte
Zysten im Zwischenwirt vor (MEHLHORN, 1975, MUNDAY und OBENDORF,
1984a). Der Zeitpunkt des Auftretens der unreifen Zysten und anschlie-
Bend der ersten reifen Zysten ist abhéngig von der Sarkozystenart. In der
Hirschmaus (Peromyscus maniculatus) wurden erste unreife Zysten von
S. idahoensis bereits ab Tag 11 p. i. und reife Zysten ab Tag 34 p. i. fest-
gestellt (BLEDSOE, 1980), wahrend beispielsweise im Schaf unreife Zysten
von S.tenella erst ab Tag 50 p.i. und reife Zysten ab Tag 60 p.i. be-
obachtet wurden (ERBER, 1982).

Die Lokalisation der Sarkozysten ist ebenfalls abhéngig von der Sarko-
zystenspezies. In den meisten Féllen stellt die quergestreifte Muskulatur
des Herzens, der Zunge, des Osophagus, des Zwerchfells und ins-
besondere der Skelettmuskulatur das Zielgewebe dar (DUBEY et al., 1988).
Es wurden jedoch ebenfalls Sarkozysten in der glatten Muskulatur des
Gastrointestinaltrakts [z. B. S. mucosa (O'DONOGHUE et al., 1987)], im
neuralen Gewebe des zentralen Nervensystems und in den Purkinjefasern
des Herzens nachgewiesen (HECKEROTH und TENTER, 1998, MEHLHORN
und HEYDORN, 1977).
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Die Anzahl der Zysten wird durch die Anzahl der aufgenommenen
Sporozysten (HEMENWAY et al.,, 2001), die Immunitatslage des Wirts
(ScHNIEDER und RomMEL, 1983) (siehe 2.4.2) und das Alter der Infektion
beeinflusst. Eine beginnende Degeneration der Zysten wurde bei
S. idahoensis ab Tag 520 p. i. (BLEDSOE, 1980) und bei S. miescheriana
bereits zwischen Tag 35 - 90 p. i. mit einer starken Abnahme der Anzahl
der Zysten im weiteren Verlauf festgestellt (BARROWS et al., 1982a,
BARROWS et al., 1982b, SCHNIEDER et al., 1984). Bei anderen Sarkozysten-
spezies wurden wiederum keine Degenerationserscheinungen an den
Zysten bis circa 150 - 200 Tage p. i. beobachtet (MEHLHORN et al., 1975b,
MEHLHORN und HEYDORN, 1977, STACKHOUSE et al., 1987). Der
Lebenszyklus schlief3t sich, sobald ein Endwirt Gewebe des Zwischenwirts

aufnimmt, das reife Zysten enthélt.

Eine Besonderheit hinsichtlich des Lebenszyklus stellt S. neurona dar, da
neben den eigentlichen Zwischenwirten auch Fehlwirte infiziert werden
koénnen, in denen es nicht zur Ausbildung infektidser Sarkozysten kommt.
Zunachst im Pferd als Ausléser der Equinen Protozoaren Myeloenzepha-
litis (EPM) nachgewiesen (DUBEY et al., 1991), zeigt S. neurona in diesem
Wirt lediglich Schizogonien im zentralnervdsen Gewebe, ohne dass bis-
lang infektidse Zysten aufgefunden wurden (DUBEY et al., 2001c). Als End-
wirte wurden das Nordamerikanische und Stdamerikanische Opossum
(Didpelhis virginiana und D. albiventris) identifiziert (DUBEY und LINDSAY,
1998, DuBEY et al., 2001b). Als weitere Fehlwirte wurden u. a. der Mink
(Mustela vison), das Steppenzebra (Equus burchelli bohmi) und Seehunde
(Phoca vitulina richardsi) nachgewiesen (Dusey und HamIR, 2000,
LAPOINTE et al., 1998, MARSH et al., 2000). Schlie3lich wurden auch
Zwischenwirte mit vollstandig ausgebildeten Sarkozysten [u.a. das
Neunbinden-Giirteltier (Dasypus novemcinctus), der Seeotter (Enhydra
lutris nereis) und der Waschbar (Procyon lotor)] nachgewiesen (DUBEY et
al., 2001e, LINDSAY et al., 2000b, TANHAUSER et al., 2001).
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Als Fehlwirt, aus dem der Parasit nicht von einem Endwirt aufgenommen
werden kann, hat sich zudem der Mensch erwiesen. Die durch S. nesbitti
hervorgerufene ,Akute Muskulare Sarkozystose* trat episodisch mit hohen
Infektionsraten in den Jahren 2011 - 2012 in Malaysia auf (EsposiTo et al.,
2014). Zu der klinischen Symptomatik zahlten vor allem ein biphasisches
Fieber und Myalgie (ITALIANO et al., 2014). Als Endwirte werden aufgrund
des Nachweises von S. nesbitti-spezifischer DNA verschiedene, in
Malaysia endemische Schlangenarten [Brillenschlange (Naja naja),
Monokelkobra (Naja kaouthia), Netzpython (Python reticulatus), Berg-
Grubenotter (Ovophis monticola convictus) und Gekielte Rattenschlange
(Ptyas carinata)] vermutet (LAU et al., 2013, LAu et al., 2014).
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Abbildung 1: Schema des Lebenszyklus von Sarkozyste n (modifiziert
nach RoMMEL et al., 1979)
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2.1.3 Struktur der verschiedenen  Sarcocystis -Stadien

Die Zysten von Sarcocystis spp. variieren stark in ihrer Gré3e und Form in
Abhéngigkeit von der jeweiligen Spezies. Viele Zysten sind lediglich mikro-
skopisch sichtbar, wahrend einige (z. B. S. muris, S.rileyi, S. gigantea)
bereits makroskopisch zu erkennen sind. Die mikroskopisch sichtbaren
Zysten kdnnen langgestreckt und schmal oder kurz und breit sein (DUBEY
et al.,, 1988). Bei den makroskopischen Zysten existieren fadenformige
[z. B. S. muris (Ruiz und FRENKEL, 1976)], reiskornartige [z. B. S. rileyi
(KUTKIENE et al., 2010a)] und rundliche Formen [z.B. S. gigantea
(MEHLHORN und ScHoLTYSeECK, 1973)]. Die Zysten liegen intrazellular
innerhalb einer parasitophoren Vakuole. Die Membran der Vakuole bildet
gemeinsam mit angelagertem amorphem Material die Priméarhille und
stellt somit keine echte Zystenwand im engeren Sinne dar. lhr Aufbau
unterscheidet sich speziesspezifisch. Hierbei gibt es unterschiedlich ge-
formte (z. B. palisadenartige oder blumenkohlférmige), verschieden hohe
Ausstllpungen mit oder ohne filamentare Elemente (MEHLHORN et al.,
1975b). Die endgiltige Struktur der Primarhille bildet sich erst wahrend
der Reifung der Zyste aus (GESTRICH et al., 1975). Anhand der verschie-
denen Formen der Primarhille lassen sich die Sarkozysten in 24 Typen
einteilen (DuBeY et al., 1988). Bei einigen Arten (z. B. S. gigantea) liegt
aulBerdem eine Sekundarhille vor, die aus von der Wirtszelle an-
gelagertem Bindegewebe besteht (MEHLHORN und SCHOLTYSECK, 1973).
Das Innere der Zyste wird bei den meisten Sarkozystenspezies durch
Septen gekammert (MEHLHORN, 1975, MEHLHORN und HEYDORN, 1977).
Innerhalb der Zyste befinden sich wéahrend der frihen Reifungsstadien die
teilungsaktiven Metrozyten. Diese sind rundlich und in der HE-Farbung
blass basophil. Die reifen Zystozoiten (syn. Bradyzoiten) sind langlich
(bananenférmig) geformt und erscheinen kraftig basophil (DuBey et al.,
1988, MEHLHORN et al., 1975b). Bei einigen Spezies liegen sie dicht
aneinander innerhalb der Zyste, wahrend sie bei anderen Spezies im

lockeren Verbund vorliegen (MEHLHORN et al., 1975a).



12 LITERATURUBERSICHT

Mikro- und Makrogamonten sind ahnlich den Zysten intrazellular
innerhalb einer von der Wirtszelle gebildeten parasitophoren Vakuole
lokalisiert (ENTZEROTH, 1982, MUNDAY, 1975). Junge Mikrogamonten sind
unregelmafig geformt mit intensiv eosinophilem Zytoplasma. Im Laufe der
Reifung kondensiert der Nukleus, bevor er sich in der Peripherie des
Gamonten mehrfach teilt. Die daraus entstehenden Kerne sind deutlich
schwécher basophil und das Zytoplasma ist nur noch schwach eosinophil.
Die reifen, zweifach begei3elten Mikrogameten werden schlieflich aus der
parasitophoren Vakuole freigesetzt (BLEDsSOE, 1980, DuBey, 1982a,
HEYDORN und HARALAMBIDIS, 1982). Makrogamonten weisen eine rund-
liche bis ellipsoide Form auf. Wahrend ihrer Reifung nehmen sie an GroRRe
zu und sowohl Nukleus als auch Zytoplasma werden blasser. Der reife
Makrogamet wird von mehrlagigen Membranen umgeben, von denen die
aulerste an die Membran der parasitophoren Vakuole sto3t (ENTZEROTH,
1982, SHEFFIELD und FAYER, 1980). Das Verhaltnis von Makrogamonten
zu Mikrogamonten betragt bei S. cruzi etwa 95:1 (DUBEY, 1982a).

Junge Oozysten sind ovoid mit einem zentralen, irregular geformten
Nukleus. Wéahrend der Ausbildung der Wand entstehen zwei eosinophile
Polkappen (BLEDSOE, 1980, JAIN und SHAH, 1986, MUNDAY, 1975). Mit
Beginn der Sporulation verlangert sich der Nukleus zu einer bandartigen
Struktur, bevor er sich in zwei separate Kerne an den gegeniberliegenden
Polen des Sporonten aufteilt (CoLweLL und MAHRT, 1983). Wahrend sich
das Zytoplasma des Sporonten unter Entstehung von zwei Sporoblasten
teilt, erfolgt jeweils eine weitere Teilung der Kerne. Diese teilen sich
anschlieBend nochmals durch je eine weitere Zweiteilung in vier
Sporozoiten auf. Durch Ausbildung einer eosinophilen Wand um die
Sporoblasten herum entsteht die Sporozyste (BLEDSOE, 1979, CAWTHORN
und BrROOKS, 1985a, FAYER, 1974). Jede Sporozyste enthalt neben den
vier Sporozoiten weiterhin einen Residualkérper (ROMMEL et al., 1972).

Unreife Schizonten sind durch einen rundlichen, undifferenzierten

Zellaufbau mit einem einzelnen, groRen, stark basophilen Nukleus
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gekennzeichnet. Nukleus und Zytoplasma der Wirtszelle werden meistens
verdrangt oder Uberdeckt durch den Nukleus des Parasiten (O'DONOGHUE
und ForD, 1984). Der Schizont wird von einer doppelmembrandsen
Pellikula umgeben, besitzt aber keine parasitophore Vakuole. Mit
zunehmender Reifung erscheint der Nukleus gelappt und mehrere
Spindelapparate bilden sich um ihn herum aus, bis sich der Nukleus
schlielich in viele Einzelkerne aufteilt (PACHECO und FAYER, 1977). Der
Schizont nimmt dabei an GroRe deutlich zu (O'DONOGHUE und FORD,
1984). Die Pellikula des Schizonten legt sich schlieBlich um die gereiften
Merozoiten, die daraufhin frei im Zytoplasma der Wirtszelle vorliegen,
bevor sie relativ synchron daraus freigesetzt werden (PACHECO und FAYER,
1977). Die Anzahl der gebildeten Merozoiten variiert in Abhangigkeit von
der Sarkozystenspezies und der Schizontengeneration und betragt
zwischen durchschnittlich 24 [1. Schizontengeneration von S. tenella
(O'DONOGHUE und FoRD, 1984)] bis zu circa 350 Merozoiten [1. Schi-
zontengeneration von S. cruzi (DUBEY et al., 1980)].

2.1.4 Vorkommen und Bedeutung von Sarkozysten

Die Verbreitung von Sarkozysten in Deutschland wurde Ende der 1970er
Jahre mit 98,7 % bei Rindern, 85,4 % bei Schafen und 18,6 % bei
Schweinen angegeben, wobei die humanpathogenen Arten S. hominis
und S. suihominis bei 63,6 % der infizierten Rinder bzw. 60,7 % der
infizierten Schweine vorkamen (BocH und ERBER, 1981). Neuere Studien
wiesen in Rindfleisch DNA von Sarcocystis spp. mit einer Pravalenz von
67,7 % nach (MORE et al., 2014) und zeigten eine serologische Pravalenz
von 29 % in Zuchtsauen (DAMRIYASA et al., 2004). In Hunden und Katzen
hingegen, die als Endwirte fur die meisten Sarkozysten bei gro3en Haus-
saugetieren dienen, wurde lediglich eine Pravalenz von 2,2 % beziehungs-
weise 0,3 % festgestellt (BARUTzKI und ScCHAPER, 2011). AuRerhalb
Deutschlands wurden Pravalenzen von nahezu 100 % in Rindern und
Ziegen im Iran, Irak und in Argentinien festgestellt (BARHAM et al., 2005,
MORE et al., 2011, NOUROLLAHI FARD et al., 2009, SHEKARFOROUSH et al.,
2005).
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Diesen hohen Pravalenzen steht eine geringe Anzahl an tatsachlich
auftretenden Erkrankungen durch Sarcocystis spp. gegentiber (CALDOW et
al., 2000, FENGER et al., 1997). Die Mehrzahl der Sarkozystenarten ist
entweder apathogen oder pathogen mit maRiger Virulenz fir ihre
Zwischenwirte . Zu den pathogenen Arten zahlen u. a. S. cruzi, S. tenella,
S. capracanis, S. miescheriana, S. suihominis und S. neurona (TENTER,
1995), wobei auch bei diesen bei geringen Infektionsdosen keine klini-
schen Erscheinungen auftreten (DuBey et al., 1981, PHILLIPS und FORD,
1987). Bei S. neurona steht eine Seropravalenz bei Pferden von 45 - 89 %
(BENTZ et al., 2003, BLYTHE et al., 1997, SAVILLE et al., 1997) einem Vor-
kommen von klinisch auftretender EPM von ca. 1 % gegentiber (MACKAY
et al., 2000).

Bei pathogenen Sarcocystis spp. treten klinische Symptome vor allem
wahrend der Schizogoniephase (akute Sarkozystose) auf, wahrend die
durch das Auftreten von Zysten gekennzeichnete chronische Phase in der
Regel asymptomatisch verlauft. Typische Symptome der akuten Sarko-
zystose sind Fieberschiibe, die mit den Schizogoniephasen korrelieren,
Odeme, Apathie, Inappetenz und Dyspnoe sowie bei hohen Infektions-
dosen eine hohe Mortalitdt (ERBER und GEISEL, 1979, HEYDORN, 1977,
1985, ZIELAskO et al., 1981). Weiterhin kdnnen mukdse bis hamor-
rhagische Durchfélle, Muskelschwéche und zentralnervése Symptome
auftreten (BARROWS et al., 1982b, HEYDORN und UNTERHOLZNER, 1983,
VASHISHT et al., 2005). Sarkozysten gehdren zu den Aborterregern (ERBER
et al,, 1978, FAYER et al, 1976, MunDAY, 1981). Die pathologischen
Befunde wahrend der akuten Phase werden meist von multifokalen
Hamorrhagien und Andmie dominiert. Es kdnnen aber auch Myokarditis,
Myositis, Hepatitis und Enzephalitis beobachtet werden. Die entziindlichen
Verénderungen sind durch Infiltration von mononuklearen Zellen gepréagt
(DuBkey et al., 1981, Duskey et al., 1982, ZIELASKO et al., 1981).

Weitaus bedeutender als die selten auftretenden klinischen Erkrankungen
sind jedoch die wirtschaftlichen Folgen von subklinischen Sarkozysten-
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infektionen, da diese mit reduzierten Gewichtszunahmen und verminderter
Wollgualitét bei Schweinen bzw. Schafen in Zusammenhang stehen
(DAUGSCHIES et al., 1988, MUNDAY, 1979, 1984). Der Befund von Zysten in
der Muskulatur bei der Schlachttieruntersuchung fihrt zur Untauglichkeit
einzelner Organe oder des gesamten Tierkorpers [VO (EG) 854/2004
Anhang | Abschnitt 1l Kapitel V. Nummer 1 Buchstabe h]. Der daraus
resultierende wirtschaftliche Schaden liegt im Bereich mehrstelliger
Millionen US-Dollar pro Jahr (Dusey et al., 1988). Fiur EPM wurde der
wirtschaftliche Schaden, entstehend durch die Behandlungskosten, auf
jahrlich ca. 55 - 110 Mio. US-Dollar geschétzt (DUBEY et al., 2001c).

Endwirte zeigen meist keine klinische Symptomatik nach Infektion mit
Sarkozysten. Gelegentlich kann jedoch eine transiente bis fatale Diarrhoe
wenige Tage nach Aufnahme von sarkozystenhaltigem Fleisch auftreten
(HEYDORN und HARALAMBIDIS, 1982, KUTKIENE et al., 2006). Beim
Menschen sind S. hominis (Zwischenwirt: Rind) und S. suihominius
(Zwischenwirt: Schwein) Erreger von teilweise schweren Enteritiden
(FAYER, 2004).
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2.2 Aviare Sarkozysten

2.2.1 Sarkozysten bei Vogeln

Vogel kénnen sowohl Endwirte als auch Zwischenwirte von Sarkozysten
sein (CERNA, 1984). Derzeit sind 32 Spezies, die Vogel als Zwischenwirte
parasitieren, anhand ihrer Zystenmorphologie beschrieben worden
(Anhang |, Tabelle 15). Hierzu zahlt auch die eingehend beschriebene
Spezies S. falcatula (Box et al., 1984). Die Pravalenzen liegen zwischen
12,6 % [diverse Spezies (MuUNDAY et al., 1979)], 23,9 % [Corvidae
(KUTKIENE et al., 2008)] und 25 % [diverse Spezies (LATIF et al., 2010)]. In
Greifvdgeln wurde sogar eine Prévalenz von 37,8 % festgestellt (LINDSAY
und BLAGBURN, 1999). Als Endwirte wurden Vdgel der Ordnungen
Falconiformes (CERNA und KvASNovskA, 1986) und Strigiformes (MUNDAY,
1977) sowie der Familie Corvidae (GJERDE und DAHLGREN, 2010)
beschrieben, bei denen es sich typischerweise um karnivore Spezies
handelt.

2.2.2 Sarkozysten bei der Ordnung Columbiformes

Aufgrund ihrer granivoren Erndhrungsweise wurden Tauben bislang
ausschlieBlich als Zwischenwirte fiir Sarcocystis spp. beobachtet. Die
Erstbeschreibung von Sarcocystis spp. bei Tauben erfolgte 1962 durch
DyLko in Weildrussland. In klinisch gesunden Carolinatauben (Zenaida
macroura) wurden bei 6,8 - 13 % der Tiere Zysten von Sarcocystis spp.
nachgewiesen (BARROWS und HAYES, 1977). Bei Weilfligeltauben
(Zenaida asiatica) wiesen 10,4 % eine asymptomatische Sarkozysten-
infektion auf (CoNTI und FORRESTER, 1981). Weiterhin konnte ein geringe
Pravalenz (2,5%) von Sarcocystis spp. in Palmtauben (Streptopelia
senegalensis) festgestellt werden (KAISER und MARKuUS, 1983). Drei Falle
mit akuter fataler Pneumonie aufgrund einer S. falcatula-dhnlichen
Protozoenspezies wurden bei Fachertauben (Goura victoria) beschrieben
(SUEDMEYER et al., 2001). Experimentell konnte die Empféanglichkeit von
Haustauben fiir S. falcatula belegt werden, wobei die Tauben im Gegen-

satz zu ebenfalls experimentell infizierten Wellensittichen eine weniger
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stark ausgepragte klinische Erkrankung und eine zeitlich begrenzte
Schizogoniephase aufwiesen. Schizonten wurden hierbei vor allem in der
Lunge und in deutlich geringerem MafRe in der Leber und der Milz
festgestellt. Zysten traten im Myokard und in der Skelettmuskulatur auf.
Pathologische Lasionen lagen am ausgepragtesten in der Lunge in Form
einer hamorrhagischen Pneumonie vor. Im Gehirn wurden weder
Lasionen noch parasitdre Stadien nachgewiesen (Box und SMmiTH, 1982,
SMITH et al., 1990b). Eine natirliche Infektion mit S. falcatula wurde
aufgrund pathologischer L&sionen und immunhistochemischen Nach-
weises intrapulmonaler Schizonten in einer Luzon-Dolchstichtaube (Galli-
columba luzonica) vermutet (Ecco et al., 2008). Ringeltauben (Columba
palumbus) wurden als Zwischenwirte fir die bislang nur bei dieser
Taubenart nachgewiesenen Spezies Sarcocystis columbae sp. nov.
beschrieben. Uber eine Symptomatik bei den infizierten Ringeltauben ist
bislang nichts bekannt. Das Auftreten klinischer Symptome scheint jedoch
eher unwahrscheinlich (OLias et al., 2010c).

2.2.3 Sarkozysten bei der Ordnung Psittaciformes

Das sporadische Auftreten einer muskuldren Sarkozystose ohne beglei-
tende Erkrankung wurde bei verschiedenen Arten der Ordnung Psittaci-
formes beschrieben, u.a. einem Gelbbrustara (Ara ararauna), einem
Tovisittich (Brotogeris jugularis), einem Molukkenkakadu (Cacatua moluc-
censis) und zwei Edelpapageien (Eclectus roratus) (BOoRST und ZWART,
1973, LATIF et al., 2010, LATIMER et al., 1990). Bei einem Nymphensittich
mit Enzephalitis wurden Merozoiten einer nicht naher klassifizierten

Sarcocystis-Spezies im Gehirn identifiziert (JACOBSON et al., 1984).

Die weitaus grofite Bedeutung als Erreger schwerer klinischer Erkrankun-
gen bei Papageienvigeln besitzt derzeit S. falcatula. Das Zwischenwirts-
spektrum dieser bislang ausschlieBlich bei Végeln beschriebenen
Sarkozystenart erstreckt sich Uber die Ordnungen Passeriformes,
Columbiformes, Psittaciformes, Strigiformes und Falconiformes (Box und

DuszyNski, 1978, Box et al., 1984, WUNSCHMANN et al., 2009,
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WUNSCHMANN et al., 2010), wobei deutliche Unterschiede hinsichtlich der
Pathogenitat fir die Zwischenwirte der verschiedenen Ordnungen
bestehen (LUzNAR et al., 2001, SMITH et al., 1990b). Wellensittiche zeigten
nach experimenteller Infektion eine schwere pulmonale Erkrankung, die
bei Infektionsdosen von =400 Sporozysten/g Korpergewicht (KGW)
innerhalb von 14 Tagen zum Tod der Tiere fiihrte. Die Wellensittiche
wiesen massenhaft Schizonten und freie Merozoiten in pulmonalen
Kapillarendothelien und vendsen Endothelzellen sowie akute Pneumonien
auf (SmiTH et al., 1987a, b). Schizogonien mit reaktiven Entziindungen
wurden in geringerem Grad auf3erdem in Leber, quergestreifter Musku-
latur, Niere, Milz und Gehirn nachgewiesen, wobei die Schizogonien in der
Skelettmuskulatur bis Tag 168 p. i. persistierten. Zysten in der Pektoralis-
muskulatur, die erstmals an Tag 8 p. i. nachgewiesen wurden, degene-
rierten zwischen Tag 28 - 42 p. i.,, ohne vollstandig auszureifen. In der
Oberschenkel-, Osophagus- und Zungenmuskulatur reiften die Zysten
hingegen zwischen Tag 44 - 77 p.i. parallel zu kontinuierlichen Schizo-
gonien heran (SMITH et al., 1989). Bei natirlichen Infektionen in diversen
Psittaziden, bei denen S. falcatula bestétigt wurde oder zumindest
aufgrund der Lokalisation, pathologischer L&sionen und immunhisto-
chemischer Farbungen wahrscheinlich erscheint, wurden drei Krank-
heitshilder beobachtet. Die Vogel zeigten entweder eine rein muskulare
Form, eine pulmonale Form oder eine Enzephalitis (BoLoN et al., 1989,
SIEGAL-WILLOTT et al., 2005, SmiITH et al.,, 1990a, VILLAR et al., 2008).
Klinisch &uf3erte sich die muskuldre Form in Schwéche und Lethargie.
Haufig lagen Begleitinfektionen mit beispielsweise Mykobakterien bzw.
Schimmelpilzen vor (BoLoN et al., 1989, VILLAR et al., 2008). Die pulmo-
nale Form war durch eine respiratorische Symptomatik sowie durch
perakutes bis akutes Versterben gekennzeichnet (SmiTH et al., 1990a,
VILLAR et al., 2008). Die Enzephalitis wurde von neurologischen
Symptomen (Ataxie, Torticollis, etc.) begleitet (SIEGAL-WILLOTT et al.,
2005, VILLAR et al., 2008). Bei Ausbrichen von S. falcatula-Infektionen in

groReren Papageienbestanden wurde beobachtet, dass das Auftreten der
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akuten Pneumonie und die Mortalitdét nahezu ausschlieBlich Altwelt-
papageien betraf (CLuse und FRENKEL, 1992, Ecco et al., 2008, Gopoy et
al., 2009). Als Endwirte wurden bislang nur das Nordamerikanische und
das Sudamerikanische Opossum bestétigt (Box et al., 1984, DuBEY et al.,
2000). Da das Vorkommen dieser Arten auf den amerikanischen Kontinent
beschrankt ist, besteht die Hypothese, dass bei Neuweltpsittaziden
evolutionsbedingt eine relative Resistenz gegenlber klinischen
Erkrankungen durch S. falcatula ausgebildet wurde (CLuBB und FRENKEL,
1992).
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2.3 Sarcocystis calchasi

2.3.1 Entdeckung

Mit S. calchasi wurde erstmals eine Sarcocystis-Spezies mit neuro-
logischen Erkrankungen bei Tauben in Verbindung gebracht (OLias et al.,
2009b). Zwischen 2006 und 2008 fuhrte S. calchasi in mehreren Tauben-
bestédnden in Deutschland wiederholt zu Todesféllen in allen Alters-
klassen. Insgesamt waren 47 von 244 Tauben aus mehreren Bestanden
betroffen. Klinisch waren Apathie, Polyurie und zentralnervése Sympto-
matik (Opisthotonus, Torticollis, Muskeltremor und Paralysen) aufféllig. Die
Symptome waren identisch zum klinischen Bild der avidaren Paramyxo-
virose [avidres PMV-1, (ALEXANDER et al., 1984)] und der Salmonellose
[meistens Salmonella Typhimurium var. Copenhagen, (FAbbouL und
FELLows, 1965)], die somit die wichtigsten Differentialdiagnosen
darstellen. Eine Infektion mit avidrem PMV-1 oder Salmonella spp. wurden
in den beschriebenen Féllen jedoch ausgeschlossen. Histopathologisch
wurden in den Tieren der betroffenen Bestande eine schwere, genera-
lisierte, granulomatdse und nekrotisierende Meningoenzephalitis und
Myositis mit Muskelzysten und Zenker'scher Degeneration nachgewiesen.
Im Myokard wurden nur wenige Zysten mit keiner oder milder entziind-
licher Reaktion gefunden (OLiAs et al., 2009b). Lichtmikroskopisch wurden
in der Skelettmuskulatur Zysten von 1-2mm L&nge und 20 -50 um
Breite identifiziert, die eine typische primére Zystenwand ohne Fortsatze
mit glatter, welliger Oberflache und leichten Invaginationen aufwiesen.
Das Innere der Zysten wurde durch diinne Septen unterteilt.

Bei der Sequenzierung der Internal Transcribed Spacer Region (ITS-1)
und der 28S rRNA wurden keine mit einer anderen Sarcocystis-Spezies
identischen Sequenzen nachgewiesen. Die grof3ten Sequenzhomologien
wiesen Frankelia microti, Frankelia glareoli und S. neurona auf, wéahrend
S. falcatula nur 51 % ITS-1-Nukleotidsequenzhomologie besalR (OLiAs et
al., 2009b). Eine weitere Sequenzierung der 18S rRNA und der D2-Region
der 28SrRNA und zeigten nach Abgleich mit den verdffentlichten
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Sequenzen in der GenBank eine nahe Verwandtschaft oder sogar eine
Synonymitat mit einem Sarcocystis-Isolat aus einem nordamerikanischen
Cooper’'s Hawk (Accipiter cooperi). GroRere Homologien wurden ferner fiir
andere Sarcocystis-Nachweise bei Vogeln festgestellt, u.a. zu einer
Sarcocystis sp. aus einer Blassgans (Anser albifrons), die nur einen
Unterschied von vier Nukleotiden aufwies (OLias et al., 2010b). Aufgrund
der molekularbiologischen Ergebnisse sowie der morphologischen Be-
schreibung erfolgte die Abgrenzung und Klassifizierung als eigene
Spezies (OLIAs et al., 2009a).

2.3.2 Systematik
Sarcocystis calchasi wird wie folgt systematisch in den Stamm
Apicomplexa eingeordnet (LEVINE, 1986):
Phylum : Apicomplexa (LEVINE, 1970)
Classis : Sporozoasida (LEUCKART, 1879)
Subclassis : Coccidiasina (LEUCKART, 1879)
Ordo : Eucoccidiorida (LEGER und DuBoscQ, 1910)
Subordo : Eimeriorina (LEGER, 1911)
Familia : Sarcocystidae (PocHE, 1913)
Subfamilia : Sarcocystinae (PocHE, 1913)
Genus: Sarcocystis (LANKESTER, 1882)

Species: Sarcocystis calchasi (OLIAs et
al., 2009a)

2.3.3 Wirtsspektrum

Durch experimentelle Infektionen mehrerer in Frage kommender Endwirte
wurde zunéchst der europaische Habicht (Accipiter gentilis) als Endwirt
identifiziert. Hunde (Canis lupus familiaris), Frettchen (Mustela puterius
furo), Ratten (Rattus norvegicus domesticus), Mause (Mus musculus do-

mesticus) und Ger-Saker-Hybridfalken (Falco rusticolus x Falco cherrug)
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wurden als Endwirte ausgeschlossen (OLiAs et al., 2009a). Ab Tag 6 nach
experimenteller Infektion mit zystenhaltigem Muskelfleisch von natdrlich
mit S. calchasi-infizierten Tauben schieden die Habichte ohne Kklinische
Symptomatik Sporozysten aus. Die histologische Untersuchung der
Gewebe eines infizierten Habichts ergab einen massiven Befall mit
sporulierten und unsporulierten Oozysten in der Lamina propria des
Dinndarms. Alle anderen untersuchten Organe wiesen keine parasitdren
Stadien auf (OLias et al., 2009a). Mittels Sequenzabgleich der D2-Region
der 28S rRNA konnte bestatigt werden, dass es sich bei den festgestellten
Oozysten um S. calchasi handelte (Orias et al., 2010b). Durch Nachweis
von S. calchasi-Oozysten im Darm natirlich infizierter Tiere wurde
inzwischen auch der Sperber (Accipiter nisus) als weiterer Endwirt
identifiziert (OLIAS et al., 2011).

Als alternativer Zwischenwirt wurde das Huhn (Gallus gallus f. domestica)
mittels experimenteller Infektion mit Sporozysten, die aus einem experi-
mentell infizierten Habicht isoliert wurden, ausgeschlossen (Ourias et al.,
2010a). Die Ringeltaube konnte bislang als Zwischenwirt fur S. calchasi
weder bestatigt noch ausgeschlossen werden. Es wurde jedoch in der
Muskulatur von Ringeltauben eine weitere Sarkozystenspezies,
S. columbae sp. nov., nachgewiesen, die zwar nah verwandt ist, aber
dennoch genetische und morphologische Unterschiede zu S. calchasi
aufweist (OLiAs et al., 2010c).

2.3.4 Verbreitung

Die Erstbeschreibung von S. calchasi erfolgte anhand von Feldinfektionen
in drei Brieftaubenbestdnden in Berlin (OLias et al., 2009b). Eine
darauffolgende Untersuchung von Habichten und Sperbern aus Nord-
deutschland ergab in den Endwirten von S. calchasi eine Pravalenz von
62 % (Habichte) bzw. 71,4 % (Sperber) (OuiAs et al., 2011).

Der erste Nachweis von S. calchasi auf3erhalb Deutschlands erfolgte in

einer Stadttaube in Minnesota, USA, mit neurologischer Symptomatik und
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schwerer, granulomatdser Meningoenzephalitis (WUNSCHMANN et al.,
2011). In einer spateren Untersuchung wurden in funf (8,3 %) von 60
untersuchten Stadttauben aus Minnesota und in einer Brieftaube aus
Missouri, USA, S. calchasi nachgewiesen, wobei die Pravalenz von
S. calchasi-positiven Tauben, die zuvor neurologische Symptomatik
gezeigt hatten, bei 35,7 % lag (OLIAS et al., 2014).

2.3.5 Diagnose

Im Endwirt kann die Diagnose einer patenten Sarkozysteninfektion
anhand einer Kotuntersuchung mittels verschiedener Flotationsmethoden
(z. B. Zucker-, NaCl/ZnCl,- oder ZnSO4-L6sungen mit einer spezifischen
Dichte von 1,3 g/L) oder mittels der histologischen Untersuchung des
Darmgewebes erfolgen (RomMmEL et al., 1995). Eine morphologische
Unterscheidung zwischen verschiedenen Sarkozystenspezies ist hierbei

nicht moglich (CAWTHORN und SPEER, 1990).

Im Zwischenwirt kann eine Sarkozysteninfektion am lebenden Tier bislang
lediglich durch die Entnahme einer Muskelbiopsie festgestellt werden
(RoMMEL et al., 1979). Der Nachweis ist jedoch nur dann erfolgreich, wenn
sich bereits Zysten ausgebildet haben. Bei geringem Befall kbnnen falsch-
negative Ergebnisse die Folge sein (DuBey et al., 1988). Am toten Tier
kénnen weitere Organe, wie z.B. Leber und Milz untersucht werden,
sodass bei der Infektion mit S. calchasi auch die wéhrend der akuten
Phase auftretenden Schizonten nachgewiesen werden kénnen (OLIAS et
al., 2010a). Die Untersuchung der Organe auf S. calchasi erfolgt mittels
Histologie sowie immunhistochemisch mittels eines polyklonalen Anti-
S. calchasi-Antikdrpers (OLias et al., 2013). Aufgrund morphologischer
Ahnlichkeit zu anderen Sarkozystenspezies (OLIAs et al., 2010c) sowie
hoher Kreuzreaktivitat polyklonaler Antiseren mit Antigenen heterologer
Sarkozystenspezies (JEFFREY et al., 1988, TENTER, 1995, WUNSCHMANN et
al., 2010) kann durch mikroskopische Untersuchungen jedoch lediglich

eine gattungsspezifische Diagnose erfolgen.
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Zur speziesspezifischen Diagnose von Stadien von S. calchasi sowohl im
Endwirt als auch im Zwischenwirt steht eine S. calchasi-spezifische semi-
nested PCR zur Verfugung. Die Primerpaare SCal/SCa2 (1. PCR) und
SCal/SNCa3 (2. PCR) binden an spezifische Sequenzen der ITS-1-
Region. Das PCR-Produkt nach der zweiten PCR weist eine Grofl3e von
136 Basenpaaren (bp) auf (OLIAs et al., 2011).

2.3.6 Klinisches Bild und pathologische Veranderun gen bei
Tauben

Die experimentelle Infektion von Haustauben mit unterschiedlichen Dosen
von Sporozysten aus der Dinndarmmukosa eines experimentell mit
S. calchasi infizierten Habichts konnte die in der Feldinfektion beobachtete
Symptomatik reproduzieren (OLIAs et al., 2010b). Hierbei wurde ebenfalls
gezeigt, dass abhangig von der Infektionsdosis unterschiedliche klinische
Verlaufe zu beobachten sind. Tauben, die mit 10? Sporozysten infiziert
wurden, blieben zunachst symptomlos, bis 58 - 65 Tage p.i. neurolo-
gische Symptome auftraten. Dagegen zeigten Tauben, die mit 10° bis 10*
Sporozysten infiziert wurden, einen biphasischen Krankheitsverlauf. In der
akuten Krankheitsphase zeigten die Tiere 10 - 11 Tage p. i. eine wenige
Tage andauernde Apathie und Polyurie. Sie erholten sich anschlieRend
jedoch wieder. Zwischen Tag 51 - 57 p. i. folgte eine zweite, chronische
Krankheitsphase mit neurologischen Symptomen. Tauben, die mit hdhe-
ren Dosen infiziert wurden, starben innerhalb von 7 - 12 Tagen p. i., nach-
dem sie Apathie und Polyurie, allerdings keine zentralnervésen Symptome
gezeigt hatten (OLIAs et al., 2010a). Das Krankheitsbild wurde spater auch
unter dem Namen Pigeon Protozoal Encephalitis (PPE) beschrieben
(Ouias et al., 2013).

Makroskopisch fanden sich nur bei Tauben, die akut innerhalb weniger
Tage verstarben, Veranderungen in Form einer vergréRerten, verfarbten
Leber mit multifokalen Nekrosen. Histologisch wurden multifokale Nekro-
sen, mononukleédre Entziindungszellinfiltrationen und Schizonten in Leber

und Milz festgestellt. Weiterhin wurden Nekrosen und Schizonten in
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geringerer Anzahl in Lungen, Knochenmark und in oder neben Endothel-
zellen von BlutgefaRen des Bindegewebes diverser Organe nach-
gewiesen. Tauben mit zentralnervdsen Symptomen wiesen eine
multifokale, granulomatdse Enzephalitis sowie massenhaft Sarcocystis-
Muskelstadien und eine Myositis in der gesamten untersuchten Skelett-
muskulatur auf, wéhrend im Myokard nur wenige Zysten mit einer milden
Myokarditis auftraten. Die Zysten wurden mittels Sequenzabgleich der D2-
Region der 28S rRNA als S. calchasi identifiziert (OLias et al., 2010a).
Zunachst wurden keine Parasitenstadien im Gehirn der von Enzepha-
litiden betroffenen Tauben nachgewiesen (OLiAs et al., 2010b). Auch in
natdrlich infizierten Tieren wurden lediglich bei einem einzigen Tier wenige
Schizonten im Gehirn festgestellt (Orias et al.,, 2009b). In spateren
Untersuchungen konnten in jeweils etwa der Hélfte der Tauben, die
wahrend der akuten und chronischen Phase untersucht worden waren,
wenige Stadien von S. calchasi im Gehirn mittels Immunhistochemie
bestéatigt werden. In der akuten Phase handelte es sich hierbei um
Schizonten, in der chronischen Phase um Zysten, die jedoch keine Asso-
ziation zu den entziindlichen Veranderungen im Gehirn aufwiesen (OLIAS
et al.,, 2013). Dem gegeniber stehen die Befunde an drei von sechs
natlrlich infizierten Stadttauben in den USA, in denen intraldsionale
Schizonten von S. calchasi nachgewiesen wurden (OLiAs et al., 2014),
sodass die Pathogenese der Enzephalitis bei Infektionen mit S. calchasi
zunachst unklar bleibt.
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2.4 Bisherige Erkenntnisse zur Pathogenese von
Enzephalitiden durch Sarkozysten

2.4.1 Enzephalitiden durch Sarkozysten

Enzephalitiden gehéren zu den haufig auftretenden pathologischen
Veranderungen bei Infektionen mit Sarkozysten. Zu den Tierarten, bei
denen Entziindungen im zentralen Nervensystem (Enzephalitis oder
Enzephalomyelitis) zeitgleich zu einer Sarkozysteninfektion beschrieben
wurden, gehdren Rinder (DuUBEY et al., 1982), Pferde (DuBEeY et al., 1991),
Schafe (HENDERsON et al., 1997, MORGAN et al., 1984, MuNDAY und
OBENDORF, 1984a), Ziegen (DuBey et al., 1981), Hunde (CooLEY et al.,
2007) und Katzen (DuBkey et al., 1994). Auch bei Wildtieren wurden diese
Veranderungen beschrieben, beispielsweise beim Rothirsch (Cervus
elaphus) (FOREYT et al., 1995), Luchs (Felis lynx canadensis) (FOREST et
al., 2000), Seehund (Phoca vitulina richardsi) (LAPOINTE et al., 1998),
Seeotter (Enhydra lutris ssp.) (MILLER et al., 2010, THOMAS et al., 2007),
Waschbér (Procyon lotos) (DUBEY et al., 2001e), Marderhund (Nyctereutes
procyonoides viverrinus) (Kuso et al., 2010) oder beim Amerikanischen
Nerz (Mustela vison) (DuBey und HEDSTROM, 1993). Zu den avidren
Zwischenwirten, bei denen Uber Enzephalitiden im Rahmen von
Sarkozysteninfektionen berichtet wurden, zahlen Haushuhn (Gallus gallus
f. domestica) (MuTtALiB et al., 1995), Truthuhn (Meleagris gallopavo)
(TEGLAS et al., 1998), Auerhuhn (Tetrao urogallus) (GUSTAFSSON et al.,
1997), Habicht (Accipiter gentilis atricapillus) (AGUILAR et al., 1991), Weil3-
kopfseeadler, (Haliaeetus leucocephalus) (OLSON et al., 2007), Steinadler
(Aquila chrysaetos) (WUNSCHMANN et al., 2010), Virginia-Uhu (Bubo
virginianus) (WUNSCHMANN et al., 2009), Basstolpel (Morus bassanus)
(SPALDING et al., 2002), Stachelibis (Threskiornis spinicollis) (DUBEY et al.,
2001f) und diverse Papageienarten (JACOBSON et al., 1984, SIEGAL-
WILLOTT et al., 2005, SMITH et al., 1989, VILLAR et al., 2008).

Bei den beschriebenen Féllen waren die Lasionen im ZNS in den meisten

Fallen mit Merozoiten von Sarcocystis spp. assoziiert, die entweder direkt
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im neuralen Gewebe oder in Gefalendothelien des vaskularen Systems
des ZNS lokalisiert waren. Einzelne Berichte beschreiben jedoch auch
zentralnervose Entziindungsgeschehen ohne den gleichzeitigen Nachweis
protozodrer Organismen im ZNS (FOReYT et al.,, 1995, MuNDAY und
OBENDORF, 1984a, OBENDORF und MuNDAY, 1986). Ebenso wurden
Sarcocystis-Zysten im Gehirn nachgewiesen, die entweder nicht mit den
entziindlichen Lasionen der vorliegenden Enzephalitis assoziiert waren
(HENDERSON et al., 1997, SIEGAL-WILLOTT et al., 2005) oder Uberhaupt
nicht mit einer Enzephalitis in Zusammenhang standen (JAkoB et al.,
1998).

Als mogliche Ursachen fir die Entstehung der zentralnervésen Lasionen
wurden eine immunologische Reaktion auf parasitdres Antigen,
nekrotisches Endothel oder extravasales Blut sowie eine lokale,
verzdgerte Hypersensitivitatsreaktion, die die Infiltration des Gewebes mit
mononukledren Zellen beinhaltet, diskutiert (DuBey et al., 1988, SMITH et
al., 1989). Weiterhin wurde die Freisetzung toxischer Stoffwechsel-
produkte bei der Degeneration der Zysten oder wahrend der Parasitamie
als mdogliche Ursache fir die Entstehung neurologischer Symptome
vorgeschlagen (DUBEY et al., 1988, FAYER, 1979).

2.4.2 Immunantwort auf Infektionen mit Sarkozysten

Das Immunsystem reagiert auf eine Infektion mit Sarkozysten mit einer
spezifischen Antwort. Wenige Tage nach Infektion kann mittels verschie-
dener serologischer Tests (z. B. Enzyme-linked Immunosorbent Assay,
Immunfluoreszenztest oder Hamagglutinationshemmtest) ein Anstieg
Sarcocystis-spezifischer Antikdrper nachgewiesen werden (LUNDE und
FAYER, 1977, TENTER, 1988). Bei Vergleich der verschiedenen Antikorper-
klassen wurde beobachtet, dass zunéchst ein transienter Anstieg der IgM-
Fraktion auftritt, gefolgt von einer langer andauernden IgG-Antwort (FAYER
und LUNDE, 1977, GASBARRE et al., 1984, O'DONOGHUE und WEYRETER,
1984, WEYRETER et al., 1984). JAKEL et al. (2001) konnte bei experimen-
tellen Infektionen von Wanderratten mit S. singaporensis zeigen, dass
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wahrend der akuten Phase der Infektion vor allem spezifische 1gG2b- und
IgG2c-Antikdrper ansteigen, was einem Th1-Profil entspricht, wahrend in
der chronischen Phase aul’erdem 1gG1-, IgG2a- und IgA-Antikorpertiter
ansteigen, was auf ein gemischtes Th1-/Th2-Profil hindeutet. Neben der
humoralen Immunantwort kommt es ebenfalls zur Ausbildung einer zellu-
laren Immunreaktion bei Sarkozysteninfektionen, die durch eine gestei-
gerte Blastogenese der Lymphozyten nach Stimulation mit Sarkozysten-
Antigen bzw. einen erhthten Anteil von T-Lymphozyten in den Sarko-
zysten-assoziierten Lasionen charakterisiert ist. (GASBARRE et al., 1984,
Horer et al., 1982, O'DONOGHUE und WILKINSON, 1988, ScoTT et al.,
2005).

Hinsichtlich der Belastbarkeit der entwickelten Immunitat konnte gezeigt
werden, dass eine vorherige Immunisierung mit geringen Dosen
infektidser Sporozysten zu einer Reduzierung der klinischen Symptomatik
und der Anzahl der Zysten nach Belastungsinfektion mit einer letalen
Sporozystendosis fihrt (FAYER und DuBey, 1984, HOFER et al., 1982,
O'DONOGHUE und WILKINSON, 1988). Der Schutz vor klinischer Sympto-
matik sowie die Mortalitat sind hierbei abhangig von der Hohe der ersten,
immunisierenden Sporozystendosis, wobei hohere Dosen eine deutlich
starker belastbare Immunitat hervorrufen (Dusey, 1981, ForDp, 1985,
ZIELASKO et al., 1981). Die Dauer der Immunitét ist nach einmaliger
Immunisierung zeitlich begrenzt (WEBER et al., 1983). Die kontinuierliche
Verabreichung kleiner Dosen konnte gegenlber einer einmaligen
Immunisierung eine deutlich gesteigerte und erheblich langer andauernde
Immunitat hervorrufen (ScHNIEDER und RoMMEL, 1983). Eine Immuni-
sierung mit Zysten oder Zystenextrakten flhrte trotz Antikorperbildung zu
keiner protektiven Immunitét, weshalb die hierfiir notwendigen Antigene
vermutlich von Schizonten wéhrend der frilhen Phase der Infektion
ausgebildet werden (Gut, 1982, O'DONOGHUE et al., 1985). Bei trachtigen
Tieren wurde eine deutliche Beeintrachtigung der Immunitdét nach
vorheriger Immunisierung beobachtet, da eine Immunisierung sie bei
Belastungsinfektionen im Vergleich zu nichttrachtigen Tieren nur vor
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deutlich geringeren Sporozystendosen schiitzte (DuBey, 1983b). Bei ihren
Nachkommen wurde keine Immunitat festgestellt (DuBey, 1983b, 1984,
MUNDAY, 1982).

Der Verlauf des Antikorpertiteranstiegs ist unabhéngig von ein- oder
mehrmaliger homologer Reinfektion (HOFER et al., 1982, REITER et al.,
1981, ZIMMERMANN et al., 1984). Das Vorhandensein von Antikérpern
schitzt nicht vollstdndig vor klinischer Symptomatik (WEYRETER et al.,
1984). Weiterhin konnte fir S. neurona gezeigt werden, dass die humorale
Immunantwort nicht entscheidend fir die Ausbildung der belastbaren
Immunitat ist (WITONSKY et al.,, 2005a). Hinsichtlich der zellularen
Immunitat wurde belegt, dass sowohl CD4*- als auch CD8*-T-Lympho-
zyten an der Immunreaktion beteiligt sind, wobei jedoch letztere die
entscheidende Rolle hinsichtlich einer protektiven Immunitat spielen
(WiTonsky et al.,, 2003a, WITONSKY et al., 2005b). Eine wesentliche
Beteiligung wurde weiterhin fir Interferon (IFN)-y festgestellt, dessen Kon-
zentration im Rahmen einer Thl-Immunantwort ansteigt (ABDEL-BAKI et
al., 2009, WITONSKY et al., 2003b).

Die Immunreaktion des Wirtes kann durch Sarkozysten jedoch nicht nur
hervorgerufen, sondern auch moduliert werden. Es konnte gezeigt
werden, dass wéahrend der Schizogoniephase eine Immunsuppression
hervorgerufen wird (FRELIER, 1980). Diese bezieht sich vor allem auf
parasitare Antigene (SPENCER et al., 2004). Es konnte jedoch auch eine
erhdhte Empfanglichkeit gegenuber anderen Infektionen (z. B. Kokzi-
diosen) beobachtet werden (Duskey, 1983d). Hierbei wurde vor allem eine
Abnahme der IFN-y-Produktion festgestellt (SPENCER et al.,, 2004,
WITONSKY et al., 2008).

Bei experimenteller Infektion von Tauben wurde belegt, dass S. calchasi
ebenfalls in der Lage ist, die Immunantwort des Wirts zu beeinflussen.
Wéhrend der akuten Phase der Erkrankung (Schizogoniephase) wurde
eine verminderte Thil-Immunantwort mit signifikant niedrigeren Konzentra-
tionen der Thl-assoziierten Zytokine IFN-y, Interleukin (IL)-12 und IL-18
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nachgewiesen. Wahrend der chronischen Phase (Zystenstadium) wurde
hingegen eine extensive Thl-gewichtete, T-Zell-vermittelte Immunantwort
festgestellt, die als verzdgerte Hypersensitivitatsreaktion gedeutet wurde
(Ouias et al., 2013). Diese Art der allergischen Reaktion wurde bereits von
SILLER (1960, 1965) bei Huhnern beschrieben. Hierbei kam es drei bis vier
Monate nach intramuskulérer Inokulation von heterologem Organmaterial
und hitzeinaktivierten Mykobakterien zu einer Enzephalomyelitis mit
lymphozytaren, perivaskularen Infiltrationen und Gliosis.

Belege fiur die Verursachung der neurologischen Lasionen durch eine
UberschielRende Immunreaktion konnte die Infektion von immundefizienten
Pferden mit S. neurona erbringen. Die Pferde mit schwerer kombinierter
Immundefizienz (SCID) zeigten eine persistente Parasitamie, jedoch
konnten weder eine Neuroinvasion von S. neurona noch Lasionen im ZNS

nachgewiesen werden (SELLON et al., 2004).

Autoimmune Pathomechanismen bei der Entstehung von Enzephalitiden
sind in der Humanmedizin hinreichend bekannt. Die Akute Disseminierte
Enzephalomyelitis (ADEM) ist eine immunvermittelte, entziindliche und
demyelinisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems, die in der
Regel im Anschluss an eine Infektion auftritt (ALPER, 2012). Vorangehende
Infektionen sind viraler oder bakterieller Genese oder eine ADEM tritt im
Anschluss an eine Impfung auf (DALE, 2003). Es wurde jedoch auch eine
ADEM in Folge einer Plasmodium vivax-Malaria, d. h. mit parasitarem
Ausloser, beobachtet (KoiBucHi et al.,, 2003). Kennzeichnend fir die
ADEM ist die Abwesenheit von Erregerstrukturen im entziindlich
veranderten ZNS (DALE, 2003). Als Ursache fiir diese Form der Auto-
immunreaktion wird eine molekulare Mimikry vermutet, bei der strukturelle
Ahnlichkeiten zwischen dem Erreger und dem neuralen Gewebe des Wirts
zu einer T-Zell-Aktivierung fuhren, die jedoch nicht ausreichend ist, um
eine Toleranz hervorzurufen (ALPER, 2012). Im Tiermodell (u. a. Mause,
Ratten und Meerschweinchen) konnte die Erkrankung durch Immuni-
sierung mit Hirngewebe-spezifischen Antigenen nachgestellt werden. Die
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sich daraufhin entwickelnde experimentelle allergische Enzephalomyelitis
(EAE) dient aufgrund der @hnlichen Pathogenese nicht nur als Modell fir
die ADEM, sondern vor allem auch fir die Multiple Sklerose (BATouLIS et
al., 2011, SHiN et al., 2012).

2.4.3 Toxische Eigenschaften der Gattung  Sarcocystis

Die toxischen Eigenschaften von Sarkozysten wurden bereits 1890 von
PreiFFer festgestellt, als er den Zysteninhalt von S. gigantea in die
Trachea und die Muskulatur von Kaninchen injizierte, die daraufhin
innerhalb von 12 - 24 Stunden verstarben. Er vermutete als Ursache hier-
fur ein toxisches Stoffwechselprodukt des Parasiten. Eine Fraktionierung
der Zysten in Zystenwand, Zystozoiten und Zystenfliissigkeit ergab, dass
alle drei Fraktionen eine neurotoxische Wirkung bei Kaninchen besafl3en
(HiePE et al., 1981). Die toxische Wirkung von dem nicht néher charakte-
risierten ,Sarkotoxin“ wurde auch fur Zystenextrakte aus S. cruzi (SAITO et
al., 1995), S. fusiformis (SALEQUE et al., 1991), S.tenella und S. kortei
(MANDOUR, 1969) nachgewiesen, wobei sich zeigte, dass das Extrakt von
S. cruzi nur fur Kaninchen, nicht aber fir Mause, Meerschweinchen und
Hihner toxisch ist (SAiTo et al., 1995). Das S. fusiformis-Extrakt fuhrte
sowohl bei Kaninchen als auch bei Mausen zum Tod (SALEQUE et al.,
1991), wahrend das Extrakt aus S. pitymysi-Zysten sich wiederum als
nicht toxisch fir Kaninchen erwies (MANDOUR, 1969). Als Wirkungsweise
hinsichtlich der Pathogenese von pathologischen Veradnderungen bei
Sarkozysteninfektionen wurde die Freisetzung des Sarkotoxins bei Ruptur
von Zysten vorgeschlagen, das daraufhin eine Endotoxin-&hnliche
Wirkung entfaltet (MANDOUR, 1969). Auf immunologischer Basis konnte in
Kaninchen nach Injektion eines S. cruzi-Zystenextrakts eine Uberproduk-
tion von Tumornekrosefaktor a und eine Abnahme von Stickstoffmonoxid
festgestellt werden, die mit der toxischen Wirkung in Zusammenhang
stehen sollen (NAKAMURA et al., 1999).

In den Zysten von S. gigantea wurde weiterhin eine Lektinfraktion

identifiziert, die mitogene Eigenschaften in Bezug auf Lymphozyten-
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kulturen aufwies (MONTAG et al., 1986, TIETZ et al., 1986). Hierbei wurde
sowohl eine Aktivierung von B-Zellen als auch von CD4*- und CD8"-T-
Lymphozyten festgestellt (TieETz et al., 1990, TieTz et al., 1991). Die
Lektinfraktion wurde von der das Sarkotoxin enthaltenden Fraktion
unterschieden, da sich erstere als nicht toxisch fir Kaninchen erwies
(TieTz et al.,, 1989). Eine genaue Beteiligung des Lektins an der
Pathogenese der Sarkozysteninfektion konnte jedoch nicht nachgewiesen

werden.
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2.5 Therapie der Sarkozysteninfektionen

Eine Vielzahl an Wirkstoffen mit antiprotozoaren Eigenschaften ist in der
Vergangenheit hinsichtlich ihrer Wirksamkeit gegen Sarkozysten evaluiert
worden (siehe Tabelle 1). Teilweise wurden eine Wirksamkeit lediglich bei
der prophylaktischen, nicht aber bei der therapeutischen Verabreichung
gesehen und es konnten Unterschiede beim Zeitpunkt des Therapie-
beginns festgestellt werden (Dusey et al, 200la). Es wurde jedoch
entweder die klinische Symptomatik, die Reduktion bzw. Elimination
parasitarer Stadien oder die HOhe der spezifischen Antikdrpertiter als
Parameter zur Beurteilung der Wirksamkeit gewahlt, sodass die Vergleich-
barkeit der Studien insgesamt stark eingeschrankt ist.

Das Triazinderivat Toltrazuril wird in der Veterinarmedizin gegen ein
breites Spektrum von Kokzidien sowohl beim Gefliigel als auch bei
Saugetieren eingesetzt [Eimeria sp. (RAMADAN et al., 1997), Isospora sp.
(SKAMPARDONIS et al., 2010), Sarcocystis sp. (HABERKORN, 1996), Neo-
spora caninum (HAERDI et al.,, 2006) und Toxoplasma sp. (KuL et al.,
2013)]. Der wichtigste Metabolit Toltrazurilsulfon (Ponazuril) (FURR und
KENNEDY, 2000) wird derzeit standardmaRig zur Therapie von S. neurona-
Infektionen beim Pferd eingesetzt (DIRIKOLU et al., 2009, MACKAY et al.,
2008). Hinsichtlich der Wirkungsweise von Toltrazuril konnte bei Eimerien
gezeigt werden, dass bereits eine einmalige Applikation ausreicht, um
eine Anschwellung des perinukledren Raumes, der Mitochondrien und des
endoplasmatischen Retikulums der Parasiten zu bewirken. Diese Effekte
treten bei sémtlichen intrazellularen Entwicklungsstadien auf. In Schizon-
ten und Mikrogameten fiihrt dies zu einer Stérung der Zellkernteilungen
und bei den Makrogameten unterbleibt die Ausbildung der Oozystenwand
(MEHLHORN et al., 1984). Dies wird vermutlich durch eine Hemmung der
DNA-Synthese erreicht, die wiederum auf einer Inhibition bestimmter
Enzyme der parasitiren mitochondrialen Atmungskette (Succinat-
Cytochrom-C-Reduktase, NADH Oxidase und Succinatoxidase) sowie der
Pyrimidinsynthese (Dihydrofolatreduktase und Dihydroorotat-Cytochrom-
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C-Reduktase) beruht (HARDER und HABERKORN, 1989). Weiterhin wurde
als Target von Toltrazuril ein Chlorophyll a-D1-Komplex vorgeschlagen,
der Teil eines rudimentéren Fotosystems der Apikomplexa ist (HACKSTEIN
et al., 1995).

Die Wirksamkeit von Ponazuril in vitro (Inhibition der Merozoitenproduktion
von > 95 %) konnte ab einer Konzentration von 5,0 pg/ml belegt werden
(LINDSAY et al., 2000a). Im Klinischen Versuch an Pferden wurden nach
zehntégiger Verabreichung von Toltrazuril in den Dosierungen 2,5 mg/kg
KGW, 5,0 mg/kg KGW und 7,5 mg/kg KGW im Serum Toltrazuril-Konzen-
trationen von 13,4 pug/ml, 19,7 pg/ml bzw. 26,5 pg/ml nachgewiesen (FURR
und KENNEDY, 2000). In Rindern wurde nach einmaliger Verabreichung
von Ponazuril eine Serumkonzentration von 4,8 ug/ml festgestellt
(DIRIKOLU et al., 2009). Ein Einfluss auf die Antikdrpertiterentwicklung in
S. neurona-seropositiven, klinisch gesunden Pferden konnte nach 60-
tagiger Therapie mit Ponazuril nicht beobachtet werden (PUSTERLA et al.,
2013). Studien zum Einsatz von Ponazuril an experimentell mit S. neurona
infizierten Mausen und Pferden sowie natirlich infizierten Pferden mit
EPM konnten zumindest eine partielle Wirksamkeit hinsichtlich der
Entwicklung bzw. Besserung klinischer Symptome und der Reduzierung
der Antikérperbildung belegen (FRANKLIN et al., 2003, FURR et al., 2001,
FURR et al., 2006, MAcKAY et al., 2008). Bei experimentell mit Neospora
caninum infizierten M&ausen konnte eine Behandlung mit Toltrazuril und
Ponazuril die Entstehung zerebraler L&sionen vollstandig verhindern
(GoTTsTEIN et al.,, 2001). Fallberichte zum erfolgreichen Einsatz von
Ponazuril hinsichtlich einer ganzlichen Genesung liegen zur Behandlung
von klinischen Sarkozystosen bei einer Katze (BisBY et al., 2010), einem
Seeldwen (CARLSON-BREMER et al, 2012) und einem Seehund
(MYLNICZENKO et al., 2008) vor. Zur Behandlung von Pferden mit EPM wird
das in den USA fur diese Indikation zugelassene Ponazuril-Praparat
Marquis® (Bayer HealthCare LLC, Shawnee Mission, KS, USA) einmal
taglich in der Dosierung 5 mg/kg KGW (ber einen Zeitraum von 28 Tagen
angewendet (Produktinformation).
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Tabelle 1: Wirksamkeit verschiedener Wirkstoffe, di e gegen
Sarkozysteninfektionen eingesetzt wurden
Wirkstoff Sarkgzysten- Wirksamkeit |Literatur
spezies
' S. cruzi P+ FAYER und JOHNSON,
Amprolium 1975
S. muris T - ROMMEL et al., 1981
Aprinocid S. muris T - ROMMEL et al., 1981
Bay g 7183 S. muris T + ROMMEL et al., 1981
(Triazinderivat) S. capracanis T - HEYDORN et al., 1981
Decoquinat S. cruzi P: - FOREYT, 1986
T: (+) BENTZ et al., 2000
Diclazuril S. neurona P + DUBEY et al., 2001a
T: (+)
. P: +
S. capracanis ; VOIGT und HEYDORN,
T: (+)
Halofuginon P: + 1981
S. tenella T+ HEYDORN et al., 1981
S. muris T: (+) ROMMEL et al., 1981
Lasalocid S. capracanis T - HEYDORN et al., 1981
S. cruzi P: (+) FOREYT, 1986
Monensin S. cruin P: + FOREYT, 1986
S. muris T - ROMMEL et al., 1981
FRANKLIN et al., 2003
Ponazuril S. neurona T: (+) FURR et al., 2001
MACKAY et al., 2008
Primaquin S. muris T + ROMMEL et al., 1981
Pyranteltartrat S. neurona P: - ROSSANO et al., 2005
Robenidin S. capracanis T - HEYDORN et al., 1981
Salinomycin S. tenella P: (+) LEEK und FAYER, 1983
Spiramycin S. capracanis T - HEYDORN et al., 1981
Sulfonamide S. muris T - ROMMEL et al., 1981
Sglfon,_ar_md " S. muris T - ROMMEL et al., 1981
Diaveridin
Sulfonam!d * S. muris T + ROMMEL et al., 1981
Pyrethamin
VOIGT und HEYDORN,
Sulfonamid + S. capracanis T - 1981
Trimepthoprim HEYDORN et al., 1981
S. muris T: (+) ROMMEL et al., 1981
Zoalen S. muris T + ROMMEL et al., 1981
P = prophylaktisch; T= therapeutisch; + = wirksam; (+) = teilweise wirksam; — = nicht

wirksam




36 LITERATURUBERSICHT

2.6 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Mit der vorliegenden Arbeit sollte das Verhalten von S. calchasi im
Zwischenwirt Taube von der Infektion bis zum Eintreten der klinischen
Symptomatik geklart werden. Hierbei war die zentrale Fragestellung, ob
das Auftreten der in der chronischen Phase der PPE auftretenden,
granulomatdsen Enzephalitis mit einem bestimmten Stadium im Lebens-
zyklus von S. calchasi assoziiert ist. Anhand der Lokalisation des
Parasiten zu verschiedenen Zeitpunkten nach experimenteller Infektion
sollten Erkenntnisse gewonnen werden, ob eine direkte Pathogenese
durch Parasitenstadien im ZNS vorliegt oder ob eine indirekte Patho-
genese im Sinne eines immunpathologischen Geschehens bzw. durch
toxische Stoffwechselprodukte fur die entziindlichen Veradnderungen im

ZNS verantwortlich ist.

Weiterhin sollte die Empfanglichkeit von Nymphensittichen fir Infektionen
mit S. calchasi untersucht werden. Hierbei sollte der Nymphensittich
stellvertretend fiir andere Arten der Ordnung Psittaciformes betrachtet
werden, insbesondere fur solche, die in ihren Bestanden aktuell bedroht
sind. Da Infektionen mit der nah verwandten Spezies S. falcatula zu fata-
len Pneumonien und Enzephalitiden bei Altweltpapageien fiihren (CLues
und FRENKEL, 1992, VILLAR et al., 2008), sollte die potentielle Bedrohung
durch S. calchasi fur diese Arten beurteilt werden.

SchlieBlich sollte die Eignung des Triazinderivats Toltrazuril zur Therapie
von S. calchasi-Infektionen bei der Taube bewertet werden. Da das
Praparat seit langem gegen Kokzidien beim Gefligel verwendet wird
(RAMADAN et al., 1997) und der Toltrazurilmetabolit Ponazuril gegenwartig
zur Therapie von S. neurona-Infektionen eingesetzt wird (MACKAY et al.,
2008), sollte die Wirksamkeit auch gegen S. calchasi untersucht werden.
Hierbei sollte insbesondere die Abh&ngigkeit des Zeitpunkts der Therapie
nach experimenteller Infektion evaluiert werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material

3.1.1 Sporozysten von S. calchasi

Die fur die Infektionsversuche verwendeten Sporozysten von S. calchasi
wurden aus einem Habicht gewonnen, der im Rahmen der Erst-
beschreibung von S. calchasi experimentell mit zystenhaltigem Fleisch
von naturlich infizierten Tauben geflttert worden war (OLIAS et al., 2009a).
Sporozysten desselben Habichts waren bereits flr Infektionsversuche
verwendet worden (OLiAs et al., 2010a, OuiAs et al.,, 2010b), was die
Vergleichbarkeit dieser Studie zu den vorangegangenen Studien sichern
sollte. Die Sporozysten wurden nach ROMMEL et al. aufgereinigt (ROMMEL
et al., 1995) und bis zum Beginn der Versuche bei 4 °C in einer wéssrigen
Suspension mit Penicillin (200 I.E./ml), Streptomycin (200 pg/ml) und

Amphotericin B (1 pg/ml) gelagert (= Stammsuspension).

3.1.2 Tauben

Fur die Durchfihrung der Versuche wurden Tauben eingesetzt, die zuvor
keinen Kontakt zu S. calchasi hatten. Da S. calchasi Uber den Kot von
infizierten Habichten und Sperbern Ubertragen wird (OLiAs et al., 2011),
war eine Vermeidung des Kontakts zu den Exkrementen der Endwirte
notwendig. Die Tauben stammten daher aus einem Zuchtbestand mit
allseits geschlossenen Volieren. Weder die Zuchttiere noch ihre Nach-
zucht hatten wéhrend der Zuchtsaison, aus der die Versuchstiere hervor-
gingen, die Mdglichkeit zum Freiflug.

Vor Beginn und wahrend der Versuche wurden die Versuchstiere in einer
Voliere mit einem Innenraum und einem Uberdachten Auf3enbereich an
der Klinik fir Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische (KVRAF), Justus-
Liebig-Universitat (JLU) Giel3en gehalten. Die Voliere war mit ausreichend
Sitzstangen und Schlafnestern ausgestattet. Sowohl bei anderen Sarko-
zysten als auch bei S. calchasi konnte nachgewiesen werden, dass die

Tiere nach oraler Aufnahme von Sporozysten diese noch fur eine be-
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grenzte Zeit mit dem Kot ausscheiden (MunDAy, 1985, Orias et al.,
2010a). Da diese weiterhin infektiés waren, wurden die fur diese Versuche
verwendeten Tiere zur Vermeidung von Superinfektionen nach der
Inokulation mit S. calchasi-Sporozysten fir die Dauer von drei Tagen
einzeln in mit Sperrholzplatten unterteilte Transportkisten untergebracht.
Die Transportkisten befanden sich in einem geschlossenen Innenraum, in
dem zuvor Malinahmen zur Schadnager- und Insektenbekampfung
ergriffen worden waren, um eine Ubertragung von Sporozysten durch
belebte Vektoren zu vermeiden. Die Tauben des Vorversuchs wurden
wahrend der gesamten Dauer des Vorversuchs (15 Tage) einzeln in
Boxen gehalten, die mit zwei Sitzstangen ausgestattet waren. Die Boxen
befanden sich ebenfalls in einem geschlossenen Innenraum, in dem eine
Schadnager- und Insektenbek&dmpfung durchgefuhrt wurde. Den Tieren
stand wahrend der gesamten Versuchsdauer téaglich frisches,
kommerzielles Taubenfutter (Taubenhaus Lang, Langgéns), das bis zur
Fltterung in geschlossenen Behdltern gelagert wurde, und frisches
Trinkwasser ad libitum zur Verfugung. Das Alter der Tiere bei Beginn der
Versuche lag bei unter einem Jahr. Es waren Tiere beider Geschlechter
zu etwa gleichen Anteilen vertreten. Alle Tiere waren klinisch gesund.

3.1.3 Nymphensittiche

Die Nymphensittiche stammten aus einem kontrollierten Zuchtbestand der
KVRAF, JLU Giel3en. Der Bestand wird regelméaRig stichprobenhaft auf
das aviare Bornavirus, aviares PMV-1 und Chlamydia psittaci mit
negativem Ergebnis untersucht. Vor Beginn der Versuche wurden die
Tiere in Volieren mit einem Innenraum und einem Uberdachten AuRen-
bereich gehalten. Wéhrend der Versuche waren jeweils zwei Tiere in
einem mit Sitzstangen ausgestatteten Kéfig untergebracht. Die Kafige
standen in einem geschlossenen Innenraum und eine Schadnager- und
Insektenbekampfung war zuvor durchgefiihrt worden. Die Tiere erhielten
kommerzielles GroR3sittichfutter (Versele-Laga, Deinze, Belgien) und

Trinkwasser ad libitum, das taglich erneuert wurde. Die Tiere waren bei
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Versuchsbeginn adult und beide Geschlechter waren etwa zu gleichen
Anteilen vertreten. Alle Tiere waren klinisch gesund.

Alle hier aufgefiihrten Versuche wurden mit der Genehmigung des
Regierungspréasidiums GieRen durchgefihrt [Geschéftszeichen: V54-19c
20-15 (1) GI 18/9 Nr. 01/2010].

3.1.4 Reagenzien und Geréate
Die bei den Versuchen verwendeten Reagenzien und Gerdte sind im

Anhang Il aufgeflhrt.
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3.2 Methoden
3.2.1 Durchfiihrung der Versuche

3.2.1.1 Versuchsteil A — Vorversuch

In einem Vorversuch sollte zun&chst eine Infektionsdosis bestimmt
werden, bei der es nur zu milden Symptomen wahrend der akuten Phase
der klinischen Erkrankung kommt und die Tiere diese Phase der Infektion
sicher Uberleben. ErwartungsgemafR konnte anschlielend mit dem Ein-
treten der chronischen Phase gerechnet werden (OLiAs et al., 2010a).
Sowohl fiir den Versuchsteil B zum Verhalten im Zwischenwirt als auch fir
den Versuchsteil D zur Wirksamkeit von Toltrazuril war es von essentieller

Bedeutung, dass die akute Phase der Erkrankung tberstanden wird.

Hierfur erhielt je eine Taube eine Infektionsdosis von 100, 200, 500, 750
bzw. 1.000 S. calchasi-Sporozysten einmalig in den Kropf (siehe 3.2.2.2).
Die Tauben wurden separat gehalten und taglich im Hinblick auf die
Entwicklung klinischer Symptomatik beurteilt. Bei Entwicklung schwerer
klinischer Symptomatik wurden die Tauben vorzeitig euthanasiert. Das
Ende des Versuchs mit der Euthanasie aller verbliebenen Tauben wurde
an Tag 15 p. i. angesetzt, da bis zu diesem Zeitpunkt mit dem Auftreten
klinischer Symptomatik im Zuge der akuten Phase der Erkrankung zu
rechnen war (OLiAs et al, 2010a). Die Euthanasie erfolgte unter
Inhalationsnarkose mit Isofluran (Volumenprozent: 5 %) durch Blutentzug
aus der V.jugularis. Der Aufbau des Vorversuchs ist in Tabelle 2

dargestellt.
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Tabelle 2: Aufbau des Vorversuchs zur Ermittlung de r geeigneten
Infektionsdosis

) Infektionsdosis Totungszeitpunkt
Tiernummer Anzahl ) .
(Sporozysten/Tier) (Tag p. i.)*
Al 1 100 15
A2 1 200 15
A3 1 500 15
A4 1 750 15
A5 1 1.000 15

*sofern nicht zuvor schwere klinische Symptome auftreten

3.2.1.2 Versuchsteil B - Hauptversuch zur Klarung d es
Verhaltens von S. calchasi im Zwischenwirt Taube
Das Ziel des Versuchsteils B lag neben dem Verhalten des Parasiten im
Zwischenwirt vorrangig in der Aufklarung der Entstehung der im Laufe der
Infektion mit S. calchasi auftretenden Enzephalitis. Deshalb wurde der
Schwerpunkt der Untersuchungen auf die chronische Phase der
Erkrankung gelegt, wahrend der die Enzephalitis festgestellt worden war
(Ouias et al., 2010a). Weiterhin sollte die Lokalisation des Parasiten in den
verschiedenen Geweben zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der

Infektion untersucht werden.

Die 45 Tauben dieses Versuchsteils wurden entsprechend den Ergeb-
nissen des Vorversuchs (siehe 4.3) einmalig mit 200 S. calchasi-Sporo-
zysten in den Kropf inokuliert (siehe 3.2.2.2). Drei weitere Tauben
(Gruppe BNK) erhielten als Negativkontrolltiere das gleiche Inokulat-
volumen an Leitungswasser (siehe Tabelle 3). Die Tauben wurden zur
Vermeidung von Superinfektionen durch passagierte, infektionsféhige
Sporozysten drei Tage lang separat gehalten, bevor sie fir die
verbliebene Versuchsdauer gemeinsam in einer Voliere untergebracht
wurden (siehe 3.1.2). Die Tiere wurden téglich hinsichtlich der Entwicklung

klinischer Symptomatik kontrolliert.
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In unterschiedlichen Intervallen von 2 - 10 Tagen wurde jeweils eine Grup-
pe bestehend aus drei Tauben euthanasiert, wobei der Schwerpunkt auf
die chronische klinische Phase gelegt wurde (siehe Tabelle 3). Da das Ziel
des Versuchs die Ermittlung der Pathogenese und die Verteilung des
Parasiten im Wirt war und somit kein Gruppenvergleich und keine Signifi-
kanzberechnung erfolgen sollten, wurde mit drei Tieren die kleinste
statistische Einheit gewahit. Die drei Tauben einer Gruppe wurden jeweils
zufallig der gesamten Versuchsgruppe entnommen. Die Euthanasie er-
folgte durch Blutentzug aus der V. jugularis unter Inhalationsnarkose mit
Isofluran (Volumenprozent: 5 %). Die Negativkontrolltiere wurden zusam-
men mit der letzten Gruppe an Tag 61 p. i. euthanasiert.

Tabelle 3: Aufbau des Hauptversuchs zum Verhalten v on S. calchasi
im Zwischenwirt Taube

Versuchs- Anzahl Infektionsdosis Totungszeitpunkt
gruppe (Sporozysten/Tier) (Tag p. i.)
B2 3 200 2

B5 3 200 5
B10 3 200 10
B20 3 200 20
B30 3 200 30
B40 3 200 40
B45 3 200 45
B47 3 200 47
B49 3 200 49
B51 3 200 51
B53 3 200 53
B55 3 200 55
B57 3 200 57
B59 3 200 59
B61 3 200 61
BNK 3 - 61
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3.2.1.3 Versuchsteil C — Versuch zur Klarung der |  nfektiositat
und Pathogenitat von S. calchasi fiir Nymphensittiche

Vier Gruppen bestehend aus je zwei Nymphensittichen (C1 - C4) wurden
jeweils mit 3 x 105, 10°, 10* bzw. 102 S. calchasi-Sporozysten in den Kropf
inokuliert. Drei weitere Nymphensittiche dienten als Negativkontrolltiere.
Hiervon wurde ein Nymphensittich (CNK1) mit Leitungswasser inokuliert,
die anderen beiden (CNK2) mit gefiltertem Medium der Stammsuspension
(siehe 3.2.2.2). Die Tiere wurden den Gruppen randomisiert zugeordnet
(siehe Tabelle 4). Die beiden Tiere einer Infektionsgruppe wurden jeweils

gemeinsam in einem Kafig gehalten und taglich klinisch kontrolliert.

Die Nymphensittiche wurden bei Einsetzen schwerer klinischer Sympto-
matik euthanasiert. Alle verbliebenen Tiere inklusive der Negativ-
kontrolltiere wurden am Tag 76 p. i. euthanasiert. Die Euthanasie erfolgte
unter Isoflurannarkose (Volumenprozent: 5 %) durch Blutentzug aus dem
Herz.

Tabelle _4: Versuchsaufbau zur Klarung der Infektios itat und
Pathogenitat von S. calchasi fir Nymphensittiche

Versuchs- Anzahl Infektionsdosi§ Tbtungszeitpunkt
gruppe (Sporozysten/Tier) (Tag p. i.)*
C1 2 3.000.000 76

C2 2 100.000 76

C3 2 10.000 76

C4 2 100 76

CNK1 1 0 (H,0) 76
CNK2 2 0 (Filtrat) 76

*sofern nicht zuvor schwere klinische Symptome auftreten
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3.2.1.4 Versuchsteil D — Behandlungsversuch einer  S. calchasi -
Infektion bei Tauben mit Toltrazuril
Im Versuchsteil D sollte die Wirksamkeit von Toltrazuril in unterschied-
lichen Phasen der Infektion mit S. calchasi in Tauben untersucht werden.
Es wurden drei Phasen ausgewahlt: Die akute Phase der Erkrankung
(Phase 1), ca. 10 Tage vor dem erwarteten Auftreten der neurologischen
Symptomatik (Phase 2) und der Beginn der chronischen Phase der
klinischen Erkrankung mit neurologischer Symptomatik (Phase 3). In
vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass bei mittleren
Infektionsdosen der Beginn der akuten Phase an Tag 10 p. i. liegt und die
ersten neurologischen Symptome (Beginn der chronischen Phase) am

Tag 51 p. i. auftreten (OLIAS et al., 2010a).

Es wurden neun Tauben mit 400 S. calchasi-Sporozysten in den Kropf
inokuliert (siehe 3.2.2.2). Die hohere Infektionsdosis im Vergleich zum
Versuchsteil B wurde gewéhlt, um eine deutlichere klinische akute Phase
hervorzurufen, jedoch ohne dass die Tiere verstarben. Analog zum
Versuchsteil B wurden die Tauben zunachst fur drei Tage nach Inokulation
separat gehalten und anschlieend gemeinsam in einer Voliere unter-
gebracht. Die Tiere wurden taglich klinisch kontrolliert. Die erste Gruppe
(D1) bestehend aus drei Tauben erhielt Toltrazuril (Baycox® 2,5%, Bayer,
Leverkusen) in der Dosierung 25 mg/kg KGW in den Kropf an den
Tagen 10 und 11 p.i. (Phase 1). Den Tauben der zweiten Gruppe (D2)
wurde Toltrazuril in gleicher Weise an den Tagen 40 und 41 p. i. (Phase 2)
appliziert und die dritte Gruppe (D3) wurde mit Toltrazuril in ebenfalls
gleicher Dosierung an zwei aufeinanderfolgenden Tagen bei Einsetzen
der neurologischen Symptomatik (Phase 3) behandelt (siehe Tabelle 5).
Die Zuordnung zu den Gruppen erfolgte durch zuféallige Entnahme aus der
gesamten Versuchsgruppe. Als Kontrollen dienten die Tiere des etwa zur
gleichen Zeit stattfindenden Versuchsteils B (Positiv- und Negativ-

kontrolle).
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Am Ende des Versuchs, an Tag 73 p. i., wurden die Tauben euthanasiert.

Die Euthanasie erfolgte durch Blutentzug unter Isoflurannarkose
(Volumenprozent: 5 %).
Tabelle 5: Aufbau des Behandlungsversuchs mit Toltr azuril
Infektionsdosis Behandlung Totungszeit-
Versuchs- ; .
rUDDe Anzahl (Sporozysten/ mit Toltrazuril punkt
grupp Tier) (Tag p. i.) (Tag p. i.)
D1 3 400 10 und 11 73
D2 3 400 40 und 41 73
An 2 Tagen bei
D3 3 400 Einsetzen der 73
ZNS-Symptome

3.2.2 Methoden zur Durchfiihrung der Versuche

3.2.2.1 Untersuchungen vor Beginn der Versuche

Vor Beginn der Versuche wurde eine Sammelkotprobe der Tauben und
Nymphensittiche von drei aufeinanderfolgenden Tagen auf Endoparasiten
und Salmonellen untersucht. Weiterhin wurden von den Tauben frische
Kropftupfer auf Trichomonas spp. getestet. Allen Tauben wurde ca. 1 ml
Blut aus der V. cutanea ulnaris superficialis (Fligelvene) entnommen, um
auf spezifische Antikdrper gegen aviares PMV-1 zu testen. Allen Tauben
und Nymphensittichen wurde eine Muskelbiopsie enthommen und histo-

logisch auf das Vorhandensein von Zysten untersucht.

Die Untersuchung auf Stadien von Endoparasiten wurde mittels
Flotationsverfahren durchgefiihrt (DEPLAZES et al., 2013). Hierzu wurde ca.
25 g Kotmaterial mit hypertoner Kochsalzlésung vermischt und in ein
Reagenzglas geflllt, das mit einem Deckglas bedeckt wurde. Nach einer
Flotationsdauer von 20 Minuten wurde der an einem Deckglas haftende
Flissigkeitsspiegel mikroskopisch bei einer VergroRerung von 1:200 auf
das Vorhandensein von Parasitenstadien untersucht.
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Die Untersuchung auf Salmonellen erfolgte mittels eines selektiven
Anzuchtverfahrens (SeLBiTz, 2011). Hierzu wurde 25 g Kot mit 225 ml
gepuffertem Peptonwasser vermengt und fir 24 Stunden bei 37 °C inku-
biert. AnschlieBend wurden jeweils dreimal 25 pl der vorangereicherten
Suspension in modifiziertes, halbfestes Rappaport-Vassiliadis-(MSRV)-
Medium uberfuhrt und fur 48 Stunden bei 42 °C inkubiert. Aus der gelblich
verfarbten Schwérmzone um die Inokulationsstellen herum wurde mit
einer Impfése Material aus dem MSRV-Medium auf Gassner-Agar und
XLD-Agar ubertragen und fiur weitere 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Salmonellenverdéchtiges Koloniematerial (gelbe Verfarbung auf dem
Gassner-Agar, schwarze Verfarbung auf dem XLD-Agar) wurde mittels
Objekttragerschnellagglutination mithilfe eines omnivalenten Salmonellen-
antigenpraparats [Anti-Salmonella (A-67), omnivalent, Sifin Institut, Berlin]

auf die Zugehorigkeit zur Gattung Salmonella tGberpruft.

Die Kropftupfer der Tauben wurden unverziglich nach Entnahme auf
einem Objekttrdger in einem Tropfen angewarmter Kochsalzlésung
ausgestrichen und mikroskopisch bei einer VergréRerung von 1:100 unter-
sucht (KUMMERFELD, 2011).

Die Taubenblutproben wurden nach Entfernung der zellularen Bestand-
teile mithilfe eines Hamagglutinationshemmtests (HAH) auf spezifische
Antikdrper gegen avidres PMV-1 untersucht. Hierfur wurde zunéchst zur
Bestimmung der hamagglutinierenden Einheiten des Testvirus ein
Hamagglutinationstest (HA) durchgefihrt. Sowohl HA als auch HAH
wurden nach der Arbeitsanweisung 2 a zur Diagnosestellung der New-
castle Disease des OIE Manual 2004 durchgefuihrt (OIE, 2004). Auf einer
96-er Mikrotiterplatte mit V-formigen Kavitaten wurden 25 pl PBS je Kavi-
tat vorgelegt. Das PMV-1-Testvirus [F-Stamm (AsPLIN, 1952), urspriinglich
zur Verfugung gestellt von Dr. J. Alexander, Weybridge, UK] wurde mit
PBS 1:32 vorverdunnt. Je 25pl der vorverdinnten Virussuspension
wurden im Doppelansatz in die erste Kavitat gegeben und eine zweifache
Verdunnungsreihe bis zur Verdiinnungsstufe 12 (1:4096) hergestellt. Nach
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Zugabe von nochmals je 25 ul PBS und 25 pl einer 1%igen Huhner-
erythrozytensuspension je Kavitat (siehe Anhang Il) wurde die Testplatte
fur 40 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Auswertung des HA erfolgte
durch Schréagstellung der Platte und Bewertung der Agglutination (= kein
Verlaufen der Erythrozyten aus dem Boden der Kavitét). Der Test wurde
bei Bedarf mit veréanderter Verdiinnung des Testvirus wiederholt, bis 4 HA-
Einheiten eingestellt waren, d. h. bis zur Verdiinnung 1:4 eine vollstandige
Agglutination eintrat.

Bei der Durchfihrung des HAH wurden wieder zunéchst 25 pl PBS in die
Kavitdten einer 96-er Mikrotiterplatte mit V-férmigen Kavitaten vorgelegt
und anschlieBend in die erste Reihe die zu untersuchenden Seren
gegeben. Als Positivkontrolle wurde ein polyklonales Antiserum gegen
aviares PMV-1 (zur Verfigung gestellt von Dr. J. Alexander, Weybridge,
UK) verwendet, als Negativkontrolle Serum eines SPF-Huhns. Die
aufgetragenen Seren inklusive der Kontrollseren wurden in einer zwei-
fachen Verdlinnungsreihe bis zur Verdunnungsstufe 12 verdinnt.
AnschlieRend wurden je 25 ul der auf 4 HA-Einheiten eingestellten Virus-
suspension zugegeben und die Testplatte fir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von 25ul der 1%igen Huhnererythrozyten-
suspension wurde die Platte nochmals fiir 40 min bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor der Titer durch Schragstellung der Platte abgelesen
wurde. Der Titer ergab sich aus der héchsten Verdiinnungsstufe, bei der
die Agglutination gehemmt war. Nach OIE-Vorgaben gilt der Titer ab der

Verdunnungsstufe 4 (1:16 Verdinnung) als positiv.

Die Entnahme der Muskelbiopsie bei Tauben und Nymphensittichen
erfolgte unter Inhalationsanésthesie mit Isofluran (Einleitung: 5 Volumen-
prozent; Erhaltung: 2,5 Volumenprozent). Eine ca. 1 cm lange Hautinzi-
sion wurde parallel zur Carina sterni angebracht und ein ca. 0,5 x 0,1 cm
grofRes Stick des M. pectoralis in dessen Faserverlauf entnommen. Der
Verschluss der Muskulatur und der Haut erfolgte mit jeweils einem
Einzelheft (Coated Vicryl 4-0, Ethicon LLC, Guaynabo, Puerto Rico, USA).
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Das entnommene Bioptat wurde in 5%ige Formaldeydldésung Uberfihrt
und histologisch untersucht (siehe 3.2.2.5).

3.2.2.2 Herstellung der Infektionsdosen und Infekti on der
Tauben und Nymphensittiche
Nach Resuspension der Sporozysten durch Schwenken wurden 50 pl der
Stammsuspension in 1 ml Leitungswasser Uberfiihrt. Diese Suspension
wurde fur ca. 10 Sekunden mithilfe eines Vortex-Schuttlers durchmischt
und direkt im Anschluss daran 0,5 pl auf einen Objekttrager aufgetragen.
Die darin enthaltenen Sporozysten wurden bei einer 1:200-fachen Vergro-
Berung ausgezahlt. Die Suspension wurde mit Leitungswasser weiter
verdiinnt, bis eine Dichte von ca. 20 - 40 Sporozysten in 0,5 pl erreicht war
(= Endverdiinnung). Insgesamt wurde die Sporozystenanzahl zehnmal in
je 0,5 ul dieser Endverdinnung ausgezahlt und der Mittelwert der sich
daraus ergebenen zehn Werte als Konzentration der Sporozysten in der
Endverdiinnung berechnet. Um fur die Inokulation der Versuchstiere ein
ausreichend grofRes Gesamtvolumen zu erhalten, wurde die entspre-
chende Menge der Endverdiinnung in Leitungswasser gegeben, sodass
ein Inokulat von 1 ml (Tauben) bzw. 0,5 ml (Nymphensittiche) vorlag. Die
Inokulate fir die Negativkontrollen bestand aus gleichen Volumina
Leitungswasser. Fur den Versuchsteil C an den Nymphensittichen wurde
auBerdem noch 1 ml des durch einen Filter mit einer Porenweite von 3 um
filtrierten Mediums der Stammsuspension als weitere Negativkontrolle
verwendet. Die Porenweite war geeignet, um Sporozysten von S. calchasi
[GroRe: ca. 11,9 x7,9 um (Ouias et al., 2009a)] zuriickzuhalten, gege-
benenfalls im Medium enthaltene Viren, Bakterien oder toxische Sub-

stanzen jedoch ins Filtrat passieren konnten.

Die Inokulate wurden unverziglich nach ihrer Herstellung Uber eine
Knopfkanile direkt in den Kropf der Tiere appliziert. Um die in der
Knopfkanile verbliebenen Sporozysten ebenfalls in den Kropf zu uber-
fuhren, wurde diese nachfolgend mit 1 ml (Tauben) bzw. 0,5 ml (Nym-

phensittiche) Leitungswasser gespiilt. Im Anschluss an die Inokulation
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wurden die Tiere fir etwa 10 Minuten hinsichtlich einer mdglichen
Regurgitation des Inokulats beobachtet.

3.2.2.3 Sektion und Probenahme von Organmaterial

An den Versuchstieren (Tauben und Nymphensittiche) wurde unmittelbar
nach der Euthanasie durch Blutentzug eine Sektion durchgefiihrt. Von
folgenden Organen wurden steril Proben entnommen: Skelettmuskulatur
(je drei Proben aus dem M. pectoralis und der Oberschenkelmuskulatur),
Gehirn, Rickenmark, N. ischiadicus, Herz, Leber, Lunge, Niere, Milz,
Osophagus, Kropf, Darm und Knochenmark. Hierbei wurden von jeder
Organprobe jeweils ein max. 1 x1x1cm groRes Stiick Organmaterial
bzw. vom Gehirn die Halfte in 5%ige Formaldeydlésung tberfuhrt und das
restliche Material unverziiglich bei -80 °C eingefroren. Weiterhin wurden
aus dem Herzblut, der Leber und der Lunge sterile Tupferproben fir die
bakteriologische Untersuchung gewonnen und Abstriche von vier
Lokalisationen der Darmschleimhaut wurden fir die parasitologische
Untersuchung angefertigt.

3.2.2.4 Untersuchungen zum Ausschluss anderer Infe  ktionen
als durch S. calchasi

Die bakteriologische Untersuchung erfolgte nach Standardmethoden
(AMTSBERG und VERSPOHL, 2011). Hierzu wurden die aus Herzblut, Leber
und Lunge entnommenen Tupferproben auf Columbia-Agar mit Schafblut
und Gassner-Agar ausgestrichen und fur 48 Stunden unter aeroben
Bedingungen bei 37 °C inkubiert. Die Abstriche der Darmschleimhaut der
Versuchstiere wurden mikroskopisch bei einer VergréRerung von 1:200
untersucht. Parasitenstadien wurden anhand ihrer Morphologie identifiziert
(DEPLAZES et al., 2013).
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3.2.2.5 Histologische Untersuchung der Organproben

Die formalinfixierten Organproben wurden zu Schnittpraparaten von etwa
2 - 3 mm Dicke verarbeitet. Von der Gehirnhalfte wurden funf bis sechs
Transversalschnittpraparate angefertigt, vom Riickenmark zwei ca. 0,5 cm
lange Lé&ngsschnitt- und zwei Querschnittpraparate. Aus dem Darm
wurden von zwei Lokalisationen Querschnittprédparate angefertigt. Alle
weiteren Organproben wurden jeweils einmalig geschnitten und in
Gewebeeinbettkassetten uberfuhrt.

Die folgenden Schritte wurden freundlicherweise von Frau Petra Nehrig,
Institut fur Tierpathologie der Freien Universitat Berlin, durchgefuhrt: Die
Entwasserung der Organproben erfolgte automatisiert mittels eines Ein-
bettautomaten. AnschlieBend wurden die Einbettkassetten mit fliissigem
Paraffin aufgefullt und auf einer Kélteplatte von max. 4 °C ausgekuhlt. Aus
den Paraffinblécken wurden je drei Schnitte von 4 um Dicke herge-stellt
und auf Objekttrager gezogen. Nach Trocknung wurde von den drei
Schnitten pro Paraffinblock jeweils ein Schnitt mit Hamatoxylin und Eosin
(HE) gefarbt. Die anderen beiden Schnitte wurden fir die immunhisto-
chemische Farbung (siehe Kap. 3.2.2.6) bzw. als Reserve verwendet. Die
Auswertung der Proben aus den Versuchsteilen A und C wurde durch
Dr. Philipp Olias, Institut fir Tierpathologie der Freien Universitéat Berlin,

vorgenommen.

3.2.2.6 Immunhistochemische Untersuchung der Organp roben

Die Schnitte aus dem Versuchsteil B und ein Teil der Schnitte (Skelett-
muskulatur, Gehirn, Ruckenmark, Herz, Lunge, Milz, Darm) aus
Versuchsteil C wurden immunhistochemisch geféarbt und untersucht. Die
immunhistochemischen Praparate des Versuchsteils C wurden freund-
licherweise von Frau Manuela Dauer angefertigt und von Dr. Philipp Olias,
beide Institut fir Tierpathologie der Freien Universitat Berlin, untersucht.

Bei dem fir die immunhistochemische Farbung verwendeten Primar-

antikorper handelt es sich um einen polyklonalen Kaninchenantikdrper
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(anti-ScB), der durch Immunisierung von Kaninchen mit in Zellkultur
gewonnen S. calchasi-Merozoiten hergestellt wurde (OLIAS et al., 2013). In
vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass der anti-
ScB-Antikérper sowohl an Merozoiten als auch an Zystozoiten von
S. calchasi bindet (Ouias et al.,, 2013). Das Protokoll zur immunhisto-
chemischen Farbung befindet sich im Anhang lIl.

3.2.2.7 Untersuchung mittels semi-nested Real-time PCR

3.2.2.7.1 Etablierung der S. calchasi-spezifischen semi-nested Real-
time-PCR

Fur die Erfassung der relativen DNA-Mengen in den verschiedenen
Organen der Versuchstiere wurde eine semiquantitative S. calchasi-
spezifische Real-time PCR etabliert. Als Grundlage fir die Entwicklung
eines geeigneten Protokolls diente die von OLIAs et al. (2011) beschrie-
bene konventionelle PCR zur Detektierung der ITS-1-Region von
S. calchasi. Als Positivkontrolle wurde DNA verwendet, die aus den
Sporozysten isoliert wurde, mit denen die Infektionsversuche durchgefiihrt
worden waren (Methode der DNA-Isolierung: siehe 3.2.2.7.3). Nuklease-
freies Wasser wurde als Negativkontrolle eingesetzt.

Zunéachst wurde das Protokoll von OLIAs et al. (2011) als konventionelle
PCR durchgefuhrt. Zur Optimierung der Spezifitdt und zur Vermeidung
unspezifischer Banden wurde als DNA-Polymerase eine Hotstart-
Polymerase (HotStarTaq DNA Polymerase, Qiagen, Hilden) eingesetzt,
zum Mastermix der Zusatz Q-Solution addiert und die Konzentration der
Primer SCal, SCa2 und SNCa3 (siehe Tabelle 6) auf 10 pmol/ul
verringert. Um die Hotstart-DNA-Polymerase zu aktivieren, wurde zum
Temperaturprofil initial eine 15-minitige Phase bei 95 °C hinzugefugt
(siehe Tabelle 7). Die erste PCR der semi-nested PCR wurde weiterhin als
konventionelle PCR durchgefiihrt. Fur die zweite PCR wurde dem PCR-
Mastermix SYBR Green |-Farbstoff zugefiigt und das Protokoll in ansons-
ten unveranderter Form als Real-time PCR angewendet (siehe Tabelle 8).
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Zur Bestatigung, dass es sich bei dem PCR-Produkt tatsachlich um
Sequenzen von S. calchasi handelt, wurden die Produkte der Positiv-
kontrolle sowie einer Organprobe (Milz von Taube B10.3) sequenziert. Die
Aufreinigung der DNA erfolgte mit dem GeneJET PCR Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific, Wimington, DE, USA) entsprechend den
Angaben des Herstellers. Da die GroRe des erwarteten Amplikons
weniger als 500 bp betrug (136 bp), wurden 20 pl des PCR-Produkts zu
gleichen Anteilen mit Isopropanol und Bindungspuffer vermischt und auf
eine Saule aufgetragen. Nach Zentrifugation wurden 700 pl Waschpuffer
auf die Saule aufgetragen und abzentrifugiert. Die aufgereinigte DNA
wurde in 30 ul nukleasefreiem Wasser eluiert und nach photometrischer
Messung des DNA-Gehalts (NanoDrop 2000c Spectrophotometer,
Thermo Fisher Scientific; Wellenlange: 260 nm) auf eine Konzentration
von 10 ng/pl eingestellt. Die Sequenzierung wurde von einem kommer-
ziellen Sequenzierservice (LGC Genomics, Berlin) durchgefiihrt. Die
Sequenzen wurden mithilfe des BLAST Programms [http://blast.ncbi.nim.
nih.gov/Blast.cgi (Stand 02/2015)] mit allen in der GenBank gelisteten
Sequenzen verglichen.

3.2.2.7.2 Bestimmung der Sensitivitdt und Spezifita t

Zur Bestimmung der Sensitivitat wurde zunachst der DNA-Gehalt der
Positivkontrolle photometrisch bestimmt. AnschlieBend wurde eine
Verdiinnungsreihe in zehnfachen Verdiinnungsschritten bis zur Verdln-
nungsstufe 10® angelegt und mit der semi-nested Real-time PCR unter-
sucht. Die Spezifitdt wurde evaluiert, indem mit dem Protokoll DNA von
S. calchasi sowie DNA der nah verwandten Spezies S. columbae,
S. turdusi (beide aus dem Darm von natdrlich infizierten Habichten und
Sperbern gewonnen) und S. falcatula (Sarcocystis falcatula Stiles, ATCC®
50701, ATCC, Washington DC, USA) untersucht wurde.
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Tabelle 6: Sequenzen der Primer SCal, SCa2 und SNCa 3 (OuiAs et al.,
2011)

Primer Sequenz (5' - 3) Richtung

SCal CTCCTTGCTCGAGAATGAACATGAG Forward
SCa2 GATCATCTTTTCGACGACAATATCG Reverse
SNCa3 TCCAGAGAAGATCCCCTGGCTAC Reverse

Tabelle 7: Temperaturprofil der  S. calchasi -spezifischen semi-nested
Real-time PCR

Reagenz Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Aktivierung 95 °C 15 min -
Denaturierung 95 °C 30s

Hybridisierung 55 °C 30s 40
Elongation 72 °C 1 min

Finale Extension 72 °C 10 min -

Tabelle 8: Mastermix-Protokoll der S. calchasi -spezifischen semi-
nested Real-time PCR

Konzentrationen pro Reaktion

Reagenz
1. PCR 2. PCR

PCR Buffer, 10x 2,5l 2,5l
dNTPs (2 mM)? 2,5 ul 2,5ul
Primer SCal (10 pmol/ul)® 0,5 pl 0,5 l
Primer SCa2 (10 pmol/ul)® 0,5 ul -
Primer SNCa3 (10 pmol/pl)® - 0,5 pl
SYBR-Green (1:500 verd.)” - 0,25 pl
Q-Solution” 5 ul 5 ul
HotStarTag-DNA-Polymerase® 0,125 pl 0,125 pl
Nukleasefreies Wasser? 11,375 pl 11,125 pl
Total: 22,5 ul 22,5 ul

+ 2,5 ul DNA-Probenmaterial

verd. = verdinnt; 1 = Qiagen; 2 = Thermo Fisher Scientific; 3 = hergestellt von
biomers.net, Ulm; 4 = peglab
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3.2.2.7.3 Untersuchung der Organproben

Von den Tauben der Gruppen B2, B5, B10, B20 und der Kontrollgruppe
des Versuchsteils B wurden jeweils alle beprobten 13 Organe mittels
Real-time PCR untersucht. Von den verbliebenen Gruppen dieses
Versuchsteils wurden nur Skelettmuskulatur, Gehirn und Leber der Tau-
ben untersucht, da hier der relative Gehalt an S. calchasi-spezifischer
DNA im Gehirn im Vergleich zur Muskulatur und zur Leber bestimmt
werden sollte. Bei den Tauben aus Versuchsteil D erfolgte lediglich die
Untersuchung der Skelettmuskulatur zur Bestatigung von S. calchasi. Von
den Nymphensittichen aus Versuchsteil C wurden Skelettmuskulatur,
Gehirn, Leber, Lunge, Milz und Darm untersucht. Da hierbei der relative
DNA-Gehalt der Organe nicht Teil der Fragestellung war, wurden die
Organproben der Nymphensittiche mittels konventioneller PCR untersucht
(modifiziertes Protokoll nach OLias et al., 2011, siehe 3.2.2.7.1).

Fir die Isolierung der DNA aus den Organproben wurde ein ca. 1g
schweres Stuck des Organs in 360 pl Lysispuffer zerkleinert. Nach
Abzentrifugation des dabei entstandenen Schaumes wurden 40 pl Pro-
teinase K hinzugefugt. AnschlieBend wurde das Gemisch Uber Nacht auf
einem Thermomixer bei 56 °C inkubiert. Die Isolierung erfolgte auto-
matisiert (QlAcube, Programm: DNEasy Blood & Tissue Kit, Tissue &
rodent tails, Qiagen) mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). Als
Isolationskontrolle wurde jedem lIsolationsdurchgang eine Probe beste-
hend aus 200 pl Lysispuffer beigefligt. Nach Abschluss der Isolierung
wurde der DNA-Gehalt des Eluats photometrisch bestimmt und durch

Verdiinnung mit nukleasefreiem Wasser auf 5 ng/ul eingestellt.

Mit allen untersuchten Proben, den Isolationskontrollen, je einer Positiv-
und Negativkontrolle wurde zunéchst die erste, konventionelle PCR mit
dem Primerpaar SCal/SCa2 durchgefiihrt (siehe Tabelle 8). Die PCR-
Produkte wurden anschlieRend im Verhaltnis 1:500 mit nukleasefreiem
Wasser verdiinnt. Bei den Proben, die mittels semiquantitativer Real-time
PCR untersucht werden sollten (Versuchsteile B und D), wurde von der
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1:500-verdunnten Positivkontrolle eine zehnfache Verdiinnungsreihe bis
zur Verdiinnung 10°® angelegt. AnschlieRend wurden die verdiinnten PCR-
Produkte der ersten PCR inklusive der Verdinnungsreihe der Positiv-
kontrolle mittels des Real-time PCR-Protokolls mit den Primern SCal/
SNCa3 (siehe Tabelle 8) untersucht. Durch Vergleich der Schmelzkurven
der Proben mit der Schmelzkurve der Positivkontrolle wurde die Spezifitat
des Ergebnisses kontrolliert. Zur Bestimmung des relativen, S. calchasi-
spezifischen DNA-Gehalts der Proben wurden die ct-Werte erfasst.

Von den Proben, die mittels konventioneller PCR untersucht wurden
(Versuchsteil C), wurden die verdiinnten Produkte der ersten PCR, dazu-
gehdrige Isolationskontrollen sowie je eine Positiv- und Negativkontrolle
mit dem Primerpaar SCal/SNCa3 mit dem gleichen Protokoll wie bei der
ersten PCR (siehe Tabelle 8) untersucht. Die PCR-Produkte wurden auf
ein 1,6%iges Agarosegel mit dem Zusatz des DNA-Farbstoffs GelRed®
(Biotium, Hayward, CA, USA) aufgetragen. Fir die Schatzung der GroRRe
des Amplikons wurde auBerdem eine 50 bp-DNA-Leiter aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde in TBE-Puffer (pH 8,0) bei 100V und 140 mA
durchgefuhrt. Die Hohe der Banden wurde anschlieBend unter UV-Licht
mit denen der DNA-Leiter und der Positivkontrolle verglichen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Untersuchungen vor Beginn der Versuche

In dem untersuchten Sammelkot der Tauben und Nymphensittiche vor
Versuchsbeginn wurden keine parasitdren Stadien festgestellt. Nach
Anreicherung des Sammelkots und selektiver Anzucht wurden keine
Salmonellen nachgewiesen. In den untersuchten Kropftupfern der Tauben
wurden im Nativpraparat unmittelbar nach Tupferentnahme keine
Trichomonaden festgestellt. Im Hamagglutinationshemmtest der Seren
aller Tauben wurde ein Antikdrpertiter gegen aviares PMV-1 von < 1:2
nachgewiesen, d. h., es wurden keine spezifischen Antikdrper gegen
PMV-1 nachgewiesen. Histologisch wurden keine Zysten in den unter-

suchten Muskelbioptaten der Tauben und Nymphensittiche festgestellt.

4.2 Evaluierung der S. calchasi -spezifischen, semi-
nested Real-time PCR

Die Sequenzierung der Produkte der mittels S. calchasi-spezifischer,
semi-nested Real-time PCR untersuchten DNA ergab nach Abgleich mit
den in der GenBank hinterlegten Sequenzen sowohl bei der Positiv-
kontrolle als auch der untersuchten Organprobe eine 100%ige Homologie
mit S. calchasi. Bei der Messung der DNA-Konzentration der Positiv-
kontrolle wurde ein DNA-Gehalt von 3,2 ng/pl bestimmt. Von der zehn-
fachen Verdinnungsreihe der Positivkontrolle wurden mittels Real-time
PCR die Proben bis zur Verdiinnungsstufe 10 detektiert. Daraus ergab
sich eine untere Nachweisgrenze von 32 fg DNA/ul. Bei der Spezifitats-
untersuchung wurde von der Real-time PCR lediglich DNA von S. calchasi
detektiert. Die DNA von S. columbae, S. turdusi und S. falcatula wurde

nicht amplifiziert.
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4.3 Versuchsteil A — Vorversuch

Die klinischen Befunde des Vorversuchs sind in Tabelle 9 dargestellt. Die
Tauben, die mit den Infektionsdosen 100, 500 und 1.000 Sporozysten
infiziert wurden (A1, A3, A5), entwickelten zwischen Tag5 und 10 p. i.
eine transiente Polyurie, wahrend diese bei den Tauben A2 und A4
(Infektionsdosis 200 bzw. 750 Sporozysten) ausblieb. Die Taube A5
(infiziert mit 1.000 Sporozysten) verstarb an Tag 11 p. i. nach kurzzeitiger
Apathie und Inappetenz. Die Ubrigen Tauben zeigten weiterhin keine
klinische Symptomatik und wurden am Versuchsende an Tag 15 p. i.
euthanasiert. In den Organen aller finf Tauben wurde histologisch
Sarcocystis sp. nachgewiesen.

Tabelle 9: Klinische Befunde des Vorversuchs

Tier-
nummer

Al A2 A3 A4 A5

Infektions-
dosis
(Sporozysten/
Tier)

100 200 500 750 1.000

Polyurie Tag 5p. i. - Tag 10 p. i. - Tag 5p. i.

Verstorben - - - - Tag 11 p. i.

Euthanasie Tag 15p.i. | Tag15p.i. | Tag15p.i. | Tag 15 p. i. -

Da 1.000 Sporozysten pro Tier bereits zu einem tddlichen Verlauf in der
akuten Phase geflihrt hatten, wurden als Infektionsdosis fiir den
Versuchsteil B 200 Sporozysten pro Tier gewahlt. Diese vergleichsweise
niedrige Dosis sollte sicherstellen, dass auch bei einer mdoglichen
Virulenzsteigerung der Sporozysten eine mild verlaufende akute Phase
induziert wird. Fir den Versuchsteil D wurde eine Infektionsdosis von
400 Sporozysten pro Tier gewéhlt. Hier sollte eine deutliche akute Phase
auftreten, die unter Feldbedingungen eine eindeutige Behandlungs-

indikation geben wirde.
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4.4 Versuchsteil B — Hauptversuch zum Verhalten
von S. calchasi im Zwischenwirt Taube

Die Nummerierung der Tauben des Versuchsteils B erfolgte anhand ihrer
Gruppennummer, die dem Tag der Euthanasie entspricht, und der
individuellen Tiernummer innerhalb der Gruppe (z. B.: B10.2 = Versuchs-

teil B, zweite Taube, die am Tag 10 p. i. euthanasiert wurde).

4.4.1 Klinische Befunde an den Tauben

Erwartungsgemal trat bei den mit S. calchasi-Sporozysten inokulierten
Tauben ein zweiphasiger Krankheitsverlauf auf. Alle Tauben zeigten ab
Tag 10 p. i. Apathie, aufgeplustertes Gefieder und eine gering- bis mittel-
gradige Polyurie. Vereinzelt wurde eine kréaftige Gelbfarbung des Harn-
saureanteils in den Fazes beobachtet. Nach Tag 13 p. i. erholten sich die
Tauben wieder und waren anschlief3end klinisch unauffallig.

Ab Tag 47 p. i. trat bei allen inokulierten Tauben eine geringgradige Ataxie
auf, deren Intensitat zwischen den Tagen 50 und 56 p. i. etwas zunahm.
Bei zwei Tauben (B55.3; B59.2) war die Ataxie von Tag 47 p.i. an
mittelgradig ausgepragt und zwei weitere Tauben (B49.1; B61.1) zeigten
auBerdem mittelgradigen Torticollis. Drei Tauben (B49.1; B51.1; B55.3)
entwickelten zwischen Tag 48 und 50 p. i. eine schwere Ataxie. Bis zum
Ende des Versuchs an Tag 61 p.i. zeigten alle verbliebenen Tauben
wieder Ataxien von geringgradiger Auspragung. Die Kontrolltiere (BNK)
zeigten zu keinem Zeitpunkt des Versuchs klinische Symptome.

4.4.2 Pathologisch-anatomische Veranderungen an de n
Organen
Makroskopisch sichtbare Befunde wurden nur an Organen von Tauben
erhoben, die wahrend der akuten Phase der Erkrankung euthanasiert
wurden. Zwei Tauben (B10.1; B10.3), die an Tag 10 p.i. euthanasiert
wurden, zeigten Veranderungen an Leber und Milz. Die Leber der
Taube B10.1 wies multifokale, helle Herde mit hamorrhagischem Rand-
saum auf. Bei der Taube B10.3 war die Leber hochgradig vergréRert und
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das Leberparenchym war von multifokalen bis diffusen, nekrotischen
Lasionen durchzogen. Beide Tiere zeigten eine mittel- bis hochgradige
Splenomegalie. Alle weiteren Tauben dieses Versuchsteils inklusive der
Taube B10.2 wiesen keine wesentlichen makroskopischen Veréanderun-

gen an den Organen auf.

In der bakteriologischen Untersuchung von Herzblut, Leber und Lunge
wurde bei allen Tauben kein aerobes Keimwachstum festgestellt. In der
parasitologischen Untersuchung wurden bei vier Tauben (B30.1; B45.2;
B47.2; B61.1) vereinzelt bis geringgradig Kokzidien in den Darmabstrichen

nachgewiesen.

4.4.3 Histopathologische  und  immunhistochemische

Befunde an den Organen
In allen Tauben der Versuchsgruppen B2 und B5 (euthanasiert an den
Tagen 2 bzw. 5 p.i.) wurden in den untersuchten Organen weder in der
histopathologischen Untersuchung, noch mittels immunhistochemischer
Farbung (IHC) Stadien von S. calchasi identifiziert. An Tag 10 p. i. wurde
in der Leber der Tauben, bei denen bereits makroskopische Leber-
veranderungen auffallig waren, eine geringgradige (B10.1) bzw. mittel-
gradige (B10.3), nekrotisierende Hepatitis mit lymphozytarer Komponente
festgestellt. Die Leber von Taube B10.2 wies keine entziindlichen Ver-
anderungen auf. In der Leber von Taube B10.3 wurden in geringer Anzahl
Schizonten nachgewiesen, die in der IHC mit dem anti-ScB-Antikoérper
angefarbt wurden (siehe Abbildung 2). Die Schizonten waren hauptséch-
lich in Hepatozyten lokalisiert. Ansonsten wurden in keinem anderen
Organ und in keiner weiteren Taube des gesamten Versuchs Schizonten

nachgewiesen.
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Abbildung 2: Histologische Schnitte der Leber von T aube B10.3 an
Tag 10 p. i. (MAIER et al., 2015)

A) Schizont (Pfeil); HE-Farbung, Maf3stabsbalken: 20 um

B) Schizont, der mit dem anti-ScB-Antikdrper (Pfeil) markiert wurde;
MaRstabsbalken: 20 pm

In der Skelettmuskulatur der drei Tauben, die an Tag 20 p. i. euthanasiert
wurden (Gruppe B20), lagen in geringer bis mittlerer Menge unreife Zysten
mit rundlichen, blass basophilen Metrozyten vor. In der IHC wurden die
Metrozyten positiv mit dem anti-ScB-Antikdrper angeféarbt. Zwei der
Tauben (B20.1; B20.2) wiesen zudem im Gehirn geringgradige, entziind-
liche Lasionen in Form von perivaskuldren Manschetten aus vornehmlich

Lymphozyten (siehe Abbildung 3) sowie Gliaknoten auf.
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Abbildung 3: Histologischer Schnitt des Gehirns von Taube B20.1 an
Tag 20 p. i. (MAER et al., 2015)

Perivaskulare Manschette aus Lymphozyten und vereinzelten Histiozyten
und Granulozyten um ein Blutgefad3 im Gehirn; HE-Farbung,
MalRstabsbalken: 20 um

Von Tag 30 p.i. bis zum Ende des Versuchs an Tag 61 p. i. enthielt die
Skelettmuskulatur von 23 der verbliebenen 33 Tauben (Gruppen B30 -
B61) hauptsachlich reife Zysten. Neben den reifen Zysten mit stark
basophilen langlichen Zystozoiten wurden immer auch noch einige unreife
Zysten identifiziert (Abbildung 4). Die Zysten farbten sich in der IHC positiv
an. In zehn Tieren wurden histologisch keine Zysten nachgewiesen. In
22 Tauben lag eine hochgradige, multifokale, akute bis chronische
Rhabdomyositis mit Verlust der Querstreifung, eosinophiles Zytoplasma
sowie eine Infiltration mit zahlreichen Makrophagen und wenigen Lympho-
zyten und heterophilen Granulozyten vor. In einer dieser Tauben (B61.1)
wurde ebenfalls eine Myositis festgestellt, ohne dass gleichzeitig Zysten
nachgewiesen wurden. In 16 Tauben wurden wenige unreife Zysten im
Myokard identifiziert.
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Abbildung 4: Histologischer Schnitt der Skelettmusk ulatur von

Taube B57.1 an Tag 57 p. i. (M AIER et al., 2015)

Neben einer reifen Zyste mit langlichen, stark basophilen Zystozoiten (m)
liegt eine unreife Zyste mit rundlichen, blass basophilen Metrozyten (i);
HE-Farbung, MaRstabsbalken: 20 pm

In 22 von 33 Tauben, die von Tag 30 bis 61 p. i. euthanasiert wurden, lag
eine granulomatdse Enzephalitis vor. In drei Tauben (B55.1; B55.3; B59.1)
wurden hochgradige, mononukleare, entzindliche Infiltrationen, peri-
vaskuléare Manschetten und eine Gliosis im Gehirn identifiziert (siehe
Abbildung 5). EIf Tauben wiesen mittelgradige, entziindliche Lasionen auf
und in acht Tauben wurde lediglich eine geringgradige Enzephalitis fest-
gestellt. Bei zwei Tauben (B53.2; B61.1) lag eine geringgradige bzw.
mittelgradige Enzephalitis vor, ohne dass gleichzeitig Zysten in der
Muskulatur nachgewiesen wurden. In elf Tauben wurde neben der Enze-
phalitis eine gering- bis mittelgradige, lymphozytare Myelitis identifiziert.
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Abbildung 5: Histologischer Schnitt des Gehirns von Taube B59.1 an
Tag 59 p. i. (MAER et al., 2015)

Der Schnitt zeigt eine hochgradige, granulomatose und nekrotisierende
Enzephalitis mit lymphohistiozytaren, perivaskuldaren Manschetten und
hochgradiger Gliosis; HE-Farbung, Mal3stabsbalken: 50 pm

In sieben Tauben (B47.3; B49.1; B49.2; B51.1; B55.1; B55.2; B57.1)
wurden Zysten von S. calchasi im Gehirn nachgewiesen. Bei zwei Tauben
(B49.1; B55.2) erfolgte der Nachweis nur in den fiir die IHC angefertigten
Schnitten, in einer (B51.1) nur im HE-Schnitt. In vier Tauben wurde
lediglich eine einzige Zyste identifiziert, in drei Tauben (B49.2; B55.2;
B57.1) wurden jeweils zwei Zysten nachgewiesen. Sieben dieser ins-
gesamt zehn Zysten waren im GroRRhirn lokalisiert, die anderen drei im
Kleinhirn. Alle sieben Tauben wiesen eine gering- bis hochgradige,
granulomatdse Enzephalitis auf, jedoch war keine der Zysten mit den
entziindlichen Veranderungen im ZNS assoziiert. Alle in den IHC-
Schnitten festgestellten Zysten wurden mit dem anti-ScB-Antikdrper
angefarbt (siehe Abbildung 6).

In der Kontrollgruppe (BNK) wurden histologisch und mittels IHC keine
Stadien von S. calchasi sowie keine entziindlichen Veranderungen
nachgewiesen. Die Ergebnisse der histopathologischen Untersuchung

sind in Tabelle 10 zusammengefasst.
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Abbildung 6: Histologischer Schnitt des Gehirns von Taube B47.3 an
Tag 47 p. i. (MAER et al., 2015)

A) Einzelne, reife Zyste ohne entzindliche Reaktion im angrenzenden
Neuropil; HE-Farbung, MaRstabsbalken: 20 um

B) Einzelne Zyste, die immunhistochemisch mit dem anti-ScB-Antikdrper
angefarbt wurde; MaRstabsbalken: 20 um
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Tabelle 10: Ergebnisse der histopathologischen Unte
der PCR der Organe der Tauben des Versuchsteils B

rsuchung und

Histopathologie + IHC

:I-:Jer:lmer Gehirn Skelett- Herz Leber PCR
muskulatur
(Zysten/ (Zysten/ (Zysten/ (Schizon- (Gehirn/

Enze- Myositis) | Myokarditis) ten/ Muskulatur/

phalitis) Hepatitis) Leber)
1 .- -/ - -/- -/- neg/neg/neg
B2 2 /- o/- -/ - -/- neg/neg/neg
3 -/- -/- -/- -/ - neg/neg/neg
1 .- -/ - -/- -/- neg/neg/neg
B5 2 -/- -/- -/- -/ - neg/neg/neg
3 -/- -/- -/- -/ - neg/neg/neg
1 /- _/- -/- -+ neg/pos/pos
B10 2 -/ - -/- -/ - -/- neg/neg/neg
3 /- .- -/- +/++ pos/pos/pos
1 I+ 4+ +/- -1- pos /pos /pos
B20 2 e iy -/- -/- pos /pos/neg
3 -/- +/+ -/- -/ - neg/pos/neg
1 -/ - -/- -/ - -/- neg/neg/neg
B30 2 -1+ +++ [+ ++/+ -/- pos/pos/pos
3 /- PR ++ /- -1- pos /pos /pos
1 /- 4 [+ -/- -/- pos/pos/neg
B40 2 -/ - +++ [+ ++ /- -/- pos/pos/neg
3 .- ++/+ -/- -/ - pos/pos /pos
1 . 4+ [+ -/- -/- pos/pos/pos
B45 2 /- 4+ +/+ -/- pos/pos/neg
3 -+ 4+ ] - -/- -/- pos/pos/neg
1 . 4+ [+ +/- -/- pos/pos/pos
B47 2 -/ - -/- -/ - -/- pos/pos/neg
3 +/+ +++ [+ +/+ -/- pos/pos/neg
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Fortsetzung von Tabelle 10

) Histopathologie + IHC
:I-Lef;mer Gehirn Skelett- Herz Leber PCR
muskulatur
(zysten/ (Zysten/ (Zysten/ (Schizon- (Gehirn/

Enze- Myositis) | Myokarditis) ten/ Muskulatur/

phalitis) Hepatitis) Leber)
1 +/+* ++ /- -/- -/- pos/pos/neg
B49 2 | +*/++* o+ [ ++ -/- -/- pos /pos /pos
3 -+ +++ [+ -/- -/- pos /pos /neg
1 +/++* o+ [ ++ ++ /- -/- pos /pos /pos
B51 2 -/ - -/- -/- -/- pos/pos/neg
3 -/ - -/- -/- -/- neg/neg/neg
1 -1+ +++ [+ +/- -/- pos/pos/neg
B53 2 -1+ -/- -/- -/- pos/pos/neg
3 -/ - -/- -/- -/- pos/pos/neg
1| +/+++ 4 [ ++ +/- - pos /pos /pos
B55 2 -+ e+ [+ ++ /- -f- pos /pos /neg
3| -/+++" e+ + +/- - pos /pos /pos
1 +/++* +++ [+ +/+ -/- pos /pos /pos
B57 2 -/ - +++ [ +++ -/- -/- pos/pos/neg
3 - ++ +++ [+ -/- -/- pos/pos/neg
1| 4%+ [+ +/- -/- pos /pos /pos
B59 2 -+ [+ +/- -/- pos /pos /pos
3 -/- -/- -/- -/- neg/pos/neg
1 - ++ -1+ -/- -/- pos /neg/neg
B61 2 -/ - -/- -/- -/- neg/pos/neg
3 -+ e+ [ ++ +/- -/- pos /pos /neg
1 -/ - -/- -/- -/- neg/neg/neg
BNK 2 -/ - -/- -/- -/- neg/neg/neg
3 -/ - -/- -/- -/- neg/neg/neg
Intensitat: - = nicht vorhanden, + = geringgradig, ++ = mittelgradig, +++ = hochgradig;

* = nur in der IHC nachgewiesen; # = auBerdem Myelitis; pos = positiv, neg = negativ
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4.4.4 Detektion von S. calchasi -spezifischer DNA in den

Organen
In den Organen der Tauben, die an den Tagen 2 und 5 p. i. euthanasiert
wurden (Gruppen B2 und B5), wurde keine spezifische DNA von
S. calchasi nachgewiesen (untersuchte Organe: Skelettmuskulatur, Ge-
hirn, Rickenmark, N. ischiadicus, Herz, Leber, Lunge, Niere, Milz,

Osophagus, Kropf, Darm und Knochenmark).

In der Gruppe B10 (Euthanasie an Tag 10 p. i.) wurde in der Taube mit
geringgradigen, makroskopischen und histologischen Veradnderungen in
der Leber (B10.1) spezifische DNA von S. calchasi in insgesamt sechs
Organen (Skelettmuskulatur, Herz, Leber, Lunge, Milz, Knochenmark)
festgestellt. Von der Taube mit hochgradiger Hepatitis und Schizonten in
der Leber (B10.3) wurden alle 13 untersuchten Organe positiv mittels
S. calchasi-spezifischer Real-time PCR untersucht. Die Organe der dritten
Taube der Gruppe B10 (B10.2) blieben in der PCR komplett negativ.
Durchschnittlich wurden in der Gruppe B10 die hdchsten relativen Mengen
an S. calchasi-spezifischer DNA in der Leber und der Milz detektiert (siehe
Abbildung 7).

In der Gruppe B20, die an Tag 20 p. i. euthanasiert wurde, erfolgte der
Nachweis von S. calchasi-spezifischer DNA in allen 13 untersuchten
Organen mit Ausnahme des Darms. Die hdchsten, relativen DNA-Gehalte
wiesen Skelettmuskulatur und Herz auf, in denen gleichzeitig histologisch
Zysten von S. calchasi nachgewiesen worden waren. Die niedrigsten,
gemessenen DNA-Gehalte wurden in Leber und Milz festgestellt (siehe
Abbildung 8).
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Abbildung 7: Versuchsgruppe B10: Durchschnittlicher relativer
Gehalt an S. calchasi -spezifischer DNA in 13 Organen
(Balken: Mittelwert; Klammer: Standardabweichung)
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Abbildung 8: Versuchsgruppe B20: Durchschnittlicher relativer
Gehalt an S. calchasi -spezifischer DNA in 13 Organen
(Balken: Mittelwert; Klammer: Standardabweichung)
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Versuchsgruppe

Abbildung 9: Durchschnittlicher relativer Gehalt an S. calchasi -
spezifischer DNA in Skelettmuskulatur, Gehirn und L eber von Tag 2
bis 61 p. i. (Schwarze Linie: Gehirn; gestrichelte Linie: Skelettmuskulatur;
gepunktete Linie: Leber; Klammern: Standardabweichung)

Von Tag 30 - 61 p. i. wurde spezifische DNA von S. calchasi in Skelett-
muskulatur, Leber und Gehirn bei 31 von insgesamt 33 Tauben fest-
gestellt. Lediglich in zwei Tauben (B30.1; B51.3) wurde in allen drei
Organen keine S. calchasi-spezifische DNA detektiert. Acht Tauben, in
denen keine Zysten von S. calchasi in der histopathologischen Unter-
suchung und mittels IHC nachgewiesen wurden, waren in wenigstens
einem der drei untersuchten Organe positiv in der PCR (siehe Tabelle 10).
Der relative DNA-Gehalt in Skelettmuskulatur und Gehirn nahm bis zum
40. Tag p. i. zu und danach wieder ab. In der Leber wurden die héchsten
relativen DNA-Gehalte an Tag 10 p. i. festgestellt. AnschlieBend lagen sie
deutlich unter denen in Skelettmuskulatur und Gehirn. Im gesamten
Versuchsverlauf waren die relativen DNA-Gehalte in der Skelettmuskulatur
stets hoher als in Gehirn und Leber mit Ausnahme der Gruppe B10 (siehe
Abbildung 9).
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Zusammenfassend ergab sich, dass die Lokalisation von S. calchasi im
Kdrper der Tauben an den Tagen 2 und 5 p.i. nicht bestimmt werden
konnte. An Tag 10 p. i. wurden Schizonten in der Leber einer Taube nach-
gewiesen, was mit dem Auftreten klinischer Symptomatik in der akuten
Phase von PPE einherging. Ab Tag 20 p. i. traten unreife Zysten in der
Skelettmuskulatur und dem Myokard auf. Parallel hierzu wurde eine
geringgradige Enzephalitis bestehend aus perivaskularen, lymphozytéaren
Manschetten und einer geringgradigen Gliosis festgestellt. Ab Tag 30 p. i.
lagen hauptséachlich reife Zysten neben bis zum Versuchsende weiterhin
vorhandenen unreifen Zysten in der quergestreiften Muskulatur vor. Ab
Tag 49 p. i. wurde eine Zunahme des Grades der Enzephalitis festgestellt.
Parallel hierzu kam es ab Tag 47 p.i. zu Kklinischen, neurologischen
Symptomen im Rahmen der chronischen Phase der Erkrankung.
Sarcocystis calchasi-spezifische DNA wurde ab Tag 10 p.i. in deutlich
mehr Organen bzw. Tauben festgestellt als parasitare Stadien mittels
histologischer Nachweismethoden.
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4.5 Versuchsteil C — Versuch zur Klarung der
Infektidsitat und Pathogenitat von S. calchasi
fur Nymphensittiche

4.5.1 Klinische Befunde an den Nymphensittichen

Von Tag 7 bis 18 p. i. zeigten die inokulierten Nymphensittiche in unter-
schiedlichen Schweregraden Apathie, aufgeplustertes Gefieder und
Polyurie mit teilweise gelblichem Harnséureanteil. An Tag 7 p. i. verstarb
der Nymphensittich C1.2 (Infektionsdosis: 3 x 10° Sporozysten) ohne
vorherige Symptomatik. An Tag 10 p. i. zeigte der Nymphensittich C3.2
(10° Sporozysten) aufgeplustertes Gefieder und eine geringgradige Poly-
urie und verstarb am n&chsten Tag. Am selben Tag entwickelte der
Nymphensittich C4.1 (102 Sporozysten) eine hochgradige Apathie, sal® auf
dem Kafigboden und zeigte eine geringgradige Polyurie. Aus ethischen
Griinden wurde dieser Nymphensittich zu diesem Zeitpunkt euthanasiert.
Alle weiteren Nymphensittiche erholten sich wieder und waren anschlie-
Bend klinisch unauffallig.

Von Tag 57 p. i. an zeigte der Nymphensittich C4.2 (102 Sporozysten) eine
hochgradige Ataxie, Torticollis und Tremor. Er befand sich dauerhaft in
Brustlage und wurde noch am selben Tag euthanasiert. An Tag 63 p. i.
zeigten der Nymphensittich C2.1 eine geringgradige Kopfschiefhaltung
und der Nymphensittich C2.2 (beide: 10° Sporozysten) eine geringgradige
Ataxie. Beide Nymphensittiche wiesen eine geringere Fluchtdistanz bei
Annaherung mit der Hand auf. Der Nymphensittich C2.1 wurde am
Tag 64 p.i. euthanasiert. Der Nymphensittich C2.2 behielt die gering-
gradige Ataxie bis zum Versuchsende an Tag 76 p.i. bei, an dem er
gemeinsam mit den anderen verbliebenen Nymphensittichen (C1.1; C3.1,
CNK1; CNK2), die keine neurologischen Symptome gezeigt hatten, eutha-
nasiert wurde. Die Kontrolltiere (Gruppe CNK1 und CNK2) zeigten zu
keinem Zeitpunkt des Versuchs eine klinische Symptomatik. Die Aus-
pragung der klinischen Symptome der Nymphensittiche ist in Tabelle 11

dargestellt.



72

ERGEBNISSE

Tabelle 11: Auspragung der klinischen Phasen der Er

den Nymphensittichen des Versuchsteils C

krankung bei

Tier- Infektionsdosis Verstorben*/ Akute Phase Chronische
nummer Euthanasie Phase
(Sporozysten/ (Tag p. i) (Apathie, (ZNS-
Tier) Polyurie) Symptome)
Cl1 3 Mio. 76 ++ -
C1.2 3 Mio. 7* +++ /
Cc2.1 100.000 64 ++ +
c2.2 100.000 76 ++ +
Cc3.1 10.000 76 + -
C3.2 10.000 11* +++ /
C4.1 100 11 +++ /
C4.2 100 57 + +++
CNK1 0 (H,0) 76 - -
CNK2.1 0 (Filtrat) 76 - -
CNK2.2 0 (Filtrat) 76 - -

- = keine Symptome; + = geringgradige Symptomatik (Apathie, Polyurie bzw. ZNS-
Symptome); ++ = mittelgradige Symptomatik; +++ = hochgradige Symptomatik; / =
entfallt, da bereits verstorben/euthanasiert; * = verstorben

4.5.2 Pathologisch-anatomische Veranderungen an de n
Organen
Bei den wahrend der akuten Phase euthanasierten bzw. verstorbenen
Nymphensittichen (C1.2; C3.2; C4.1) wurde eine mittelgradig vergrof3erte
Leber mit multifokalen bis konfluierenden, gelblichen Herden und eine
mittel- bis hochgradig vergroRRerte Milz festgestellt. Der mit hochgradiger
neurologischer Symptomatik an Tag 57 p. i. euthanasierte Nymphensittich
wies Hamatome im Bereich der Carina sterni und an der Schéadelkalotte
auf. Die weiteren inokulierten Nymphensittiche wiesen eine gering- bis
hochgradig vergréRerte Milz auf. Bei den Kontrolltieren (CNK1 und CNK2)
wurden keine makroskopischen Verdanderungen an den Organen nach-

gewiesen. In der bakteriologischen Untersuchung von Herzblut, Leber und
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Lunge wurde kein aerobes Keimwachstum festgestellt und es wurden
keine parasitaren Stadien in den Darmabstrichen nachgewiesen.

4.5.3 Histopathologische und immunhistochemische

Befunde an den Organen

Die wahrend der akuten Phase euthanasierten bzw. verstorbenen
Nymphensittiche (C1.2; C3.2; C4.1) wiesen eine mittel- bis hochgradige,
lymphohistiozytdre und nekrotisierende Hepatitis sowie eine gering- bis
mittelgradige Splenitis auf. In Leber und Milz wurden in geringen Mengen
Schizonten nachgewiesen, die bei der IHC durch den anti-ScB-Antikorper
angefarbt wurden. In dem an Tag 7 p. i. perakut verstorbenen Nymphen-
sittich (C1.2) wurde auerdem eine hochgradige Enteritis festgestellt.

Der an Tag 57 p. i. mit hochgradiger neurologischer Symptomatik eutha-
nasierte Nymphensittich (C4.2) zeigte einen mittelgradigen Befall der
Skelettmuskulatur mit Zysten und eine mittelgradige, lymphohistiozytare
und nekrotisierende Meningoenzephalitis mit Gliosis. Innerhalb der
neuralen Lasionen wurden Schizonten nachgewiesen, die ebenso wie die
Zysten in der Muskulatur durch den anti-ScB-Antikérper angeférbt wurden
(siehe Abbildung 10).

Alle weiteren inokulierten Nymphensittiche wiesen einen minimalen bis
mittelgradigen Befall an Zysten in der Skelettmuskulatur auf, die aul3er bei
dem Nymphensittich mit mittelgradigem Zystenbefall (C3.1) von einer
geringgradigen Myositis begleitet wurden. Im Myokard wurden keine
Zysten nachgewiesen. Alle Zysten in der Skelettmuskulatur wurden in der
IHC positiv angefarbt. Alle Tiere zeigten eine lymphohistiozytare, nekro-
tisierende Enzephalitis und Gliosis, die bei den Tieren mit minimalem
Zystengehalt in der Skelettmuskulatur (C2.1; C2.2) hochgradig, bei den
anderen mittelgradig ausgepragt waren. Es wurden weder Schizonten,
noch Zysten in den Gehirnen dieser Tiere nachgewiesen. Ein Nymphen-

sittich (C3.1) zeigte auf3erdem eine mittelgradige Myelitis.
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Bei den Kontrolltieren wurden keine histopathologischen Veranderungen
an den Organen festgestellt. Es wurden bei ihnen keine Stadien von
Sarkozysten identifiziert. Die Befunde der histopathologischen Unter-

suchung sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Abbildung 10: Histologische Schnitte des Gehirns (A ) und der
Skelettmuskulatur (B) des Nymphensittichs C4.2 an T ag57p.i.
(Ouias et al., 2014)

A) Lymphonhistiozytére, nekrotisierende Enzephalitis mit Schizont
(Pfeilspitze) nahe eines zerebralen GefaBes mit perivaskularer
Lymphozytenmanschette (Stern); HE-Farbung, MaRstabsbalken: 50 pm
Kleines Bild: Schizont mit rosettenartig angeordneten Merozoiten,
immunhistochemisch mit dem anti-ScB-Antikdrper markiert

B) Langsschnitt einer Zyste in der Skelettmuskulatur, immunhistochemisch
mit dem anti-ScB-Antikdrper markiert; MafR3stabsbalken: 50 um
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Tabelle 12: Ergebnisse der histopathologischen Unte rsuchung und
der PCR der Organe der Nymphensittiche der Versuchs  gruppe C
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Sch. = Schizonten, Zys. = Zysten; Intensitat: - = nicht vorhanden, + = geringgradig, ++ =

mittelgradig, +++ = hochgradig; n. u. = nicht untersucht; pos. = positiv, neg. = negativ
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4.5.4 Detektion von S. calchasi -spezifischer DNA in den

Organen

Spezifische DNA von S. calchasi wurde in der Skelettmuskulatur aller
inokulierten Nymphensittiche sowie in allen Organen detektiert, in denen
bereits der mikroskopische Nachweis von Stadien von S. calchasi erfolgt
war (Leber und Milz der in der akuten Phase verstorbenen bzw.
euthanasierten Nymphensittiche C1.2, C3.2, C4.1 und Gehirn des in der
chronischen Phase euthanasierten Nymphensittichs C4.2). Bei den
Nymphensittichen, bei denen eine Enzephalitis vorlag (C1.1, C2.1, C2.2,
C3.1, C4.2), wurde mit Ausnahme von C1.1 S. calchasi-spezifische DNA
im Gehirn nachgewiesen. Insgesamt wurde in 20 Organen (je 1 x Leber
und Milz, 3 x Skelettmuskulatur, 4 x Lunge, 5x Darm und 6 x Gehirn)
spezifische DNA von S. calchasi detektiert, ohne dass gleichzeitig ein
mikroskopischer Nachweis von S. calchasi erfolgte. Die Befunde der
Untersuchung der Organe mittels S. calchasi-spezifischer semi-nested
PCR sind in Tabelle 12 dargestellt.

Zusammenfassend zeigten die Nymphensittiche eine klinische
Erkrankung, die hinsichtlich ihres Verlaufs (biphasisch) und der auf-
tretenden Symptomatik vergleichbar mit der PPE der Tauben war. Eine
wie bei den Tauben vorhandene Dosisabhéangigkeit der auftretenden
klinischen Phasen konnte jedoch nicht festgestellt werden.
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4.6 Versuchsteil D — Behandlungsversuch einer
S. calchasi -Infektion bei Tauben mit Toltrazuril

4.6.1 Klinische Befunde an den Tauben
Die Tauben aller drei Gruppen (D1-D3) zeigten einen biphasischen
Krankheitsverlauf. Die Zeitpunkte und Auspragung der einzelnen Phasen

sind in Tabelle 13 dargestellt.

In der Gruppe D1 (behandelt mit Toltrazuril an den Tagen 10 und 11 p. i.)
traten von Tag 10 bis 17 p. i. Apathie, aufgeplustertes Gefieder und Poly-
urie mit teilweise gelblichem Harnséureanteil auf. Die Tiere blieben darauf-

hin symptomfrei, bis von Tag 50 bis 55 p. i. eine leichte Ataxie auftrat.

Die Tauben der Gruppe D2 (behandelt mit Toltrazuril an den Tagen 40
und 41 p. i.) zeigten ebenfalls eine akute Phase mit Apathie und Polyurie
von Tag 10 bis 17 p.i. sowie eine chronische Phase von Tag 50 bis
55 p.i. mit leichten Ataxien. Bei der Taube D2.1 entwickelte sich ab
Tag 67 p.i. bis zum Versuchsende eine mittelgradige Ataxie und eine
Entlastung des linken Standers.

Die Gruppe D3 (behandelt mit Toltrazuril bei Eintreten der neurologischen
Symptome an zwei aufeinander folgenden Tagen) wies zeitgleich mit den
Tauben der anderen Gruppen eine akute Phase von Tag 10 bis 17 p. i.
auf. An Tag 49 p. i. trat zunéchst bei der Taube D3.1 eine mittelgradige
Ataxie auf, die bis zum Ende des Versuchs erhalten blieb. Die Taube D3.2
zeigte an Tag 50 p.i. zunédchst eine leichte Ataxie, die ab Tag 51 p. i.
mittelgradig ausgepragt war, bevor sie ab Tag 67 p.i. bis zum
Versuchsende wieder eine geringgradige Intensitdt aufwies. Bei der
Taube D3.3 nahm die Intensitat der Ataxie, beginnend ab Tag 50 p. i.,
stetig bis zu einer hochgradigen Ausprdgung zu, die bis zum
Versuchsende unverandert blieb. Die Behandlung mit Toltrazuril erfolgte
an den Tagen 50 und 51 p. i. (D3.1) bzw. 51 und 52 p. i. (D3.2 und D3.3).

Die inokulierten Tauben des Versuchsteils B, die als Positivkontrolle ftr

diesen Versuchsteil dienten, zeigten vergleichbar zu den Gruppen D1 bis
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D3 von Tag 10 bis 13 p. i. die akute Phase der PPE. Von Tag 47 p. i. bis
zum Versuchsende traten leichte bis mittelgradige Ataxien auf (siehe auch
Kap. 4.4.1). Die Tauben der Negativkontrollgruppe des Versuchsteils B,
die gleichzeitig auch als Negativkontrolle fir den Versuchsteil D dienten,

zeigten zu keinem Zeitpunkt nach der Infektion klinische Symptomatik.

Tabelle 13: Klinische Befunde an den Tauben des Ver  suchsteils D

Tier- Behand- Tétungs- Akute Phase Chronische Phase
num- lung mit zeitpunkt (Apathie, (ZNS-Symptome)
mer Toltrazuril Polyurie)
(Tage p. i.) (Tag p.i.) (Tage p. i.) (Tage p. i. (Intensitéat))
1
D1 | 2| 10und11 73 10-17 5055
[ (geringgradig)
3
1 50-73
(mittelgradig)
D2 | 5 40 und 41 73 10-17 50 - 55
3 (geringgradig)
1| 50und51 4973
(mittelgradig)
D32 & 10-17 (gering- t5>|2 -m7it3;el radig)
51 und 52 gering graclg
3 50-73
(gering- bis hochgradig)

4.6.2 Pathologisch-anatomische Veranderungen an de n
Organen
Makroskopisch wiesen die Organe der Tauben ebenso wie bei den
wéhrend der chronischen Phase der PPE untersuchten Tauben des
Versuchsteils B keine wesentlichen Veranderungen auf. Bei vier Tauben
(D1.1; D2.1; D2.2; D3.1) lag eine geringgradig vergréRerte Milz vor. In der
bakteriologischen Untersuchung von Herzblut, Leber und Lunge wurde
kein aerobes Keimwachstum festgestellt und in der Untersuchung der

Darmabstriche wurden keine parasitéren Stadien nachgewiesen.
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4.6.3 Histopathologische Befunde an Organen

In der histopathologischen Untersuchung wurden in der Skelettmuskulatur
aller Tauben Zysten nachgewiesen, bei den Tauben D1.3 und D3.3 in
geringer Menge und bei der Taube D1.1 in mittlerer Menge. Bei den rest-
lichen Tauben wurde ein hochgradiger Befall mit Zysten in der Skelett-
muskulatur identifiziert. Es wurden auflerdem Zysten im Myokard fest-
gestellt. In allen Tauben wurde eine granulomatése und nekrotisierende
Enzephalitis nachgewiesen, die bei den Tauben D1.2, D2.1 und D3.2 von
mittlerer Intensitat, bei den Ubrigen Tauben nur geringgradig ausgepragt
war. In drei Tauben (D1.2; D2.1; D3.3) lag auf3erdem eine geringgradige
Myelitis vor. Unterschiede zu den wahrend der chronischen Phase der
PPE getdteten Tauben des Versuchsteils B konnten nicht festgestellt
werden. Die Befunde der histopathologischen Untersuchung sind in
Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14: Ergebnisse der histopathologischen Unte  rsuchung und
der PCR der Organe der Tauben des Versuchsteils D

Tier- Behand- Histopathologie PCR
num- lung mit (Skelett-
mer Toltra- Skelett- Herz Gehirn Ricken- musku-
zuril musku- mark latur)
latur (Enze-
(Tage p. i.) (Zysten) (Zysten) phalitis) (Myelitis)
1 ++ - + - pos.
D1 | 2| 10und 11 +++ + ++ + pos.
3 + - + - pos.
1 +++ + ++ + pos.
D2 | 2 | 40und 41 +++ + + - pos.
3 +++ + + - pos.
1| 50und51 +++ + + - pos.
D3 | 2 +4++ + ++ - pos.
— 51 und 52
3 + - + + pos.
Intensitat: - = nicht vorhanden, + = geringgradig, ++ = mittelgradig, +++ = hochgradig;

pos. = positiv
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4.6.4 Detektion von S. calchasi -spezifischer DNA in der

Muskulatur

In der Muskulatur aller Tauben wurde S. calchasi-spezifische DNA
nachgewiesen (siehe auch Tabelle 14). Hinsichtlich des relativen Gehalts
der DNA wurde kein Unterschied zwischen den Tauben der unter-
schiedlichen Behandlungsgruppen festgestellt (sieche Abbildung 11). Die
einzelnen ct-Werte rangierten zwischen 10,21 und 11,88. Im Vergleich
hierzu lag der mittlere ct-Wert in der Muskulatur der Tauben des
Versuchsteils B ab Tag 20 p.i. (erstes Auftreten von Sarkozysten) bei
12,86.

0.16 4

0.12 1
0.1
0.08 -
ctl
0.06 -
0.04 -

0.02 4

0 - T T T T T T T T
D11 D12 D13 D21 D22 D23 D31 D32 D33

Versuchsgruppe

Abbildung 11: Relativer Gehalt an  S. calchasi -spezifischer DNA in der
Skelettmuskulatur der Tauben des Versuchsteils D
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Zusammenfassend konnten keine deutlichen Unterschiede zwischen den
drei Behandlungsgruppen sowie zu den Tauben des Versuchsteils B fest-
gestellt werden. Alle mit Toltrazuril behandelten Gruppen zeigten einen
biphasischen Krankheitsverlauf mit Apathie und Polyurie in der akuten
Phase und neurologischen Symptomen in der chronischen Phase.
Tendenziell zeigten die Tauben der Gruppe 3 (behandelt bei Einsetzen
der ZNS-Symptome) eine starker ausgepragte neurologische Sympto-
matik. Hinsichtlich der histopathologischen Verédnderungen, des Zysten-
befalls und des relativen Gehalts an S. calchasi-spezifischer DNA wurden
jedoch keine Unterschiede zwischen den Gruppen und zum Versuchs-
teil B festgestellt.
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S5 DISKUSSION

Die Ziele der vorliegenden Arbeit bestanden in der Untersuchung der
Entwicklung von S.calchasi im Zwischenwirt unter besonderer
Beriicksichtigung von Hinweisen auf die Pathogenese der durch
S. calchasi verursachten Enzephalitis sowie des Zwischenwirtsspektrums
von S. calchasi und potentieller therapeutischer Maflinahmen. Hierflr
wurde die Lokalisation von S. calchasi in der Taube zu verschiedenen
Zeitpunkten nach experimenteller Infektion bestimmt. Der Schwerpunkt lag
dabei auf der durch neurologische Symptomatik gekennzeichneten
chronischen Phase der Erkrankung. Als alternative Zwischenwirte wurden
Nymphensittiche als Vertreter der Ordnung Psittaciformes experimentell
mit Sporozysten von S.calchasi infiziert. Als mogliche Therapie-
malRnahme der Pigeon Protozoal Encephalitis in Tauben sollte die
Eignung von Toltrazuril zu verschiedenen Zeitpunkten nach experimen-

teller Infektion untersucht werden.

Der Vergleich von mikroskopischen Methoden (histopathologische und
immunhistochemische Untersuchung) mit der S. calchasi-spezifischen
semi-nested Real-time PCR zeigte, dass bei letzterer deutlich h&aufiger
positive Ergebnisse auftraten. Neun Tauben, bei denen keine Stadien von
S. calchasi in der histopathologischen Untersuchung und der IHC
nachgewiesen werden konnten, waren mittels der PCR in wenigstens
einem der getesteten Organe positiv, d. h., nur in 75 % der 36 in der PCR
positiv getesteten Tauben wurde auch mittels histologischer Methoden
S. calchasi nachgewiesen. In zwei Tauben an Tag 10 p. i. und allen drei
Tauben an Tag 20 p. i. wurde S. calchasi-spezifische DNA in nahezu allen
Organen nachgewiesen, obwohl Schizonten nur in der Leber einer Taube
an Tag 10 p. i. und Zysten nur in Skelettmuskulatur und Herz von den drei
Tauben an Tag 20 p. i. histologisch nachgewiesen worden waren. Auch
bei den Nymphensittichen gelang nur in 12 von 30 Organen (40 %), in
denen DNA von S. calchasi nachgewiesen worden war, gleichzeitig der

histologische Nachweis. Ahnliches konnte bei der Bewertung einer
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Multiplex Real-time PCR fir verschiedene Sarkozysten des Rindes
beobachtet werden (MoRE et al., 2013). Die hdhere Sensitivitat der PCR
gegenuber der mikroskopischen Untersuchung von homogenisierten
Muskelpraparaten wurde u.a. mit dem Ubersehen kleiner Parasiten-
stadien bei der mikroskopischen Auswertung erkléart (MoREe et al., 2013). In
Studien mit anderen protozoéren Parasiten wurde eine héhere Sensitivitat
von verschiedenen PCR-Methoden gegeniiber der mikroskopischen
Identifizierung von Plasmodium falciparum in Blutausstrichen festgestellt.
Als Grunde hierfir wurden das Vorliegen vielféltiger Kopien des Zielgens,
mehrkernige Schizonten sowie aus zerstorten Zellen freigesetzte Parasi-
ten-DNA diskutiert (MALHOTRA et al., 2005). MARY et al. (2006) vermuteten
fur die hohere Sensitivitdt einer quantitativen Leishmania infantum-PCR
die Persistenz der parasitéaren DNA in — teilweise im Blut zirkulierenden —
phagozytéren Zellen, die somit zu positiven PCR-Ergebnissen ohne das
gleichzeitige Vorliegen eines intakten parasitren Entwicklungsstadiums
fuhren. Diese Hypothesen kdnnen — zumindest teilweise — auch fir die
S. calchasi-spezifische Real-time PCR zutreffend sein. Bei der Wahl des
Diagnostikums flr eine Infektion mit S. calchasi erscheint die PCR den
histologischen Methoden deutlich Uberlegen, da selbst kleine Mengen an
S. calchasi-spezifischer DNA nachgewiesen werden kdnnen.

Als untere Nachweisgrenze wurde fur die semi-nested Real-time PCR eine
DNA-Konzentration von 32 fg/ul bestimmt. Bei der mikroskopischen
Untersuchung konnte hingegen gezeigt werden, dass bereits die
Untersuchung eines nur wenige Mikrometer entfernten Schnittes zu
unterschiedlichen Ergebnissen filhren kann. Eine Taube, in der im HE-
geférbten Schnittpraparat eine Zyste nachgewiesen wurde, war negativ in
der IHC, wéhrend bei zwei Tauben, in deren Gehirnen immunhisto-
chemisch Zysten nachgewiesen wurden, keine Zysten im HE-Préparat
identifiziert werden konnten. Auch hinsichtlich der Spezifitdt scheint die
PCR einen Vorteil gegeniiber der Histologie und IHC zu haben, da die
DNA drei weiterer, teilweise sehr nah verwandter Sarkozystenspezies
negativ getestet wurde [S. falcatula, S. columbae (OLiAs et al., 2010c),
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S. turdusi (KUTKIENE et al., 2012a)]. Fir mehrere immunhistochemische
Verfahren mit polyklonalen Antikdrpern hingegen konnte bei anderen
Sarkozystenspezies gezeigt werden, dass diese nur wenig spezies-
spezifisch sind (JEFFREY et al., 1988, TENTER, 1995, WUNSCHMANN et al.,
2010). Dennoch bleiben Histologie und IHC weiterhin wertvolle Verfahren,
um das aktuelle Vorliegen von S. calchasi-Zysten in der Muskulatur
bewerten und somit eine echte Infektion von im Blutkreislauf zirkulierender
DNA abgrenzen zu kénnen.

Im Vorversuch zur Bestimmung der fir die folgenden Versuche geeig-
neten Infektionsdosis wurde gezeigt, dass bereits eine Dosis von 1.000
Sporozysten pro Tier zu einem tddlichen Verlauf wahrend der akuten
Phase fuhrt. Da bei friilheren experimentellen Infektionen mit demselben
S. calchasi-Stamm diese Dosierung lediglich zu einer moderaten Klini-
schen Symptomatik wahrend der akuten Phase von PPE gefiihrt hatte
(Ouias et al., 2010a), belegt dies eine Steigerung der Virulenz der Sporo-
zysten von S. calchasi wahrend der Lagerung in einer wassrigen Suspen-
sion bei 4 °C. In Studien zur Langzeitlagerung von S. neurona-Sporo-
zysten wurde hingegen bei gleicher Lagerung eine Abnahme der
Infektidsitat und Virulenz beobachtet (ELSHEIKHA et al., 2004).

Um zu gewébhrleisten, dass die Tauben im Hauptversuch nicht bereits
wahrend der akuten Phase versterben, wurde mit 200 Sporozysten pro
Tier eine sehr niedrige Infektionsdosis gewahlt. Hierbei sollte sichergestellt
werden, dass auch eine weitere Zunahme der Virulenz sowie die gewisse
Variabilitdt der Sporozystenzahlen in den Infektionsdosen nicht zur Appli-
kation einer letalen Dosis flhren. Da die zuvor im Hauptversuch mit
200 Sporozysten infizierten Tauben nur eine sehr milde ausgepragte
Symptomatik wahrend der akuten Phase entwickelt hatten, wurde fir den
Behandlungsversuch eine Infektionsdosis von 400 Sporozysten pro Tier
gewahlt. Hiermit wurden deutliche klinische Symptome erzielt, die eine

eindeutige Indikation fur eine Behandlung der Tiere ergeben.
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Nach experimenteller Infektion von 45 Tauben mit Sporozysten von
S. calchasi konnte das bereits in friheren Studien beobachtete biphasi-
sche Krankheitsbild der PPE reproduziert werden (OLIAs et al., 2010a).
Die Tauben zeigten von Tag 10 bis 13 p. i. eine akute Phase mit unspezifi-
scher Allgemeinsymptomatik (Apathie, aufgeplustertes Gefieder). Nach
einer asymptomatischen Phase setzten an Tag 47 p.i. neurologische
Symptome (v. a. Ataxie) ein. Resultierend hieraus ergibt sich, dass die

Tauben erfolgreich mit S. calchasi infiziert wurden.

An den Tagen 2 und 5 p. i. wurde S. calchasi in den untersuchten Orga-
nen der Tauben weder mit histologischen Methoden, noch mittels PCR
nachgewiesen. Vergleichbare Studien mit S. neurona in Ponys bzw.
Waschbéren konnten belegen, dass der Parasit bereits ab dem ersten Tag
nach Inokulation im Gewebe des Fehlwirts bzw. Zwischenwirts nach-
weisbar ist. ELITSUR et al. (2007) konnten zu diesem Zeitpunkt bereits
S. neurona aus den Mesenteriallymphknoten infizierter Ponys mittels Bio-
assay in Knock-out Mausen isolieren. Ein histologischer Nachweis von
S. neurona konnte jedoch auch bis zum Ende der Studie an Tag 9 p. i.
nicht erbracht werden. Im Darm experimentell infizierter Waschbaren
wurden ab Tag 1 p.i. einzelne Zoiten von S. neurona mittels Histologie
und IHC nachgewiesen, jedoch traten Schizonten erst an Tag 7 p. i. auf
(STANEK et al., 2002). Weiterhin liegt die untere Nachweisgrenze der
S. calchasi-spezifischen Real-Time PCR (32 fg DNA/ul) relativ hoch im
Vergleich zur unteren Nachweisgrenze einer fiur Sarkozysten des Rindes
entwickelten PCR, die mit 0,0125 bis 0,125 fg plasmider DNA angegeben
wird (More et al.,, 2013). RickschlieBend kann fur die Infektion mit
S. calchasi vermutet werden, dass an den Tagen 2 und 5 p. i. die asexu-
elle Vermehrung durch Schizogonie entweder noch nicht oder zumindest
nicht in ausreichendem MaRe stattgefunden hat. Der Nachweis einzelner
wandernder Zoiten im Darm wahrend dieser frihen Phase der Infektion
kann insbesondere bei niedrigen Infektionsdosen schwierig sein. Ver-
glichen mit der vorliegenden Studie waren die Infektionsdosen in den
beiden vorgenannten Studien mit S. neurona deutlich hoher. Die Ponys
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wurden nach Schatzung der durchschnittlichen Koérpergewichte mit einer
Dosis von ca. 600.000 Sporozysten/kg KGW (ELITSUR et al., 2007) und die
Waschbéren mit ca. 800.000 Sporozysten/kg KGW (STANEK et al., 2002)
infiziert. Im Vergleich hierzu wurden die Tauben, deren durchschnittliches
Korpergewicht bei ca. 500 g lag, mit 400 Sporozysten/kg KGW (entspre-
chend 200 Sporozysten pro Tier) infiziert. Konsequenterweise muss daher
in Betracht gezogen werden, dass eine niedrige Parasitenlast wahrend der
frihen Phase der Infektion leicht die Nachweisgrenze der diagnostischen
Tests unterschreiten kann, was in diesem Fall vermutlich geschehen ist,
da mit Ausnahme von drei Tauben S. calchasi in allen zu spéateren

Zeitpunkten untersuchten Tauben nachgewiesen werden konnte.

An Tag 10 p. i. wurden in einer von drei Tauben eine geringe Anzahl an
Schizonten in der Leber sowie eine nekrotisierende Hepatitis festgestellt.
Obwohl in einer weiteren Taube an diesem Tag eine Hepatitis und DNA
von S. calchasi in mehreren Organen nachgewiesen wurde, stellte dies
den einzigen mikroskopischen Nachweis von Schizonten wahrend des
gesamten Versuchs dar. Die Schizonten waren hauptséchlich in Hepato-
zyten lokalisiert. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden,
dass die Schizonten von S. calchasi vor allem in Leber und Milz, jedoch
auch in vielen anderen Organen (z. B. Lunge, Knochenmark) vorkommen
und einen Tropismus zu Hepatozyten und Endothelzellen aufweisen
(Ouias et al., 2009a). Eine Erklarung fur den ausschlieRlichen Nachweis
von Schizonten in der Leber und hier auch hauptséachlich in Hepatozyten
liegt vermutlich auch in der relativ niedrigen Infektionsdosis in der vor-
liegenden Studie. In den Studien zuvor waren lediglich Tauben untersucht
worden, die wahrend der akuten Phase verstorben waren, d.h. mit
mindestens 10° Sporozysten infiziert worden waren (OLIAS et al., 2010a).
Es erscheint mdoglich, dass Endothelzellen erst bei hoheren Infektions-
dosen in ausreichendem Mafe Schizonten aufweisen, sodass sie mittels
histologischer Nachweisverfahren detektiert werden kénnen. Die Ergeb-
nisse der vorliegenden Studie deuten auf einen vermutlich vorrangigen
Tropismus von S. calchasi-Merozoiten zu Hepatozyten hin, was ebenfalls
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in der klinischen Symptomatik deutlich wird. Die wahrend der akuten
Phase auftretende gelbe Verfarbung des Harnsaureanteils der Fazes ist
wahrscheinlich auf die vermehrte Ausscheidung von Biliverdin zurtick-
zuflihren, das aus der nekrotisierend entziindeten Leber freigesetzt wird
(ScopPg, 2003). Da diese Symptomatik bereits am Tag 14 p. i. nicht mehr
auftrat und auch in allen nachfolgend untersuchten Tauben keine patho-
logischen Veranderungen der Leber festgestellt wurden, folgt der durch
Schizogonien von S. calchasi hervorgerufenen Hepatitis eine vollsténdige
Regeneration des Leberparenchyms. Ein Tropismus zu Hepatozyten ist
auch bei anderen Sarkozystenspezies belegt. So wurde z. B. Sarcocystis
rauschorum im Zwischenwirt, dem Richardson-Halsbandlemming (Dicro-
stonyx richardsoni), lediglich in Hepatozyten nachgewiesen (CAWTHORN et
al., 1984). Hierbei wurde eine einzelne Schizogoniephase sowie eine re-
aktive Hepatitis zwischen Tag 4 und 11 p. i. beobachtet und ein physio-
logisches Lebergewebe war bereits ab Tag 15 p. i. hachweisbar (STACK-
HOUSE et al., 1987). Auch fur S. calchasi kann eine einzelne Schizogonie-
phase mit Hauptlokalisation in der Leber sowie in geringerem Mafe in
Endothelzellen im gesamten Organismus vermutet werden. Hierzu miss-
ten allerdings noch weitere Studien mit besonderer Betrachtung der frihen
Entwicklung von S. calchasi im Zwischenwirt (Tag 1 - 14 p. i.) erfolgen.

Erste entzindliche Veranderungen im Gehirn konnten bereits in zwei
Tauben, die an Tag 20 p.i. euthanasiert wurden, identifiziert werden.
Somit wurde die Enzephalitis etwa vier Wochen, bevor die ersten neuro-
logischen Symptome an Tag 47 p.i. auftraten, nachgewiesen. Zum
gleichen Zeitpunkt lagen bereits erste, unreife Zysten in der Skelett-
muskulatur und im Myokard vor. Schizonten wurden zu keinem Zeitpunkt
wahrend des gesamten Versuchs im Gehirn nachgewiesen. In sieben von
22 Tauben mit Enzephalitis (31,8 %) wurden vereinzelt Zysten im Gehirn
identifiziert, die jedoch auBerhalb der von den entziindlichen L&sionen
betroffenen Hirnareale lagen. Somit konnte S. calchasi zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte in direktem Kontakt mit den L&sionen im ZNS
nachgewiesen werden. Dies steht im Einklang mit den Erkenntnissen aus
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den vorherigen Untersuchungen an natirlich und experimentell infizierten
Tauben wahrend der akuten und chronischen Phase (OLIAs et al., 2009b,
Ouias et al., 2013). Jedoch unterscheiden sich diese Befunde von den
meisten durch Sarkozysten hervorgerufenen Enzephalitiden. Auch bei
Feldinfektionen von Stadttauben in den USA mit S. calchasi konnten bei
der Halfte der Tiere Schizonten innerhalb der Lé&sionen im ZNS
nachgewiesen werden (OLIAs et al., 2014). Dies steht im Widerspruch zu
den Ergebnissen der vorliegenden Studie und den zuvor in Deutschland
aufgetretenen natlrlichen und experimentellen Infektionen. Da jedoch
zeitgleich Zysten in der Muskulatur vorlagen, kann in den untersuchten
Stadttauben aus den USA eine Zweitinfektion nicht ausgeschlossen
werden. Nattrlich vorkommende, sarkozystenbedingte Enzephalitiden bei
Voégeln [z. B. Haushuhn (MutALB et al., 1995), Truthuhn (TEGLAS et al.,
1998) und verschiedene Greifvogel (WUNSCHMANN et al., 2010)] stehen
meist in direktem Zusammenhang mit der Schizogoniephase des
Parasiten. In den zentralnervisen L&sionen finden sich hierbei massen-
haft Schizonten und Merozoiten der jeweiligen Sarkozystenspezies (z. B.
S. falcatula). Experimentelle Infektionen von Wellensittichen mit
S. falcatula konnten zeigen, dass die durch die Schizogonien hervor-
gerufenen Schaden am Wirtsorganismus (v. a. Pneumonie, aber auch
Enzephalitis) hauptverantwortlich fiir die entziindlichen Veranderungen
sind (SMITH et al.,, 1989). Die bei experimentellen und natirlichen
Infektionen von S. calchasi beobachtete Abwesenheit von Sarkozysten im
entziindlich veranderten ZNS wird u. a. auch bei Schafen beschrieben, bei
denen nach experimenteller Infektion mit S. gigantea keine parasitaren
Stadien im Gehirn identifiziert werden konnten (MuNDAY und OBENDORF,
1984a, OBENDORF und MuNDAY, 1986). Auch in experimentell mit
Sarkozysten infizierten Rothirschen wurde eine disseminierte Enzephalo-
myelitis festgestellt, ohne dass der Nachweis von Sarkozystenstadien im
ZNS erbracht werden konnte (FOREYT et al., 1995). JAKoB et al. (1998)
hingegen wiesen Zysten von S. kirmsei im Gehirn eines Beos nach, ohne

dass gleichzeitig entzindliche oder proliferative Veradnderungen vorlagen.



DISKUSSION 89

Aus diesen Berichten geht deutlich hervor, dass in diesen Fallen weder
die Sarkozysten zeitgleich zur Enzephalitis auftraten, noch dass das Vor-
liegen von Zysten im Gehirn zwingend eine Enzephalitis zur Folge hatte.
Daraus ergibt sich, dass vermutlich andere, indirekte Mechanismen die

entzindlichen Veranderungen im ZNS auslosen.

Die Pathogenese der wahrend der chronischen Phase der S. calchasi-
Infektion auftretenden Enzephalitiden ist weiterhin ungeklart. In der vorlie-
genden Arbeit ergab sich jedoch als Hinweis hierfur das frihzeitige
Auftreten der Enzephalitis bei den Tauben an Tag 20 nach Infektion.
Weiterhin wurden in einem Nymphensittich intralasionale Schizonten im
Gehirn an Tag 57 p. i. nachgewiesen, wobei sich jedoch der Verlauf der
Pathogenese in den verschiedenen Wirtspezies gegebenenfalls unter-
scheiden kann. Hieraus ergeben sich zwei Haupthypothesen hinsichtlich
der Entstehung der zerebralen Lasionen. Zum einen besteht die Mdglich-
keit, dass Schizonten ins ZNS eingedrungen sind, aber zu den Zeit-
punkten der Untersuchung nicht mehr vorhanden oder nicht mehr
nachweisbar waren, d. h. eine direkte Pathogenese vorliegt. Die Alter-
native besteht in einer indirekten Pathogenese, d. h. dem Vorliegen eines
auBerhalb des ZNS lokalisierten Ausldsers fur die Entziindung wie z. B.
Schizonten in der Leber oder Zysten in der Muskulatur.

Fir die erste Hypothese spricht, dass, obwohl Zysten von S. calchasi nur
in den Gehirnen von sieben Tauben identifiziert wurden, S. calchasi-spezi-
fische DNA im Gehirn von 32 Tauben nachgewiesen wurde. Einschran-
kend muss jedoch beriicksichtigt werden, dass mittels PCR auch im Blut
zirkulierende DNA von S. calchasi nachgewiesen werden kdnnte und
somit kein Nachweis von Gewebestadien erbracht wurde. Dennoch
wiesen die Gehirne mit Ausnahme von Tag 10 p. i. bis zum Ende des
Versuchs deutlich hdhere Gehalte an S. calchasi-spezifischer DNA auf als
die Lebern. Die Hypothese, dass zu einem bislang unbestimmten Zeit-
punkt nach der Infektion Schizonten im Gehirn vorliegen, wird weiterhin
gestiitzt von den Ergebnissen von OLIAS et al. (2013), die Schizonten von
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S. calchasi in 50 % der wahrend der akuten Phase verstorbenen Tauben
nachweisen konnten. Da diese Tauben mit mindestens 8 x 10* Sporo-
zysten infiziert worden waren, lag die Infektionsdosis etwa zweihundert-
fach Uber der in der vorliegenden Studie eingesetzten Dosis. Die im
Gehirn nachgewiesenen Schizonten waren auf3erdem nicht mit entziind-
lichen Reaktionen assoziiert, sodass spekuliert werden kann, dass die
anschlieBend auftretenden Enzephalitiden Folge der raschen Beseitigung
der Schizonten durch die mononukledren Immunzellen sind. Beweise fur

diese Hypothese liegen jedoch noch nicht vor.

ELITSUR et al. (2007) berichteten von &hnlichen Befunden in experimentell
mit S. neurona infizierten Ponys. Sie identifizierten entziindliche L&sionen,
die mit den bei EPM auftretenden L&sionen vereinbar waren, konnten
jedoch den Parasiten weder histologisch, noch immunhistochemisch nach-
weisen. Das Vorliegen von S. neurona wurde jedoch durch Kultivierung in
Zellkultur in zwei von drei Ponys belegt. Schlussfolgend besteht die
Mdéglichkeit, dass auch S. calchasi von Tag 10 p. i. an im Gehirn der Tau-
ben vorliegt, zwar in so geringer Anzahl, dass die Nachweisgrenze der
histologischen Diagnoseverfahren unterschritten wird, die jedoch ausrei-
chend ist, um die entziindlichen Veranderungen auszulésen.

Eine weitere Mdglichkeit der Entstehung der Enzephalitis besteht in einem
aulerhalb des ZNS lokalisierten Ausléser einer verzégerten Hypersensi-
tivitatsreaktion. Bei experimentellen Infektionen mit S. calchasi konnte, wie
bereits von S. neurona bekannt (WITONsKY et al., 2008), eine Beein-
flussung des Immunsystems des Zwischenwirts belegt werden. Wéhrend
der akuten, durch Schizogonien des Parasiten gekennzeichneten Phase
wurde im Gehirn eine signifikant verminderte Transkription der Thl-
assoziierten Zytokine IL-12, IL-18 und IFN-y nachgewiesen (OLIAS et al.,
2013). Dies lasst vermuten, dass der Parasit auf diese Weise in der Lage
ist, der zellularen Immunantwort zu entgehen. Wahrend der chronischen
Phase wurde eine extensive Thl-gewichtete, T-Zell-vermittelte Immun-
antwort festgestellt, deren Charakteristika auf eine verzogerte Hypersensi-
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tivitatsreaktion hindeuten (OriAs et al., 2013). Dies steht im Einklang mit
der bei Infektionen mit S. neurona beobachteten Immunantwort, die vor
allem zellulér (SPENCER et al., 2004, WITONSKY et al., 2005a) und durch
eine kritische Rolle der CD8'-T-Zellen gekennzeichnet ist (WITONSKY et
al., 2005b). Eine Immunsuppression fihrte bei Pferden nach Infektion mit
S. neurona zu einer persistenten Parasitamie, doch wurde keine Neuro-
invasion oder Enzephalomyelitis nachgewiesen, was fir eine immun-
vermittelte Pathogenese der durch S. neurona ausgelésten Enzephalo-
myelitis spricht (SELLON et al., 2004). Die Ergebnisse der vorliegenden
Studien unterstiitzen die Theorie, dass die Enzephalitis bereits zu einem
frihen Zeitpunkt wahrend der Infektion ausgel6st wird. Da die ersten ent-
ziindlichen Veranderungen im Gehirn bereits an Tag 20 p. i. auftraten,
werden sie entweder wahrend der akuten Schizogoniephase oder
wahrend der Bildung erster unreifer Zysten ausgeldst. Eine Zunahme des
Schweregrades der Enzephalitis wurde ab Tag 49 p. i. beobachtet. Zeit-
gleich kam es weder zu einer Erhéhung der Anzahl der muskularen
Zysten, noch zu einer Zunahme des relativen Gehalts an spezifischer
DNA von S. calchasi in der Muskulatur oder dem Gehirn. In zwei Tauben
wurde eine gering- bzw. mittelgradige Enzephalitis festgestellt, ohne dass
in der Skelettmuskulatur Zysten identifiziert werden konnten. Auch bei den
Nymphensittichen war ebenfalls kein direkter Zusammenhang zwischen
der Schwere der Enzephalitis und der Anzahl der Zysten erkennbar. Dies
unterstitzt die Theorie einer verzdgerten Hypersensitivitatsreaktion. Ein
der Enzephalitis durch S. calchasi dhnliches Bild wurde von SiLLER (1960)
in Hihnern beobachtet, der drei bis vier Monate nach Injektion von
inaktivierten Mykobakterien in die Pektoralismuskulatur eine lympho-
zytdren Enzephalomyelitis feststellte. Sowohl bei der von SILLER (1960)
beschriebenen allergischen Enzephalomyelitis in Hihnern als auch fir die
im Verlauf von S. calchasi-Infektionen auftretenden Enzephalitiden bzw.
Enzephalomyelitiden kann eine &hnliche Pathogenese wie bei der
humanen Akuten Disseminierten Enzephalomyelitis vermutet werden. Da
diese auch nach parasitaren Infektionen gezeigt werden konnte (KOIBUCHI
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et al., 2003) und durch das Fehlen von Erregerstrukturen im entziindlich
veranderten zentralnervésen Gewebe gekennzeichnet ist (DALE, 2003),
kénnen ahnliche Pathogenesemechanismen im Sinne einer molekularen
Mimikry (ALPER, 2012) somit auch fir S. calchasi-Infektionen angenom-
men werden. Insgesamt erscheint diese Hypothese am wahrscheinlich-

sten.

Weiterhin denkbar ware die Freisetzung eines Stoffwechselprodukts des
Parasiten, das eine neurotoxische Wirkung aufweist. Die fir die toxische
Wirkung des Sarkotoxins vermutete Pathogenese, die Freisetzung durch
Ruptur der Zysten (MANDOUR, 1969), erscheint fur S. calchasi jedoch eher
unwahrscheinlich, da die Enzephalitis bereits in einem Stadium auftritt, in
dem lediglich unreife Zysten nachgewiesen wurden. Degenerierende
Zysten wurden zu diesem Zeitpunkt nicht beobachtet, sodass sich keine

Hinweise auf die Freisetzung des Zysteninhalts ergaben.

Fir S. calchasi lasst sich feststellen, dass die Enzephalitis bereits in einem
frihen Stadium der Infektion ausgeldst wird. Sie durchlauft eine suk-
zessive Zunahme der Intensitat, die sich in der chronischen Phase der
Erkrankung in einer neurologischen Symptomatik &ufRert. Ob es sich bei
dem Ausléser um Schizonten oder unreife Zysten handelt, bleibt zunachst
unklar. Eine geringe Anzahl unreifer Zysten konnte bis zum Ende des
Versuchs in der Skelettmuskulatur nachgewiesen werden. Diese kénnten
eventuell als kontinuierlicher Ausléser wirken, &ahnlich der chronischen
Toxoplasmose, bei der eine fortwahrende Neubildung von Zysten
beobachtet werden kann (DuBEY et al., 1998).

Hinsichtlich der semiquantitativen Bewertung des spezifischen S. calchasi-
DNA-Gehaltes in den Organen der Taube im Verlauf der Infektion konnte
erwartungsgemal gezeigt werden, dass die hochsten relativen DNA-
Gehalte in den Organen vorlagen, in denen auch der mikroskopische
Nachweis von S. calchasi erfolgreich war. An Tag 10 p.i. wurden die
héchsten relativen Konzentrationen von S. calchasi-spezifischer DNA in

der Leber festgestellt, in der bei einer Taube histologisch Schizonten
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nachgewiesen worden waren. An Tag 20 p. i. hingegen wiesen Skelett-
muskulatur und Herz, die zu diesem Zeitpunkt bereits unreife Zysten
enthielten, die hochsten relativen DNA-Gehalte auf. Dennoch konnte an
beiden Tagen spezifische DNA von S. calchasi in fast allen anderen
Organen detektiert werden, wobei es sich hierbei méglicherweise um DNA
von in der Blutbahn zirkulierenden Merozoiten handelt. Die beobachtete
Zunahme des S. calchasi-spezifischen DNA-Gehalts in der Skelettmusku-
latur und im Gehirn bis Tag 40 p. i. sowie die anschlielende Abnahme
stehen nicht in direktem Zusammenhang mit der Anzahl der Zysten und
bleibt zunachst ungeklart.

Die Empfanglichkeit von Nymphensittichen fiir S. calchasi wurde mit
verschiedenen Infektionsdosen (102 bis 3 x 10° Sporozysten pro Tier)
untersucht. Hierbei sollte der Nymphensittich stellvertretend fir andere,
teilweise in ihren Bestdnden bedrohte Arten der Ordnung Psittaciformes
untersucht werden. Der Nymphensittich konnte experimentell als
Zwischenwirt fur S. calchasi bestétigt werden. Bei den Nymphensittichen
trat ein ahnliches Krankheitsbild wie bei den Tauben auf. Beginnend ab
Tag 7 bis 11 p.i. zeigten alle Tiere eine akute Krankheitsphase mit
unspezifischer Symptomatik (Apathie, aufgeplustertes Gefieder) sowie
gelb gefarbter Harnsdure. Bei den drei wéhrend der akuten Phase verstor-
benen bzw. euthanasierten Nymphensittichen fanden sich, analog zur
PPE bei den Tauben, eine nekrotisierende Hepatitis und Splenitis mit
intraldsionalem Nachweis von Schizonten. Ein Nymphensittich, der
wahrend der akuten Phase verstorben war, wies zudem eine hochgradige
Enteritis auf, wobei unklar bleibt, ob diese im Zusammenhang mit der
S. calchasi-Infektion steht. Es wurden jedoch weder in der parasito-
logischen, noch in der histologischen Untersuchung Hinweise auf einen
anderen Erreger gefunden, sodass die Ursache der Enteritis spekulativ
bleibt. Drei der die akute Phase Uberlebenden Nymphensittiche zeigten
von Tag 57 bis 63 p. i. in der chronischen Phase der Erkrankung neuro-
logische Symptome, deren Intensitat stark variierte. Alle wéahrend dieser
chronischen Phase oder am Ende des Versuchs an Tag 76 p.i.
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untersuchten, inokulierten Nymphensittiche wiesen in der Skelett-
muskulatur Zysten von S. calchasi auf und zeigten eine mittel- bis
hochgradige lymphohistiozytare und nekrotisierende Enzephalitis. Der an
Tag 57 p. i. mit hochgradigen neurologischen Symptomen euthanasierte
Nymphensittich wies intraldsionale Schizonten im Gehirn auf. In den
anderen Nymphensittichen wurden — ebenso wie bei den Tauben — weder
Schizonten noch Zysten im Gehirn nachgewiesen. Es kann vermutet
werden, dass eine &hnliche Pathogenese der Enzephalitis wie bei den
Tauben vorliegt. Der Verlauf der S. calchasi-Infektion kénnte sich jedoch
in dieser — aufgrund des wesentlich variableren klinischen Bildes eventuell
weniger adaptierten — Wirtsspezies auch grundlegend von den bei Tauben
gewonnenen Erkenntnissen unterscheiden. Der Nachweis von intra-
lasionalen Schizonten bei dem Nymphensittich an Tag 57 p. i. lasst die
Hypothese zu, dass auch bei den anderen Tieren, die erst spéter
untersucht wurden, zu diesem Zeitpunkt Schizonten im Gehirn vorlagen.
Hierzu missten jedoch weitere Untersuchungen an mehreren Tieren und

zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach experimenteller Infektion erfolgen.

Der groRte Unterschied zur PPE der Tauben bestand in der
Unabhangigkeit der Schwere der Symptomatik, pathologischen Lasionen
und Zystenanzahl von der Infektionsdosis. Anders als bei dem stark dosis-
abhéngigen Infektionsverlauf der Tauben, waren neben einem Nymphen-
sittich mit der hochsten Infektionsdosis (3 x 10° Sporozysten) zwei
Nymphensittiche mit deutlich niedrigeren Infektionsdosen (10* und
102 Sporozysten) wahrend der akuten Phase fatal betroffen, sodass sie
verstarben bzw. euthanasiert werden mussten. Von den verbliebenen
Nymphensittichen zeigte der Nymphensittich mit der niedrigsten Infek-
tionsdosis (102 Sporozysten) die am stérksten ausgepragte neurologische
Symptomatik. Der Nymphensittich mit der hodchsten Infektionsdosis
entwickelte keine Symptome wahrend der chronischen Phase. Auch
konnte kein Zusammenhang zwischen der Anzahl an Zysten in der
Muskulatur und der Schwere der Enzephalitis festgestellt werden. Die
beiden Nymphensittiche mit einer hochgradig ausgepragten Enzephalitis
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wiesen lediglich einen minimalen Befall der Skelettmuskulatur auf, was
ebenfalls die Hypothese einer indirekten Pathogenese stiitzt. Insgesamt
zeigten die Nymphensittiche ein deutlich heterogeneres klinisches und

pathologisches Bild als die Tauben.

In der Zwischenzeit wurde von einem ersten Fall von naturlich mit
S. calchasi infizierten Papageienvogeln in den USA berichtet (RiMOLDI et
al., 2013). Betroffen waren zwei Alexandrasittiche (Polytelis alexandrae),
ein Nasenkakadu (Cacatua tenuirostris) und zwei Rosakakadus (Eolophus
roseicapilla) aus einem Bestand mit 25 Papageienvdgeln und 21 Tauben
(keine Haustauben). Die Tiere zeigten schwere neurologische Symptome
(u. a. Torticollis, Nystagmus und Festliegen) und verstarben nach 7 -
11 Tagen bzw. mussten euthanasiert werden. Eine Fachertaube (Goura
victoria) zeigte ebenfalls neurologische Symptome, erholte sich aber nach
mehreren Wochen unter Behandlung mit u. a. Trimethoprim-Sulfonamid
und Meloxicam. Die finf Psittaziden wiesen eine lymphoplasmazytare und
histiozytdre Enzephalitis mit intraldsionalen Schizonten auf. In der
Skelettmuskulatur wurden Zysten nachgewiesen, deren Zystenwand-
aufbau identisch mit S. calchasi bzw. S. columbae war. Durch Sequen-
zierung der 18S rRNA und der ITS-1 wurden die parasitéaren Stadien als
S. calchasi bestétigt. In einer Muskelbiopsie der Fachertaube wurden
hingegen keine Zysten nachgewiesen (RIMOLDI et al., 2013). Wie auch bei
den natirlich infizierten Tauben in den USA (OuiAs et al., 2014), wurde
trotz eines ahnlichen klinischen Verlaufs ein deutlich anderes histopatho-
logisches Bild gesehen als nach experimenteller Infektion mit dem aus der
Region Berlin isolierten S. calchasi-Stamm. Der Nachweis von intra-
lasionalen Schizonten in den Tieren in den USA kénnte mit der
Mdglichkeit der wiederholten Infektion unter Feldbedingungen sowie mit
Unterschieden zwischen den einzelnen S. calchasi-Stammen erklart
werden. AuBerdem bleibt fraglich, ob die Pathogenese der S. calchasi-
Infektion in Tauben und Papageienvigeln generell identisch verlauft, da
beispielsweise von S. falcatula bekannt ist, dass sich der Verlauf der

Infektion zwischen diesen beiden Ordnungen deutlich unterscheidet



96 DISKUSSION

(SmITH et al., 1990b). Insgesamt bleibt somit auch die Pathogenese der
Enzephalitis bei Papageienvigeln weiterhin unklar.

Der Nymphensittich gehort einer anderen Ordnung (Psittaciformes) an als
die zunéchst als Zwischenwirt bestéatigte Taube (Ordnung Columbiformes).
Dies deutet auf ein potentiell weiteres Zwischenwirtspektrum hin, als
urspriinglich aufgrund des Ausschlusses von Hilhnern als Zwischenwirte
angenommen wurde (OLIAS et al., 2010a). Angesichts der hohen Virulenz
von S. calchasi kann &hnlich wie fur S. neurona angenommen werden,
dass eine geringe Zwischenwirtsspezifitdt von evolutionarem Vorteil ist.
Aufgrund der durch den Parasiten verursachten Morbiditdt und/oder
Mortalitat ist es fur sein Uberleben von Vorteil, auf alternative
Zwischenwirte ausweichen zu koénnen, falls die Populationsdichte des
ursprunglichen Zwischenwirts durch zu hohe Verluste stark abnehmen

sollte (ELSHEIKHA, 2009).

Da die Erkrankung der Nymphensittiche durch einen schweren, bei 50 %
der Tiere fatalen Verlauf der Infektion gekennzeichnet ist, kann bei
Ubertragung der Erkenntnissen zu S.falcatula auBerdem vermutet
werden, dass der Nymphensittich ein evolutionar neuer Zwischenwirt fiir
S. calchasi ist, der sich noch nicht an den Parasiten adaptiert hat. Fir
S. falcatula wurde demonstriert, dass insbesondere solche Spezies, die
zuvor keinen Kontakt mit dem Parasiten gehabt hatten, mit deutlich
schwereren klinischen Symptomen auf eine S. falcatula-Infektion reagier-
ten. Da das Vorkommen von S. falcatula aufgrund seiner Zwischenwirte
(Nord- und Sudamerikanisches Opossum) auf den amerikanischen Konti-
nent beschrankt ist, sind von fatalen Erkrankungen fast ausschlieRlich
Altweltpapageien betroffen (CLuBB und FRENKEL, 1992). Uber die
urspringliche und aktuelle Verbreitung von S. calchasi ist bislang noch
sehr wenig bekannt und die Bedeutung von S. calchasi fur weitere Vogel
der Ordnung Psittaciformes, von denen knapp ein Drittel weltweit bedroht
sind (IUCN, 2013), ist derzeit noch nicht abzuschatzen. Da in den von der
Enzephalitis betroffenen Nymphensittichen in vier von finf Tieren keine
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Stadien von S. calchasi im Gehirn nachgewiesen werden konnten, besteht
die Mdoglichkeit, dass die Parasitose in der Vergangenheit haufig nicht
diagnostiziert wurde. Der vorgenannte Ausbruch von S. calchasi-Infektio-
nen bei mehreren Papapgeienvidgeln in den USA (RimoLDI et al., 2013)
gibt zumindest einen ersten Anhaltspunkt dafir, dass die Erkrankung in
Psittaziden vorkommt und fur bedrohte Arten von kritischer Bedeutung

sein kann.

Die Wirksamkeit von Toltrazuril gegen S. calchasi wurde in der Dosierung
25 mg/kg KGW an zwei aufeinanderfolgenden Tagen zu drei ver-
schiedenen Zeitpunkten nach experimenteller Infektion (10 Tage p. i.,
40 Tage p. i. und bei Einsetzen der neurologischen Symptome) evaluiert.
Es wurden keine deutlichen Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen und zur Positivkontrolle festgestellt. Somit konnte die Wirksam-
keit von Toltrazuril zu keinem der drei untersuchten Zeitpunkte bestétigt
werden. Tendenziell zeigte die Gruppe, die Toltrazuril erst bei Einsetzen
der ZNS-Symptomatik erhalten hatte, etwas schwerere klinische Sym-
ptome in der chronischen Phase, jedoch konnten sich histologisch keine
Unterschiede hinsichtlich des Schweregrades der entzundlichen
Veranderungen im Gehirn und der Anzahl der Zysten erkennen lassen.
Auch der relative Gehalt von S. calchasi-spezifischer DNA in der
Skelettmuskulatur war in allen drei Gruppen nahezu gleich mit ct-Werten,
die zwischen 10,21 bis 11,88 lagen.

Hinsichtlich der Wirksamkeit von Toltrazuril bei Eimeria-Arten ist bekannt,
dass es gegen intrazellulare Schizontengenerationen wirksam ist, nicht
jedoch nach Ausbildung der Oozystenwand (MEHLHORN et al., 1984). Eine
Wirksamkeit gegen reife Zystenstadien erscheint vor allem aufgrund des
vermuteten Wirkungsmechanismus von Toltrazuril eher unwahrscheinlich,
da dieser vor allem Uber eine Hemmung der DNA-Synthese vermittelt
wird. Da die Zystozoiten nur eine sehr geringe Teilungsaktivitat aufweisen
(GESTRICH et al., 1975), bieten sie somit wenig Angriffspunkte fir
Toltrazuril. Dennoch war zumindest mit einer Wirksamkeit in der ersten
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Behandlungsgruppe, die Toltrazurii wahrend der Schizogoniephase
erhalten hatte, gerechnet worden. Eine mdgliche Erklarung fir das
Ausbleiben eines therapeutischen Effekts auch in dieser Phase der
Erkrankung kdnnte in der unterschiedlichen Lokalisation der Schizonten-
generationen von Eimeria- und Sarcocystis-Arten liegen. Wahrend erstere
im Darm, nahe dem Resorptionsort von Toltrazuril nach oraler Eingabe
lokalisiert sind (STOCKDALE und FERNANDO, 1975), befinden sich Schizon-
ten von S. calchasi vor allem in Hepatozyten. Zwar konnten flr Toltrazuril
bei Pferden bereits in niedrigeren Dosierungen ausreichend hohe Serum-
spiegel festgestellt werden (FURR und KENNEDY, 2000), jedoch ist derzeit
nichts Uber die Hohe der Toltrazurilkkonzentration im Leberparenchym
bekannt. Dennoch scheint eine geringe Gewebepenetration von Toltrazuril
als Grund fur die ausgebliebene therapeutische Wirkung wéhrend der
Schizontenphase eher fraglich zu sein. Untersuchungen an mit S. neurona
infizierten Interferon-y-Knock-out-Méausen hatten gezeigt, dass das
Toltrazuril &hnliche Triazinderivat Diclazuril nur bis zu einem Behandlungs-
zeitpunkt, der vor oder wahrend der ersten Schizontengeneration liegt,
wirksam ist. Ein wesentlicher Unterschied zur vorliegenden Studie bestand
allerdings in der wesentlich langeren Behandlungsdauer von mindestens
18 Tagen (DUBEY et al., 2001a). Ansatzpunkt zukiinftiger Untersuchungen
konnte die Verwendung hoherer Dosierungen sein, sodass ein
ausreichend hoher Wirkspiegel im Leberparenchym erreicht wird.
Dosierungen fir Tauben wurden bis 35 mg/kg KGW beschrieben
(VERCRUYSSE, 1990), sodass mit der verwendeten Dosierung noch nicht
die obere Grenze der therapeutischen Breite erreicht ist. Eine weitere
Mdglichkeit besteht in der Verlangerung des Behandlungsintervalls. Bei
Infektionen mit S. neurona wird Ponazuril, der Hauptmetabolit von
Toltrazuril, an 28 aufeinanderfolgenden Tagen verabreicht (FURR et al.,
2001). Eine &hnlich lange Behandlungsdauer konnte bei Infektionen mit
S. calchasi erforderlich sein. Allerdings muss bedacht werden, dass in
praxi Behandlungen in der Regel erst nach dem Auftreten klinischer
Symptomatik erfolgen, sodass sowohl langandauernde als auch prophy-
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laktische Behandlungen nach bekanntem Infektionszeitpunkt eher von
theoretischer Natur sind. Schlie3lich kénnte auch die Verwendung anderer
Wirkstoffe zur Identifizierung eines geeigneten Therapeutikums gegen
Infektionen mit S. calchasi beitragen. Fir den Wirkstoff Primaquin sowie
die Wirkstoffkombination Sulfonamid/Pyrethamin konnte z. B. eine thera-
peutische Wirksamkeit gegen S. muris bei Mausen festgestellt werden
(ROMMEL et al., 1981).

Solange jedoch keine wirksame Behandlung gegen S. calchasi bekannt
ist, stehen bei der Bekdmpfung des Parasiten insbesondere prophylak-
tische MaRnahmen im Vordergrund. Hierzu zahlt vor allem die Verhin-
derung des Eintrags von potentiell mit Sporozysten kontaminiertem
Habicht- bzw. Sperberkot in die Aufl3envolieren von Tauben und Papa-
geienvogeln. Dies kann durch eine Bedachung der Volieren erreicht
werden. Der Ausschluss des Zugangs der Endwirte zu den Haltungs-
einrichtungen der Zwischenwirte hat sich bereits bei anderen Sarkozysten-
spezies als wirkungsvolle MaRnahme zur Vermeidung von Neuinfektionen
erwiesen. So konnten beispielsweise bei Papageienvigeln erneute
Krankheitsfalle durch S. falcatula durch Elektrozéune, die das Eindringen
von Opossums in die Volieren unterbanden, verhindert werden (CLuss
und FRENKEL, 1992). AuBerdem ist durch eine gezielte Insekten-
bekampfung die Méglichkeit der Ubertragung von Sporozysten uber
belebte Vektoren zu reduzieren (CLues und FRENKEL, 1992).

Um die Gefahr durch eingetragene S. calchasi-Sporozysten zu
minimieren, sollte eine regelmaflige Reinigung und Desinfektion der
Volieren erfolgen. Als wirksame Desinfektionsmalinahmen gegen
Sarcocystis-Sporozysten sind derzeit lediglich das Aufbringen von
100%igem Ammoniumhydroxid sowie eine thermische Exposition (> 60 °C
fur > 1 min bzw. 55 °C fir > 15 min) bekannt (Duskey et al., 2002). Obwohl
deren Wirksamkeit gegen Sarcocystis-Sporozysten nicht belegt ist, kann
weiterhin von einer Wirksamkeit der Desinfektionsmittel ausgegangen
werden, die laut der Desinfektionsmittelliste der Deutschen Veterindr-
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medizinischen Gesellschaft (DVG) gegen Eimeria tenella wirksam sind
(DVG, 2015).

Eine aktive Immunisierung der Zwischenwirte konnte durch einmalige oder
wiederholte Applikationen geringer Sporozystendosen u. a. von S. cruzi
(FAYER und DuBEey, 1984), S. tenella (FOrD, 1985) und S. miescheriana
(ScHNIEDER und RomMEL, 1983) erzielt werden. Dennoch erscheint dies
bei S.calchasi mit erheblich Risiken verbunden, da bereits geringe
Infektionsdosen (100 Sporozysten pro Taube) zu einer neurologischen
Symptomatik fihren (OLias et al.,, 2010a). Eine zeitweise in den USA
zugelassene Inaktivatvakzine gegen S. neurona wurde mittlerweile wieder
vom Markt genommen, da eine Wirksamkeit nicht hinreichend hatte belegt
werden konnen und die Impfung eine eingeschrankte Aussagekraft
diagnostischer Tests zur Folge hatte (WITONSKy et al.,, 2004). Eine
mogliche Option einer zukiinftigen Vakzinierung der Zwischenwirte gegen
S. calchasi besteht in der Applikation mittels UV-Licht attenuierter
Sporozysten. Diese Methode der aktiven Immunisierung hatte bei Schafen
zur Ausbildung abnormaler Zysten und zu einer protektiven Immunitat
nach Belastungsinfektion mit S. tenella gefiihrt (ABDEL-BAKI et al., 2009).

Aufgrund der schatzungsweise hohen Pravalenz in den Endwirten (OLIAS
et al., 2011) und der vermutlich weltweiten Verbreitung (WUNSCHMANN et
al.,, 2011), sollte S. calchasi bei unspezifischen Allgemeinerkrankungen
und insbesondere bei neurologischer Symptomatik bei Tauben und
Papageienvogel als wichtige Differenzialdiagnose beachtet werden. Eine
rasche Diagnose ermdglicht es, gezielte vorbeugende Malinahmen gegen

Neuinfektionen von den noch nicht infizierten Tieren ergreifen zu kénnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Der protozodre Parasit Sarcocystis calchasi (Stamm: Apicomplexa) ist
Erreger der Pigeon Protozoal Encephalitis (PPE), einer biphasischen
Erkrankung mit neurologischer Symptomatik bei Haustauben. Trotz
hochgradiger entziindlicher Veranderungen im Gehirn wurden bislang nur
vereinzelt Stadien des Parasiten in Assoziation mit den L&sionen identi-
fiziert und die Ursache der Enzephalitis ist weiterhin unbekannt. Mit der
vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die bei der Infektion mit
S. calchasi auftretende Enzephalitis in Zusammenhang mit bestimmten
Stadien des Lebenszyklus des Parasiten steht und ob sich daraus Hin-
weise fur die Pathogenese der Enzephalitis ergeben. Hierzu wurden 45
Tauben mit 200 S. calchasi-Sporozysten pro Tier oral infiziert und Uber
einen Zeitraum von 61 Tagen in Intervallen von 2 bis 10 Tagen wurden
jeweils 3 Tauben euthanasiert. Fur die Bestimmung des relativen Gehalts
an S. calchasi-spezifischer DNA wurde eine semiquantitative Real-time
PCR etabliert. Nachdem an Tag 2 und 5 p. i. S. calchasi in keinem der un-
tersuchten Organe nachgewiesen werden konnte, erfolgte an Tag 10 p. i.
der Nachweis von Schizonten in der Leber einer Taube. Es wurde gezeigt,
dass entziindliche Veréanderungen im Gehirn bereits ab Tag 20 p.i.
nachweisbar sind, d. h. etwa vier Wochen vor dem Auftreten der neuro-
logischen Symptomatik in der chronischen Phase der klinischen Erkran-
kung. Der Ausléser der granulomatésen Enzephalitis kann somit zeitlich
auf Stadien von S. calchasi begrenzt werden, die sich zu einem frilhen
Zeitpunkt nach Infektion ausbilden. Die bis zu Tag 20 p. i. auftretenden
und somit als Ausloser in Frage kommenden Stadien sind die an
Tag 10 p.i. nachgewiesenen Schizonten sowie unreife Zysten, die an
Tag 20 p. i. in Skelettmuskulatur und Myokard identifiziert wurden. Folglich
werden eine Neuroinvasion von Schizonten, die im vorliegenden Versuch
unterhalb der mikroskopischen Nachweisgrenze lag, Schizogonien, die
aulRerhalb des ZNS lokalisiert sind oder die Ausbildung friher, unreifer
Zysten als mdgliche Ausléser diskutiert. Eine immunvermittelte Patho-

genese im Sinne einer durch autoimmune Mechanismen hervorgerufenen
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Entziindungsreaktion erscheint wahrscheinlich, da sich kein Zusammen-
hang zwischen dem Schweregrad der Enzephalitis und der Anzahl der

muskuléren Zysten erkennen lief3.

Ferner wurde demonstriert, dass die S. calchasi-spezifische Real-time
PCR deutlich sensitiver als histologische Methoden (Histologie und
Immunhistochemie) ist. Nur in 75 % der mittels PCR positiv getesteten,
experimentell infizierten Tauben wurde ebenfalls ein histologischer Nach-
weis von Sarkozystenstadien erbracht. Die untere Nachweisgrenze der
PCR wurde mit 32 fg DNA/ul ermittelt. Bei der Uberpriifung der Spezifitat
wurde aus vier getesteten, nah verwandten Sarkozystenspezies (S. cal-
chasi, S. columbae, S. turdusi und S. falcatula) lediglich S. calchasi detek-
tiert. Somit erweist sich die Real-time PCR als sensitives und spezifisches
Verfahren zum Nachweis einer Infektion mit S. calchasi.

Weiterhin sollte die Empféanglichkeit von Nymphensittichen fur S. calchasi
untersucht werden. Hierbei sollte der Nymphensittich stellvertretend fur
andere, teilweise in ihren Bestanden bedrohte Arten der Ordnung Psittaci-
formes betrachtet werden. Hierfir wurden zehn Nymphensittiche mit unter-
schiedlichen Infektionsdosen (102 bis 3 x 10° S. calchasi-Sporozysten pro
Tier) infiziert. Das klinische und pathologische Bild der sich daraufhin ent-
wickelten Erkrankung wies groRe Ahnlichkeiten zur PPE der Tauben auf.
Der Nymphensittich wurde somit experimentell als Zwischenwirt von
S. calchasi bestatigt. Es wurde jedoch hinsichtlich des klinischen Verlaufs
und der Schwere der Lasionen im Gegensatz zur Erkrankung bei den
Tauben keine Abhangigkeit von der Infektionsdosis festgestellt. Dies lasst
auf eine fehlende Adaptation der Nymphensittiche, d. h. ein evolutionar
junges Wirts-Parasit-Verhéltnis schlieRen. Insgesamt deutet die Empféng-
lichkeit des Nymphensittichs als Vertreter der Ordnung Psittaciformes auf

ein potentiell weites Zwischenwirtsspektrum von S. calchasi hin.

SchlieBlich sollte die Wirksamkeit von Toltrazuril gegen S. calchasi in der
Taube evaluiert werde. Neun Tauben wurden mit 400 S. calchasi-Sporo-

zysten pro Tier infiziert. Jeweils drei Tauben wurden wahrend der akuten
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Phase an Tag 10 p. i., etwa zehn Tage vor der chronischen Phase an Tag
40 p.i. und bei Einsetzen der neurologischen Symptome mit Toltrazuril
behandelt. Die Wirksamkeit konnte in der angewandten Dosierung (25
mg/kg KGW an zwei aufeinanderfolgenden Tagen) zu keinem der unter-
suchten Zeitpunkte belegt werden. Somit existiert bislang kein Wirkstoff,
dessen therapeutische Wirkung gegen S. calchasi nachgewiesen ist.
Prophylaktische MalRnahmen zur Verhinderung von Neuinfektionen stehen
bei der Bekdmpfung von S. calchasi in Tauben- und Papageienbestédnden

weiterhin im Vordergrund.
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7 SUMMARY

The apicomplexan parasite Sarcocystis calchasi is the causative agent of
Pigeon Protozoal Encephalitis (PPE), a biphasic, neurologic disease in
domestic pigeons. Despite severe inflammatory lesions in the brain,
associated parasitic stages have only rarely been identified and the cause
of the encephalitis remains obscure. The aim of the present study was
therefore to investigate if the encephalitis is associated with certain stages
of the parasite’s life cycle and if this provides evidence on the
pathogenesis of the encephalitis. Forty-five pigeons were orally inoculated
with 200 S. calchasi sporocysts each and euthanized in groups of three
pigeons at intervals of 2 to 10 days over a period of 61 days. In order to
evaluate the relative amount of S. calchasi-specific DNA a semi-
quantitative real-time PCR was established. At 2 and 5 days post infection
(dpi), S. calchasi was not detected in any of the investigated organs but at
dpi 10, schizonts were identified in the liver of one pigeon. It was demon-
strated that inflammatory lesions in the brains of the pigeons appeared at
dpi 20 which is approximately four weeks earlier than the onset of
neurological signs during the chronic phase of the clinical disease. The
trigger of the granulomatous encephalitis can be limited to stages of
S. calchasi that appear early after infection. The stages that appeared until
dpi 20 and thus may serve as triggers were schizonts which were detected
at dpi 10 and immature sarcocysts which were identified in skeletal muscle
and myocardium at dpi 20. Consequently, neuroinvasion of schizonts that
was below the detection limit of microscopic techniques in the present
study, schizogony located outside the CNS, or the formation of early
immature sarcocysts are discussed as possible triggers. An immune-
mediated pathogenesis in terms of an inflammation by autoimmune
mechanisms seems very likely since an association between the severity
of the encephalitis and the number of muscular sarcocysts was not

recognized.
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It was also demonstrated that the S. calchasi-specific real-time PCR is
more sensitive compared to histologic methods (histology and immune-
histochemistry). Stages of S. calchasi were detected by histology in only
75 % of experimentally infected pigeons which were tested positive by
PCR. The lower detection limit was determined as 32 fg DNA/ul. When
testing four closely related Sarcocystis species (S. calchasi, S. columbae,
S. turdusi, and S. falcatula) only S. calchasi was detected. Thus, the real-
time PCR was demonstrated to be a sensitive and specific method for the
detection of an infection with S. calchasi.

Furthermore, the susceptibility of cockatiels for S. calchasi was investi-
gated. The cockatiel was chosen as representative for other endangered
species of the order Psittaciformes. Therefore, ten cockatiels were experi-
mentally infected with various doses of S. calchasi sporocysts (102 to
3 x 10° sporocysts). Clinical signs and pathologic lesions of the developing
disease resembled PPE of pigeons in many aspects. Thus, the cockatiel
was experimentally confirmed as intermediate host of S. calchasi.
However, the clinical course and the severity of lesions were more diverse
compared to PPE in pigeons and independent of the infectious dose. This
indicates an insufficient adaption of the cockatiel, i.e. an evolutionary
young parasite-host-relationship. Altogether, the results suggest a broad
intermediate host spectrum of S. calchasi.

Finally, the efficacy of toltrazuril against S. calchasi was evaluated. Nine
pigeons were inoculated with 400 S. calchasi sporocysts and three
pigeons each were treated with toltrazuril during the acute phase at dpi 10,
approx. 10 days before the chronic phase at dpi 40 and at the onset of
neurologic signs. With the applied dosage (25 mg/kg body weight on two
consecutive days), toltrazuril was demonstrated to be not effective against
S. calchasi at any investigated time. Since currently an effective
medication against S. calchasi is not available, prevention remains the
most important factor for protecting pigeon and psittacine flocks from
threads posed by S. calchasi.
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Anhang I: Avidre Sarcocystis spp.

Tabelle 15: Sarcocystis spp. mit aviarem Zwischenwirt

Sarcocystis - | Endwirt Zwischenwirt Literatur
Spezies
S. accipitris Habicht Kanarienvogel CERNA und
(Accipiter gentilis) (Serinus canaria) KVASNOVSKA, 1986
S. albifronsi | Polarfuchs WeiBwangengans KUTKIENE et al.,
(Alopex lagopus) (Anser albifrons) 2012b
S. alectori- Mausebussard Chukarhuhn PAK et al., 1989
buteonis (Buteo buteo) (Alectoris chukar)
S. alectori- Rotfuchs Chukarhuhn PAK et al., 1989
vulpes (Vulpes vulpes), (Alectoris chukar)
Steppenfuchs
(Alopex corsac)
S. ammo- n. b. Wachtelammer ODENING, 1998
drami (Ammodramus
humeralis)
S. anasi n. b. Stockente KUTKIENE et al.,
(Anas platyrhynchos) | 2012b
S. aramidis n. b. Saracuraralle ODENING, 1998
(Aramides saracura)
S. calchasi Habichtartige (A. Haustaube (Columba | OLIAS et al., 2009a
gentilis, A. nisus) livia f. domestica)
S. colii n. b. Rotziligel-Mausvogel ODENING, 1998
(Urocolius indicus)
S. columbae | Habichtartige (A. Ringeltaube OLIAS et al., 2010c
gentilis, A. nisus) (Columba palumbus)
S. cornixi n. b. Aaskrahe KUTKIENE et al.,
(Corvus cornix) 2008
S. corvusi n. b. Dohle PRAKAS et al.,
(Corvus monedula) 2013
S. falcatula Opossums Passeri-, Columbi-, Box et al., 1984,
(D. virginiana, Psittaci- und WUNSCHMANN et
D. albiventris) Falconiformes al., 2010
S. garzettae | n. b. Seidenreiher ODENING, 1998
(Egretta garzetta)
S. horvathi Hund Haushuhn (Gallus WENZEL et al.,
(Canis familiaris) gallus f. domesticus) 1982
S. jacarinae | n. b. Jacariniammer ODENING, 1998

(Volatinia jacarina)
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. Palmtaube (Strepto- KAISER und
S. kaiserae n. b. pelia senegalensis) MARKUS, 1983
. Prélatfasan (Diardi- | 5 0 o o1 1908,
S. kirmsei n. b. gallus diardi), Beo
o ODENING, 1998
(Gracula religiosa)
S, lari n b Mantelmowe PRAKAS et al.,
) T (Larus marinus) 2014
. . Sudamer. Wellensittich (Melo- DuUBEY et al.,
S. lindsayi Opossum sittacus undulatus) 2001d
(D. albiventris) P
Mauseb d
S. nontella n. b. ausebussar ODENING, 1998
(Buteo buteo)
Grinbiirzel-
S. oliverioi n. b. Sperlingspapagei ODENING, 1998
(Forpus passerinus)
Waldohreul
S. otus n. b. a. ohreuie KRONE et al., 2000
(Asia otus)
Hund Fasan
S. peckai . I ) PECKA, 1988
P (Canis familiaris) (Phasanus colchicus)
S phoe.r.u- n. b. Zyvergflammgo (Phoe- ODENING, 1998
conaii niconaias minor)
S. sulfuratusi | n. b. Fischertukan (Ram- | o o o) al., 2004
phastos sulfuratus)
L Streifenskunk .
S. rileyi (Mephitis mephitis) Anseriformes DuBEY et al., 2003
S. seto- 0 b, Schnappenmalegnger ODENING, 1998
phagae (Setophaga ruticilla)
S. I- N
spa n. b. Ciconiiformes ODENING, 1998
dingae
Amsel KUTKIENE et al.
S. turdusi n. b. '
(Turdus merula) 2012a
. Hun.d. ((Fams Haushuhn (Gallus WENZEL et al.,
S. wenzeli familiaris), Katze .
) gallus f. domesticus) 1982
(Felis catus)
WeiBwangengans
S wobeseri | n.b. (Branta leucopsis), KUTKIENE et al.,

Stockente
(Anas platyrhynchos)

2010a

n. b. = nicht bekannt
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Anhang Il: Reagenzien, Verbrauchsmaterial und

Gerate

II.I Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Il.I.l Reagenzien und Verbrauchsmaterial fir die im

chemische Farbung
ABC-Lb6sung:
Vectostain ABC Kit

Alkoholreihe:
Ethanol

Xylol z.A., chem solute

Antikorper:
Biotinylated Anti-Rabbit IgG (H+L)

Blockserum:
Goat Serum Donor Herd
Roti-Immunoblock

DAB-Substrat:
DAB-Puffertabletten

Eindeckmedium:

Kaisers Glyceringelatine

Hamalaun nach Mayer:

Hamatoxylin (Monohydrat) fiir die
Mikroskopie

Natriumiodat zur Analyse NalO3

Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat

(Kalialaun)
Chloralhydrate pure
Citronensaure-Monohydrat

munhisto-

Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Th. Geyer GmbH & Co KG, Renningen

Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA, USA

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
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Waschldsungen:
PBS tablets

(1 Tabl. auf 1.000 ml Aqua dest., pH 7,4
einstellen)

Triton X 100

Zitratpuffer:
0,1 M Zitronensaure
0,1 M Natriumcitrat

Sonstige Reagenzien:
Albumin, from bovine serum

Wasserstoffperoxid 30%

Verbrauchsmaterial:
SuperFrost*/Plus-Objekttrager
Coverplates

Medicago AB, Uppsala, Schweden

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Thermo Fisher Scientific Inc., Astmoor,
Runcorn, UK

Herstellung von Hamalaun nach Mayer:

19 Hamatoxylin
0,29 Natriumiodat
509 Kalialaun

1000 ml  Aqua dest.

Zu der Losung dazugeben:
509 Chloralhydrat
0,59 Citronenséure

Il.1.II Reagenzien und Verbrauchsmaterial fur die P CR

DNA-Isolieru ng:

DNeasy Blood & Tissue Kit
Ethanol absolute
Nuclease-Free Water
Stainless Steel Beads

Qiagen GmbH, Hilden
VWR International GmbH, Darmstadt
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
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Mastermix:
HotStarTag DNA Polymerase
KAPA SYBR FAST gPCR

dNTP Mix, 10 mM each

DNA-Aufreinigung:
GeneJET PCR Purification Kit

1-Propanol, ROTIPURAN

Agarose-Gelelektrophorese:
6x DNA Loading Dye

Agarose NEEO

GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder

TBE-Puffer:
TRIS
Borsaure krist.

Ethylendiamintetraessigséaure

Dinatriumsalz Dihydrat

Verbrauchsmaterial:
Filter Tip Universal 10-1000ul

PP-PCR-GefaR, NAT., 0,2ML,
Dunnwandig

SafeSeal Micro Tubes
Strip Tubes and Caps, 0.1ml

Herstellung von TBE-Puffer:

1,33 M TRIS

600 MM  Borsaure
100 mM  EDTA
5000 ml  Aqua dest

pH 8,8 einstellen, autoklavieren

Qiagen GmbH, Hilden

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Biotium Inc., Hayward, CA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich

Sarstedt AG & Co KG, Numbrecht
Qiagen GmbH, Hilden
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ILLIII Sonstige Reagenzien und Medikamente

Anti-Salmonella (A-67), omnivalent

Baycox® 2,5%
Buffered Peptone Water (ISO)
Formalin 37%ig (Formalin-Hydrat)

Isofluran-Actavis
Natriumchlorid-Lésung 0,9% WDT

38 g/l Natriumzitrat-2-hydrat

(in Aqua dest. gelost und autoklaviert)
PBS tablets

(1 Tabl. in 500 ml Aqua dest. geldst)

ILLIV Medien

Columbia-Agar-Fertigplatte mit
Schafblut

Gassner-Nahrboden-Fertigplatten

Rappaport-Vassiliadis (MSRV)
Medium Semisolid Modified

XLD-Agar

Sifin Institut fir Immunpraparate und
Nahrmedien GmbH, Berlin

Bayer Vital GmbH, Leverkusen
Oxoid Ltd., Basingstoke, UK
VWR International GmbH, Darmstadt

Actavis Deutschland GmbH, Langenfeld

Wirtschaftsgenossenschaft deutscher
Tieréarzte eG, Garbsen

Merck KGaA, Darmstadt

Life Technologies Corp., Darmstadt

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

bioMérieux Deutschland GmbH,
Nurtingen

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

II.1.V Sonstiges Verbrauchsmaterial

Coated Vicryl Plus 4-0
Deckglaser

Mikrotestplatte PS 96er System V-
Form, 0,3ml

Objekttrager, gebrauchsfertig,
gereinigt

Spritzenfilter FP 30/5,0 CN-S

Ethicon LLC, Guaynabo, Puerto Rico,
USA

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co
KG, Sondheim

Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co
KG, Sondheim

Schleicher&Schuell Bioscience GmbH,
Dassel
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Herstellung einer 1%igen Hiihnererythrozytensuspensi on:

Es werden 2 ml Natriumzitrat in ein Reagenzglas vorgelegt. AnschlieBend
werden aus der V. cutanea ulnaris superficialis (Fligelvene) eines klinikseigenen
SPF-Huhns 8 ml Blut entnommen. Nach vorsichtigem Schwenken wird das
Zitratblut zentrifugiert (5 min, 2.880 x g) und anschlieend das Plasma und der
Leukozytensaum abgenommen. Es folgt ein dreimaliges Waschen mit steriler
NaCl-Losung, bevor die Erythrozyten schlief3lich in NaCl-Losung im Verhéltnis
1:10 suspensiert und im Kihlschrank aufbewahrt werden. Die Gebrauchslésung
wird bei Bedarf frisch angesetzt, indem auf 1 ml der 10%igen Erythrozyten-
suspension 9 ml PBS gegeben werden.

II.1l Liste der bei den Versuchen verwendeten Gerat e

Automatische Pipetten:

Eppendorf Reference ®, 0,5-10pl Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf XPlorer®, 15-300ul Eppendorf AG, Hamburg
Pipetman®, P10, 1-10ul; P20, 2-20ul; Gilson International France S.A.S.,
P100, 20-100ul; P200, 50-200ul; Villiers-le-Bel, France

P1000, 200-1.000ul

Eindeckautomat:

Tissue Tek® VIP Sakura Finetek Germany GmbH,
Heppenheim

Geréte fir die Durchfuhrung der Elektrophorese:

Biometra Ti5 Biometra GmbH, Géttingen

Canon Power Shot G5 Whatman GmbH, Géttingen
Elektrophoresekammer Von Keutz Labortechnik, Reiskirchen
Unipack 250 Power Supply UniEquip GmbH, Planegg

Geréte fir die Durchfiihrung der PCR:

QIAcube Qiagen GmbH, Hilden

NanoDrop 2000c Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE, USA

PTC-200 Peltier Thermal Cycler MJ Research Inc, St. Bruno, Kanada

Rotor-Gene Q Qiagen GmbH, Hilden

Thermomixer Comfort Eppendorf AG, Hamburg

TissuelLyser LT Qiagen GmbH, Hilden



142

ANHANG

Mikroskope:
Axioskop
Leica DM 2500

Narkosegerat:

Isoflurane Vapor 19.3

Vortex-Schuttler:
REAX 2000

Werkbank:
Safeflow 1.2

Zentrifugen:
Hettich Universal 32R

Mikro20

Rotanta/T

Carl Zeiss AG, Jena

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar

Dragerwerk AG, Lubeck

Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
Schwabach

Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden

Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen

Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen

Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen
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Anhang lll: Protokoll der immunhistochemischen
Farbung

1. Deparaffinisierung in der absteigenden Alkoholre ihe

Tabelle 16: Protokoll der Deparaffinisierung und De  hydrierung

Reagenz Zeit Wiederholungen
Xylol 10 min 2
Ethanol 100% 3 min 2
Ethanol 96% 3 min 2
Ethanol 70% 3 min 1

2. Hemmung der endogenen Peroxidase
« 180 ml PBS und 20 ml Wasserstoffperoxid in grof3e Kuvette fillen
« Kivette mit Schnitten in die gro3e Kilvette platzieren, sodass die Objekt-
trager vollstandig mit Flussigkeit bedeckt sind

* 15 min auf den Magnetrihrer (300 rpm)

3. Spililen mit Aqua dest.

« Kivette mit Schnitten kurz in Bad mit Aqua dest. stellen

4. Demaskierung mit Citratpuffer
e 13,5ml Lésung A (0,1M Zitronensaure)
61,5 ml Losung B (0,1M Natriumcitrat)
7,5 ml Triton 5%
ad. 750 ml Aqua dest.
e Losung in Schale mit Siedeperlen fillen
e 12 min in Mikrowelle vorwarmen (600 Watt)
e Kivette mit Schnitten in die Schale geben
¢ 12 min in der Mikrowelle erhitzen (600 Watt)
« 15 min abkiihlen lassen bei Raumtemperatur

¢ Kuvette mit Schnitten in PBS Uberfiihren

5. Schnitte in Coverplates montieren
* nach Montage in den Coverplates diese 2-3 mal mit PBS + Triton 0,05%
auffullen
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6. Zugabe des Blockserum
e 4500 pl PBS + 500 pl Roti-Immunoblock ansetzen
¢ mit Ziegennormalserum im Verhaltnis 1:5 verdiinnen
e 90 pl pro Schnitt auf die Coverplates geben

e 30 min Inkubation bei Raumtemperatur

7. Aufbringen des Primérantikérper
* Primé&rantikorper (anti-ScB) mit PBS/BSA 2% verdiinnen (1:10.000)
e 90 pl pro Schnitt auf die Coverplates geben
* 90 pl des Negativkontrollserum auf den Negativkontrollschnitt geben
e Uber Nacht bei 4 °C inkubieren

8. Aufwarmen und Spllen
¢ 30 min bei Raumtemperatur aufwarmen lassen

« wahrenddessen dreimal spulen mit PBS + Triton 0,05%

9. ABC-L6sung ansetzen
e 1000 ul PBS
12 pl Reagenz A
12 pl Reagenz B

10. Aufbringen des Sekundarantikdrpers
* 5ml PBS + 75 pl Ziegennormalserum
« Sekundarantikdrper (Ziege-anti-Kaninchen-lgG) 1:200 mit PBS + Ziegen-
normalserum verdiinnen
e 90 pl pro Schnitt auf die Coverplates geben
* 30 min Inkubation bei Raumtemperatur
e 3 mal spulen mit PBS + Triton 0,05%

11. Zugabe der ABC-Ldsung
e 90 pl pro Schnitt auf die Coverplates geben

¢ 30 min Inkubation
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12. Inkubation des Substrats (DAB)

Schnitte aus Coverplates entfernen und in Aqua dest. zwischenlagern
200 pl Aqua dest + 4 Tabletten DAB auf Magnetrihrer (700 rpm)

nach Auflésung der Tablette Lésung in Kuvette filtrieren

10 ul Wasserstoffperoxid zugeben

Kivette mit Schnitten fir 8 min hineingeben

Schnitte zurlick in Aqua dest. Uberfiihren, welches anschlie3end durch
frisches Agua dest. zu ersetzen ist

10 min Inkubation bei Raumtemperatur

13. Gegenfarbung

Schnitte fur 2 min in Kiivette mit Hamalaun nach Mayer stellen
Schnitte in Kuvette mit Leitungswasser Uberfihren, Wasser wechseln
solange bis es klar bleibt

mind. 10 min Inkubation bei Raumtemperatur

14. Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe

Tabelle 17: Protokoll der Entwasserung

Reagenz Zeit Wiederholungen
Ethanol 70% 3 min 1
Ethanol 96% 3 min 2
Ethanol 100% 3 min 3
Xylol 3 min 2

15. Schnitte eindecken
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