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(= Engl. fur Tag/Tage nach Inokulation/Infektion)
Dyspnoe-Score/Dyspnoe-Scores (von 0 bis 1)

Enzyme immunoassay (= Engl. fur enzymgekoppelter Immuntest)
Enzyme-linked immunosorbent assay

(= Engl. fur Indirekter, enzymgekoppelter Immunadsorptionstest)
Englisch

et alii (= Lat. fur und andere)

Exposition, im Sinne von Expositionsdauer und -haufigkeit
Fumigaclavin A

Gamma-Globuline

Mittlere Erdbeschleunigung (g)



Verzeichnisse IX

GIT
GM
Histo
HP
h. p.i.

i V.
JLU
KbE
kg
KOH
Kon
KaLTl
KaRTI
KrLTI
KrRTI
KS
KVRAF

LAl
lat.
LD

Gramm

Gastrointestinaltrakt inklusive Speiserdhre
Galactomannan

histologische Untersuchung

Haptoglobin

hours post inoculation/infection

(= Engl. fur Stunden nach Inokulation/Infektion)
Histologische Scores
Infektionsdosis/Inokulationsdosis

Immunglobulin

Immunglobulin G

Immun-Hamagglutinationstest

inklusive

Institute for Pathology, Bacteriology and Avian Diseases, Ghent
University, Gent, Belgien

Institut fur Tierarztliche Nahrungsmittelkunde der Justus-Liebig-
Universitat Gielden, Professur fir Milchwissenschaften, Giel3en
intravenos

Justus-Liebig-Universitat

koloniebildende Einheiten

Kilogramm

Kaliumhydroxid

Konidien

kaudaler, linker, Thorakalluftsack

kaudaler, rechter, Thorakalluftsack

kranialer, linker, Thorakalluftsack

kranialer, rechter, Thorakalluftsack

Klinischer Score/Klinische Scores (von 0 bis 4)
Klinik far Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische
Liter

linker Abdominalluftsack

lateinisch

Letale Dosis



Verzeichnisse X

LDso Letale Dosis 50 %. Dosis, bei der 50 % der infizierten Individuen
sterben
Le Leber
Llu linke Lunge
LS Luftsack/Luftsacke
m?3 Kubikmeter
Max Maximum
Mean Arithmetisches Mittel/Durchschnittswert
Mi Milz
Min Minimum
min Minute/Minuten
ml Milliliter
pum Mikrometer
Morb Morbiditat
Mort Mortalitat
MRT Magnetresonanztomographie
MS mykologische Scores
Myko mykologische Untersuchung
n Anzahl, z. B. Tierzahl
Na Nase
NaCl Kochsalzlésung
n. Chr. nach Christi Geburt
Ni Niere
nm Nanometer
NK Negativkontrolle
PA Praalbumin
Patho pathologische Untersuchung
PBS Phosphate-buffered saline
(= Engl. fur phosphatgepufferte Salzldsung)
PCR Polymerase Chain Reaction (= Engl. fur Polymerase-Kettenreaktion)
PEP Proteinelektrophorese
Per Perikard
p. i. post inoculation/infection (= Engl. fir nach Inokulation/Infektion)

plaqueahnl. plaqueahnlich



Verzeichnisse

PPEP Plasma-Proteinelektrophorese

PS Pathologischer Score/Pathologische Scores (von 0O bis 3)
RAI rechter Abdominalluftsack

Range Spannbreite/Bereich zwischen Minimum- und Maximumwert
Rlu rechte Lunge

r's Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

SAA Serumamyloid A

SD Standard Deviation (= Engl. fur Standardabweichung)
SPEP Serum-Proteinelektrophorese

sp. Spezies (Singular)

spp. Spezies (Plural)

Std Stunde/Stunden

Sy Syrinx

SZT experimenteller Splenozytentransfer zwischen Individuen
Tr Trachea

u. a. unter anderem

V. a. vor allem

v. Chr. vor Christi Geburt

WGF Wright-Giemsa-Farbung

w. p. i. week/weeks post inoculation/infection

(= Engl. fur Woche/Wochen nach Inokulation/Infektion)
z. B. zum Beispiel

zit. n. zitiert nach
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1 Einleitung

Die Aspergillose ist eine der wichtigsten und bedeutendsten Erkrankungen bei
Vaégeln. Sie wird durch Schimmelpilze der Gattung Aspergillus spp. hervorgerufen,
wobei auch respiratorische Erkrankungen durch Schimmelpilze anderer Gattungen
(z. B. Penicillium spp. oder Mucor spp.) unter diesem Krankheitsbegriff
zusammengefasst werden (LATGE, 1999, O'MEARA UND WITTER, 1971). Meist in
Form einer Atemwegsmykose, doch teils auch in anderen Manifestationsformen,
wurde die Aspergillose bei verschiedenen Vogelarten beschrieben, wobei tropische
Papageien und Greifvdgel vergleichsweise haufig betroffen zu sein scheinen (ARNE
et al.,, 2011, BARTON et al., 1992, BEERNAERT et al., 2010, BROWN et al., 2008,
CONVERSE, 2008, KUNKLE, 2003, MORRISEY, 1998, PARKER, 2011, PERELMAN UND
KUTTIN, 1992, RICHARD et al., 1984, TEeLL, 2005, WALKER, 2012). Greifvogel
erkranken dabei sowohl in menschlicher Obhut (CooPER, 1969, JOSePH, 2000,
KEYMER, 1972, REDIG, 2007, VAN CUTSEM et al., 1989) als auch in freier Wildbahn
und sind dort neben den Wasservogeln als haufigste Vogelgruppe betroffen
(CONVERSE, 2008, REDIG, 1993).

Atemnot, Abmagerung, Stérungen des Allgemeinbefindens, zentralnervose
Symptome und Tod konnen sich im Verlauf der Erkrankung entwickeln und
Individuen von teils streng geschutzten Arten gefahrden (BAILEY, 2008, BEYAz et al.,
2008, CoON UND LoOcCKE, 1968, COOPER, 1973, FALANDYSZ UND SZEFER, 1983,
FORBES, 1991, FRANSON et al., 1996, HOFLE et al., 2001, JosepPH, 1996, 2000,
KALISINSKA et al., 2008, MIKAELIAN et al., 1997, NARDONI et al., 2006, O'MEARA UND
WITTER, 1971, OLIAS et al., 2010a). Pathognomonische Symptome der aviaren
Aspergillose fehlen allerdings und zusatzlich kann das klinische Bild zwischen
unterschiedlichen Vogelspezies stark variieren. Somit ist die Diagnosefindung
schwierig, erfordert ein gezieltes diagnostisches Vorgehen und meist eine
Kombination verschiedener Untersuchungsmethoden (FORBES et al., 1992, JONES
UND OROSZz, 2000, JOSEPH, 2000).

Die Pravalenz der Aspergillose variiert von Einzeltiererkrankungen bis zu
Bestandsproblemen mit Mortalitatsraten von 30 bis 100 Prozent (O'MEARA UND

WITTER, 1971). Generell werden ein chronischer und ein akuter Verlauf der aviaren
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Aspergillose unterschieden, wobei erstgenannter weitaus haufiger auftritt. Beide
Verlaufe konnen sich lokal begrenzt, aber auch generalisiert manifestieren (REDIG,
1993, REDIG, 2007). Die chronische Aspergillose wird dabei im tierischen
Organismus meist durch eine Kombination einer langfristigen Exposition mit
mykotischen Erregern, im Sinne einer ubiquitaren Hintergrundkonzentration, und
multiplen Cofaktoren hervorgerufen (KRAUTWALD-JUNGHANNS, 2011, 2012, KUNKLE,
2003, McMILLAN UND PETRAK, 1989, RICHARD, 1997). Im Gegensatz dazu kdnnen
bei der akuten Aspergillose urspringlich gesunde Tiere nach kurzzeitiger Exposition
mit einer sehr hohen Erregermenge erkranken (REDIG, 1993, REDIG, 2007).

Genauere Kenntnisse Uber die erforderliche Schimmelpilzsporendosis (minimale
Infektionsdosis) oder die erforderliche Expositionshaufigkeit und -dauer sind jedoch
weitestgehend unbekannt. Generell gibt es Uber die akute Aspergillose lediglich
vereinzelte klinische und pathologische Fallberichte und auch experimentelle
Studien wurden sehr limitiert und nur auf einzelne Vogelspezies beschrankt
durchgefuhrt (BEERNAERT et al., 2008, CHAUDHARY UND SADANA, 1988, GUMUSSOY et
al., 2004, O'MEARA UND CHUTE, 1959, RICHARD et al., 1981). Diese Studien hatten
uberwiegend zum Ziel, die Aspergillose experimentell sicher zu induzieren, um
nachfolgend Behandlungsmdglichkeiten oder spezifische Diagnostikverfahren zu
evaluieren (BEERNAERT et al., 2009a, BEERNAERT et al., 2009b, BEERNAERT et al.,
2009c). Eine minimale Infektionsdosis war hierbei jedoch nicht das Ziel der
Untersuchungen. Diese Studien zeigten jedoch, dass die erforderlichen Erreger-
dosen zur Induktion einer akuten Aspergillose zwischen verschiedenen Vogel-
gattungen und -familien stark variieren, sodass von der Empfindlichkeit einer
Gattung nicht auf die einer anderen geschlossen werden kann (ATASEVER UND

GUMUSsOY, 2004, GHORI UND EDGAR, 1973).

Unter den Greifvogeln scheinen Falkenspezies aus nordischen Regionen wie
Gerfalken (Falco rusticolus) und Merline (Falco columbarius) sowie deren Hybriden
besonders empfanglich fur eine Aspergillose zu sein (HEIDENREICH, 2013a, NALDO
UND SAMOUR, 2004, REDIG, 2007, SILVANOSE et al., 2006). Wissenschaftlich fundierte
Beweise dieser Hypothese fehlen allerdings bisher. Unabhangig von der
Speziesdisposition weisen einige Berichte bei Tauben und Hlihnern auch daraufhin,

dass juvenile Individuen empfindlicher gegenuber einer Aspergillose zu sein
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scheinen als adulte (AusTwick, 1969, BEERNAERT et al., 2008), doch auch hier fehlt
ein wissenschaftlicher Nachweis fur die Verhaltnisse bei Greifvogeln.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ermittlung einer minimalen Infektionsdosis von
A. fumigatus-Sporen zur Auslésung einer akuten Aspergillose bei Falken und die
Klarung der Frage, ob eine einmalige Inokulation einer definierten Sporenmenge
ausreicht, um eine akute Aspergillose in dieser Spezies auszuldsen. Dabei wurde
ein besonderer Fokus auf mogliche altersabhangige Unterschiede gelegt, indem
juvenile und immature Gerfalkenhybriden vergleichend untersucht wurden.
Hierdurch sollte nachfolgend die Formulierung von Haltungsempfehlungen fur
Grol¥falken und von Grenzwerten fur Schimmelpilzsporenexpositionen ermadglicht
werden, welche fur juvenile und adulte Individuen gleichsam Gultigkeit hatten.
Gleichzeitig sollte die wenig erforschte akute Aspergillose bei Grof¥falken
untersucht werden, um somit spezifische klinische Symptome sowie serologische,
pathologische, histopathologische und immunhistochemische Befunde zu ermitteln.
Dies sollte zuklnftig die Friherkennung und die Diagnostik der Aspergillose bei
Greifvogeln verbessern. Vor allem die Evaluation von modernen serologischen
Diagnostikmethoden, wie Serum-/Plasma-Proteinelektrophorese und die Messung
von Akute-Phase-Proteinen, Anti-Aspergillus-Antikorpern, Aspergillus-Antigenen
und Aspergillus-Toxinen, war Gegenstand dieses Forschungsvorhabens, um die
bestehenden diagnostischen Mdglichkeiten flir den praktizierenden Tierarzt zu

erweitern.
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2 Literaturubersicht

2.1 Falken

Falken gehoéren zu den Greifvogeln und bilden neben den Habichtartigen
(Accipitriformes), den Neuweltgeiern (Cathartiformes) und den Sekretaren
(Sagittariformes) eine eigenstandige Ordnung (Falconiformes). Die Ordnung
Falconiformes besteht aus einer Familie (Falconidae) mit 64 Arten, die in vier
Unterfamilien eingeteilt werden: die Karakaras (Caracarinae), die Lachfalken,
Waldfalken und Neuweltfalkchen (Herpetotherinae), die Zwergfalken
(Polihieracinae) und die echten oder eigentlichen Falken (Falconinae)
(FERGUSON-LEES UND CHRISTIE, 2001, 2009).

In der letztgenannten Unterfamilie Falconinae werden die 38 Spezies weiterhin
in Klein- und Grof¥falken eingeteilt, wobei sich die Groffalken zudem in
Wanderfalkenartige und Hierofalken (siehe 2.1.2) gliedern lassen.

Wahrend systematische Einteilungen der Vogel in der Vergangenheit vor allem
auf aulieren, morphologischen, karyologischen oder anatomischen Kriterien
beruhten (DE BOER, 1975, GRIFFITHS, 1994, HAFNER UND HAFNER, 1977, SOLTI,
1981), so werden gegenwartig molekularbiologische Verwandtschaftsanalysen
zur Uberprifung dieser Einteilung durchgefiihrt (SIBLEY, 1994). Dabei unter-
streichen Analysen von Chromosomen und des mitochondrialen Cytochrom b-
Gens die lang vermutete Diversitat der Falken von den Habichtartigen, den
Neuweltgeiern und den Sekretaren (NISHIDA et al., 2008, WINK et al., 1998).
Andererseits wird mittels Mikrosatellitenanalyse und DNA-Sequenzierung die
enge Verwandtschaft innerhalb der Gruppe der Hierofalken genetisch belegt
(NITTINGER et al., 2005, NITTINGER et al., 2007, WINK et al., 2004).

2.1.1 Bedeutung und Nutzung der GrofRfalken

Falken faszinieren die Menschen bereits seit Jahrtausenden. Sie wurden in
Agypten in Gestalt von Horus als wichtige Gottheit (Himmelsgott) und als Symbol
des Pharaos verehrt (BROCKHAUS, 1997b). Auch in der nordischen Mythologie
tragt die Gottin Freyja ein Falkengewand, wodurch sie fliegen kann (BROCKHAUS,
1997a).
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Diese Faszination teilten auch Naturbeobachter der Antike wie Aristoteles
(384 - 322 v. Chr.) (ARISTOTELES, 1783), Plinius (23 n. Chr.) und Aelianus
(2. Jh. n. Chr.) sowie Falkner aus verschiedenen Erdteilen, welche die Tiere
fingen, abrichteten und zur Jagd nutzten (GLASIER, 1998, SCHLEGEL UND VAN
WULVERHORST, 1999). Vermutlich leitet sich sogar der Begriff ,Beizjagd®, welcher
auch heute noch fur die Jagd mit Greifvogeln gebrauchlich ist und im
Mittelhochdeutschen ,Beiljagd“ bedeutete, von der Jagd mit Falken ab. Diese
toten ihre Beute namlich typischerweise durch einen Biss in den Hals. Kaiser
Friedrich 1l. von Hohenstaufen (1194 - 1250) beschreibt die Jagd mit Falken
ausfuhrlich in seinem Buch ,De arte venandi cum avibus“ (= aus dem
Lateinischen: ,Uber die Kunst mit Vogeln zu jagen®), wobei er den Gerfalken als
den hdchsten und edelsten Falken darstellt (CIESIELSKI, 2007, HENNS, 1970).
Ebenfalls detailliert werden bei Schlegel und Van Wulverhorst im 19. Jahrhundert
das Fangen, Zahmen und Trainieren (Abtragen) sowie die Beizjagd mit einzelnen
Falken, wie Gerfalken, Sakerfalken und Wanderfalken beschrieben (SCHLEGEL
UND VAN WULVERHORST, 1999). Dabei wird deutlich dargestellt, dass Falken, und
allen voran der Gerfalke, als sehr wertvoll galten und somit im Mittelalter und der
Renaissance ausschlielllich den hoéhergestellten Adligen und Klerikern zur
Beizjagd vorbehalten waren. Bei den Herrschern der asiatischen Steppenvolker
sowie bei den russischen Fursten galten v. a. Ger- und Sakerfalken als
Statussymbole, welche ab dem 10. - 11. Jahrhundert als wertvolle Mitgift und
politische Geschenke dienten (CIESIELSKI, 2007). Im Dritten Reich beauftragte
Reichsjagermeister Hermann Goéring eigens Expeditionen, um weil3e Gerfalken
fur ihn zu fangen (BARR, 2012). Der Fang von Ger- und Sakerfalken wurde auch
nach dem Zweiten Weltkrieg rege betrieben (BAR, 1997), bis diese Vogel ab der
Mitte der 1970er Jahre in menschlicher Obhut gezichtet wurden und ihre
Entnahme aus der Natur sukzessiv verboten wurde (CIESIELSKI, 2007). Jagdlich
wurden und werden Grof¥falken in verschiedenen Landern der Erde als ,Vogel
des hohen Fluges* zur Beizjagd auf fliegende Beutetiere (Flugwild) eingesetzt,
wobei man zwischen der Jagd von der Faust (Faustfalke) und der Jagd aus dem
hohen, kreisenden Segelflug (Anwarterfalke) unterscheidet (BRULL UND
TROMMER, 1997, GLASIER, 1998, SCHONEBERG, 2009). Vor allem in den
arabischen Landern ist dabei die Stellung der Jagdfalken und ihr Einsatz zur

Beizjagd unangetastet hoch (AL-TimiMI, 1897, REMPLE UND GROSS, 1993), was
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auch an der Wahl des Sakerfalken zum Nationalvogel der Vereinigten
Arabischen Emirate zu sehen ist.

Neben der Jagd werden Falken heute auch zur Offentlichkeitsarbeit und
Umweltbildung in zoologischen Einrichtungen, Tierparks, Greifvogelstationen
und Falkenhéfen gehalten (ScHwWARTZ, 2013).

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass sich die Nutzung und die hohe
Wertschatzung fur Grolfalken durch verschiedene Zeitalter und Kulturkreise bis
in die heutige Zeit ziehen. Hauptmotivation fur die heutige Falkenhaltung stellen
die Beizjagd und die Falkenzucht dar (siehe 2.1.3), wobei auch arten-
schitzerische und umweltpadagogische Aspekte eine Rolle spielen. Somit ist die
Haltung von Falken in menschlicher Obhut nach wie vor international bedeutend

und die Gesunderhaltung dieser Tiere von grof3em Interesse.

2.1.2 Hierofalkenartige

Hierofalken wurden 1901 von Kleinschmidt als Gruppe von langschwanzigen
Jagd- oder Edelfalken etabliert (KLEINSCHMIDT, 1901). Sie werden als mittelgrol3e,
schnelle, wendige und ausdauernde Verfolgungsjager von Voégeln und
Kleinsdugern im bodennahen Raum innerhalb der Grof3falken von den
kurzschwanzigeren und im Sturzflug jagenden Wanderfalken unterschieden
(BAUMGART, 1991). Die Bezeichnung Hierofalke leitet sich vom griechischen Wort
,hieros®, zu Deutsch ,stark, ab und entspricht nach heutigen Gesichtspunkten
keiner wissenschaftlichen Taxonomie. Vielmehr entspricht sie einem Formen-
kreis und damit einem polyphyletischen Verbund phanotypisch sehr ahnlicher
und die gleiche 6kofunktionelle Position einnehmender Spezies (BAUMGART,
2013). Zu den Hierofalken zahlen die Arten Gerfalke (Falco rusticolus),
Lannerfalke (F. biamicus), Luggerfalke (F. jugger) und Sakerfalke (F. cherrug),
welche genetisch sehr eng verwandt sind (NITTINGER et al., 2005, NITTINGER et
al., 2007, WINK et al., 2004). Als gemeinsames Merkmal haben die Jungvogel
dieser Spezies blau gefarbte Filfle, Nasenhaute und Augenlider, welche erst
spater gelb werden, wahrend sie bei Wanderfalkenartigen meist, wenn auch nicht
immer, bereits vom Schlupf an gelb gefarbt sind (MEBS UND SCHMIDT, 2014).
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Okofunktionell zahlen auch der nordamerikanische Prariefalke (F. mexicanus)
und der australische Rulfalke (F. subniger) zu den Hierofalken (BAUMGART,
1991, 2013), wobei genetische Analysen eher eine Zugehorigkeit zu den
Wanderfalkenartigen bescheinigen (SEiBOLD et al., 1993) und den Ausschluss
aus der Gruppe der Hierofalken nahelegen (NITTINGER et al., 2005, WINK et al.,
2007).

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden Hybriden aus Sakerfalken und
Gerfalken verwendet, da bei diesen eine hohe Empfindlichkeit gegentber
Aspergillose vermutet wird (BAILEY, 2008, Deem, 2003, FORBES, 1991,
HEIDENREICH, 2013a, JOSEPH, 2000, NALDO UND SAMOUR, 2004, REDIG, 1993,
REDIG, 2007). Es wurden keine Hybriden aus Gerfalken und Wanderfalken
gewahlt, da Wanderfalken eine vergleichsweise geringe Empfindlichkeit
gegenuber Aspergillose aufweisen sollen (MULLER, 2009). Zudem sind Hybriden
aus Saker- und Gerfalken haufig als Jagdvogel in den arabischen Landern und
in Europa anzutreffen, sodass sie reprasentativ fur die in Europa gezichteten
und weltweit genutzten Grol¥falken stehen kénnen. Auf diese beiden Arten, ihre

Zucht und Hybridisierung wird im Folgenden genauer eingegangen.

21.21 Sakerfalken (Falco cherrug)

Der Saker- oder Wirgfalke (Falco cherrug, GRAY 1834) kommt in zwei Unterarten
in einzelnen Regionen Mittel- und Stdosteuropas, Vorder- und Zentralasiens bis
in die Mongolei und nach China vor und besiedelt dort Wusten, Halbwusten,
Steppen, Hochgebirgsmassive und Waldgebiete (BARTHEL, 2011, BAUMGART,
1991). Die Tiere erreichen eine Korperlange von ca. 47 cm (Mannchen) bzw. ca.
55 cm (Weibchen), eine Spannweite von ca. 110 cm (Ma&nnchen) bzw. ca. 126 cm
(Weibchen) und ein Korpergewicht von 700 - 900 g (Mannchen) bzw.
970 - 1.300 g (Weibchen) (MEBS UND SCHMIDT, 2014). Adulte Tiere haben meist
eine helle, verschieden stark gezeichnete Unterseite und eine braune Oberseite
(siehe Abbildung 1 A), wobei verschiedene Farbmorphen von ganz hell bis ganz
dunkel auftreten konnen (BAUMGART, 1991, EASTHAM et al., 2002). Jungvogel sind

generell dunkler und weisen eine blaue Haut an den Fuf3en, der Nase
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(Wachshaut) und den Augenlidern auf (siehe Abbildung 1 B), die sich beim
adulten Tier gelblich farbt (MEBS UND SCHMIDT, 2014).

Sakerfalken erndhren sich Uberwiegend von tagaktiven Kleinsaugern, wie Gerbils
und Zieseln, sowie von kleinen bis mittelgroRen Voégeln, wie Tauben,
Krahenvogeln und kleineren Greifvogeln (CHAVKO et al., 2014, NEDYALKOV et al.,
2014, OBUCH UND CHAVKO, 1997, Puzovic, 2008).

P
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Abbildung 1: Braune Farbmorphe des Sakerfalken (Falco cherrug). Der Jungvogel (B) weist im
Vergleich zum Altvogel (A) noch blaue Fif3e und eine blaue Farbung an Nase und
Augenlidern auf.

Sie bruten in Felsnischen und verlassenen Nestern groRerer Vogel sowie
kinstlichen Nestboxen (CHAvkO et al., 2014, Puzovi¢, 2008). Die 3 - 6
geschlupften Jungvdgel befinden sich 48 - 50 Tage in der Nestlingsphase und
anschlieRend 4 - 6 Wochen in der Fuhrungsphase durch die Eltern
(Bettelflugphase) bis sie schlieldlich selbststandig werden (AucsT, 2001, MEBS
UND SCHMIDT, 2014).

Die Sakerfalkenbestande werden weltweit mit negativem Entwicklungstrend auf
12.800 - 30.800 adulte Individuen geschatzt, weshalb die Art von der
Internationalen Union far Naturschutz (IUCN = International Union for the
Conservation of Nature) als gefahrdet (endangered) eingestuft wird (BIRDLIFE
INTERNATIONAL, 2015a). Andere Zahlen bleiben mit einem Gesamtbestand von
860 Brutpaaren in der Westpalaarktis sogar noch weit hinter den [UCN-
Schatzungen zurick (MeEBS UND ScHMIDT, 2014). Als Grunde fur die
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Bestandsruckgange werden vor allem Lebensraumverarmung, schwindende
Nahrungsgrundlagen, wie abnehmende Zieselbestande, Horstplinderungen und

der illegale Vogelfang genannt (BAR, 1997).

21.2.2 Gerfalken (Falco rusticolus)

Der Gerfalke (Falco rusticolus, LINNE 1757) kommt zirkumpolar in den arktischen
Gebieten Eurasiens und Nordamerikas vor, wobei er in Island, Finnland,
Schweden, Norwegen, Russland, Kanada, Alaska und Gronland brutet (MEBS
UND ScHMIDT, 2014). Gerfalken sind die grofdten Vertreter der Familie Falconidae
und erreichen eine Korperlange von 50 - 60 cm, eine Spannweite von
110 - 115 cm (Mannchen) bzw. 120 - 128 cm (Weibchen) und ein Gewicht von
960 - 1.300 g (Mannchen) bzw. 1.400 - 2.000 g (Weibchen) (MEBS UND SCHMIDT,
2014). Es gibt drei Farbmorphen des Gerfalkens - eine dunkelbraun bis

schwarze, eine graubraune und eine weille (siehe Abbildung 2) (CIESIELSKI,

2007, JOHNSON UND BURNHAM, 2013, MEBS UND SCHMIDT, 2014).

Abbildung 2: Graue (A), weile (B) und schwarze (C) Farbmorphe des Gerfalken
(Falco rusticolus).

Gerfalken erndhren sich Uberwiegend von Schneehihnern (NIELSEN, 1999,
NYSTROM et al.,, 2005), obwohl! sie generell eine Vielzahl von Vogeln, v. a.
Wasservogel bis Ganse- und KranichgrofRe, und Kleinsauger wie Wuhlmause
und junge Schneehasen erbeuten kdnnen (BoomMs UND FULLER, 2003, NIELSEN
UND CADE, 1990). Wettergeschutzte Stellen in steilen Felswanden sowie
Baumhorste in der Waldtundra werden als Brutplatze genutzt (Boowms et al.,

2011, BURNHAM et al., 2009, CouLTON et al., 2013, MECHNIKOVA et al., 2010,
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OBsT, 1994). Die 3 - 4 Jungen befinden sich nach dem Schlupf 46 - 53 Tage in
der Nestlingsphase und anschlieBend 6 Wochen in der Bettelflugphase bis sie
selbststandig werden (JENKINS, 1978).

Die Bestande des Gerfalken werden in der Westpalaarktis auf ca. 1.020 - 1.765
Brutpaare (MEBS UND SCHMIDT, 2014) und weltweit auf 46.700 adulte Individuen
(BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2015b) geschatzt, weshalb die Art von der IUCN derzeit
als nicht gefahrdet (least concern) eingestuft wird, nachdem sie Ende der 1980er

Jahre noch als gefahrdet galt.

2.1.3 Zucht und Hybridisierung von GroRfalken

Die Zucht von Grof¥falken ist durch die bereits erwahnte, regional hohe
gesellschaftliche Bedeutung und die hohe Nachfrage im arabischen Raum in
Europa und Nordamerika wirtschaftlich bedeutend (KUSPERT et al., 1993). Zudem
ist die Zucht von Falken aus Grunden des Artenschutzes wichtig (BOND, 2006,
SAAR et al., 1983).

Neben einer artenreinen Nachzucht verschiedener Falkenarten werden einige
Arten, z. B. Ger- und Sakerfalken, auch zichterisch gekreuzt (hybridisiert)
(HEIDENREICH et al., 1993, HEIDENREICH, 2013c). Eine genetisch belegbare
Hybridisierung zwischen Ger- und Sakerfalken kann in der Natur ebenfalls
stattfinden (NITTINGER et al., 2007, SEIBOLD et al., 1993, WINK et al., 2004). So
scheint eine im zentralasiatischen Sajan- und Altaigebirge lebende
Falkenmorphe, welche zuvor als Altaifalke, als Altai-Gerfalke oder als Altai-
Sakerfalke (Falco altaicus) beschrieben wurde, das Resultat einer natirlichen
Hybridisierung zwischen Ger- und Sakerfalken darzustellen (ELLIS, 1995,
PFANDER, 1998). Die urspringliche Motivation fur eine zlchterische Hybridi-
sierung resultierte in den Anfangsjahren der Falkenzucht wohl aus der
mangelnden Verfugbarkeit von Zuchttieren (DURMAN-WALTERS, 1994). Ein
anderer Beweggrund konnte in der Umgehung strenger Schutzbestimmungen far
bestimmte, reine Greifvogelspezies liegen, wobei spater die vermeintliche,
zlchterische ,Verbesserung“ von Aussehen, Jagdeigenschaften oder Wesens-
merkmalen und eine dadurch erzielte Wertsteigerung als Motivation hinzukamen
(HEIDENREICH, 2013c). Neben Falkenhybriden aus natdrlicher Anpaarung
(MORRIS UND STEVENS, 1971) ermdglichte die Entwicklung der artifiziellen
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Insemination (TEMPLE, 1972) die einfache und gezielte Erzeugung von Hybriden
mit Ger- und Sakerfalken-Anteil (CADE UND WEAVER, 1976, HEIDENREICH et al.,
1993).

2.1.4 Potenzielle Disposition der Falken fiir Aspergillose

Greifvogel zahlen neben den Wasservogeln (u. a. Anatidae, Pelicanidae,
Laridae, Spheniscidae) zu den Vogelgruppen bei denen Aspergillosefalle am
haufigsten auftreten (CONVERSE, 2008, REDIG, 2007, REMPLE UND GROSS, 1993).
Unter den Greifvogeln gelten die Falkenspezies aus nordischen Regionen, wie
Gerfalken (Falco rusticolus), Merline (Falco columbarius) und deren Hybriden,
als besonders gefahrdet, gefolgt von Steinadlern (Aquila chrysaetos), Seeadlern
(Haliaeetus spp.), Rotschwanzbussarden (Buteo jamaicensis), Rauful3-
bussarden (Buteo langopus) und Habichten (Accipiter spp.) (BAILEY, 2008, DEEM,
2003, FORBES, 1991, HEIDENREICH, 2013a, JOSEPH, 2000, NALDO UND SAMOUR,
2004, REDIG, 1993, REDIG, 2007).

Diese potenziellen Speziesdispositionen sind jedoch in der Regel rein empirisch
und beruhen auf der Haufigkeit, mit der bestimmte Arten mit Verdacht auf
Aspergillose tierarztlich vorgestellt werden und bei denen eine Aspergillose
diagnostiziert wird (MARTEL, 2016). So wurde bei einer retrospektiven
Betrachtung von 1.516 Greifvogel- und Eulenpatienten einer amerikanischen
Greifvogelklinik aus den Jahren 1974 - 1979 in 51 Fallen, darunter in 4/9
Gerfalken (= 44 %), 0/19 Wanderfalken, 1/35 Prariefalken und 0/6 Lannerfalken
eine Aspergillose diagnostiziert (REDIG, 1980b).

Dabei wurde allerdings aulier Acht gelassen, dass bestimmte Spezies haufiger
in Menschenobhut gehalten oder haufiger in Auffangstationen gepflegt werden
als andere und dass speziesspezifische Anspriiche an Management-, Trainings-
und Haltungsbedingungen verschieden sein konnen. Letzteres kann unter
Umstanden in menschlicher Haltung nicht optimal realisiert werden (REDIG,
1980b).

Wissenschaftliche Studien, die eine spezifische Empfanglichkeit verschiedener
Vogelarten und damit eine belegbare Speziesdisposition untersuchen, gibt es bei
Greifvogeln bisher nicht und auch nur sehr vereinzelt in anderen Vogelfamilien.

So wurde, bezogen auf die Gesamtmortalitat und die Gewichtsverluste, bei
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experimentell infiziertem Wirtschaftsgefligel aus der Ordnung Galliformes eine
absteigende Empfindlichkeit von Wachteln, uUber Puten hin zu Huhnern
gegenuber Aspergillus fumigatus-Konidien festgestellt. Hierbei waren die
pathologischen Lasionen bei Puten schwerwiegender als die bei Wachteln und
Huhnern (GHORI UND EDGAR, 1973).

In der Studie erkrankten und starben Wachteln (67 % bzw. 93 %) deutlich
haufiger an Aspergillose als Puten (60 % bzw. 80 %) und Huhner (20 % bzw.
60 %), nachdem sie mit zwei unterschiedlich hoch konzentrierten Sporenaero-
solen uber die Luft einer Inhalationskammer exponiert wurden. Bei einer sehr
hohen Sporenkonzentration (so hoch, dass sie von den Untersuchern nicht mehr
zahlbar war) konnten allerdings statistisch keine Speziesunterschiede mehr
detektiert werden, da 95 % der Huhner und jeweils 100 % der Wachteln und
Puten innerhalb der ersten Woche nach Sporenexposition an einer Aspergillose
verstarben. In-vitro-Studien mit Trachealzellkulturen, die aus Eintagskiiken von
Huhnern, Wachteln, Enten und Puten gewonnen wurden, postulieren zudem
speziesspezifische Unterschiede in der zellularen Empfindlichkeit fur durch
Aspergillus spp. produziertes Aflatoxin B1. Diese nahm von Enten, Uber Puten
und Wachteln zu Hihnern hin ab (CoLWELL et al., 1973). Eine Studie an Hihnern
zeigt zudem Empfindlichkeitsunterschiede zwischen einzelnen Huhnerlinien auf
(FRIEND UND TRAINER, 1969). Bei Grol¥falken fehlen dhnliche Studien zu spezies-

oder gattungsspezifischen Empfanglichkeitsunterschieden ganzlich.

2.2 Aspergillose

Die Aspergillose zahlt mit zu den bedeutendsten und haufigsten Erkrankungen in
der Vogelmedizin, wobei Individuen verschiedener Vogelfamilien weltweit
betroffen sein konnen (BEERNAERT et al., 2010). Das klinische Bild der
Aspergillose variiert von Einzeltiererkrankungen bis hin zu Bestandsproblemen
mit hohen Mortalitatsraten (ARNE et al., 2011, BROWN UND REDIG, 1994, KUNKLE,
2003, O'MEARA UND WITTER, 1971, ZAFRA et al., 2008).

Ausgelost wird die Erkrankung durch Schimmelpilze der Gattung Aspergillus
spp., wobei haufig auch respiratorische Erkrankungen durch Schimmelpilze
anderer Gattungen (z. B. Penicillium spp. oder Mucor spp.) unter diesem

Krankheitsbegriff zusammengefasst werden (LATGE, 1999). Vor allem beim
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chronischen Verlauf der Erkrankung kénnen neben den Erregern selbst eine
Reihe begunstigender Faktoren eine Rolle spielen (siehe 2.2.3.2). Sowohl die
Erreger als auch die mdglichen Cofaktoren einer Aspergillose werden im

folgenden Kapitel behandelt.
2.2.1 Atiologie und Epidemiologie

2211 Schimmelpilze

Die Bezeichnung ,Schimmelpilz“ ist kein Begriff flr eine systematische Einheit
sondern ein Sammelbegriff fur Pilze mit ahnlichen Eigenschaften und
morphologischen Kriterien. Schimmelpilze sind zellkerntragende (eukaryotische)
Organismen mit Zellwanden aus dem Reich der Pilze (Fungi), die Chitosan,
Chitin und Beta-Glykane, aber kein Chlorophyll enthalten (BAUER UND
SCHWAIGER, 2011). Sie sind fadenformig (filamentos) und zeichnen sich durch die
Ausbildung von 2 - 10 ym breiten und bis zu einigen 100 ym langen Pilzfaden
(Hyphen) aus (BAUER UND SCHWAIGER, 2011). Hyphen kénnen durch Querwande
(Septen) unterteilt sein, wobei es sich dabei um eine Aneinanderreihung von
Einzelzellen handelt, welche durch eine zentrale Pore miteinander in Verbindung
stehen. AulBer diesem Hyphentypus gibt es auch querwandlose Hyphen, die
mehrkernige, fadenférmige, mitunter verzweigte Zellen darstellen, und solche,
die durch Einschnurungen stellenweise verengt und somit gegliedert sind (BAUER
UND SCHWAIGER, 2011). Die meisten Schimmelpilze bilden watte- bis mehlartige,
vielverzweigte, weille oder farbige Hyphen (Fruktifikation). Gemeinsam bilden
alle Hyphen ein Hyphengeflecht (Myzel), welches sich wiederum in ein
ernahrendes, ins Nahrmedium eindringendes Substratmyzel und ein oberhalb
davon entstehendes Luftmyzel unterteilen lasst (BAUER UND SCHWAIGER, 2011).

Schimmelpilze zahlen zur Gruppe der imperfekten Pilze (Deuteromycetes),
welche kaum oder keine sexuelle Befruchtung betreiben, sondern sich fast
ausschlieBlich durch asexuell gebildete Sporen (Konidien) und damit rein
vegetativ fortpflanzen (BAUER UND SCHWAIGER, 2011, MUCKE UND LEMMEN, 2004).
Die Konidien gehen aus einem dicht stehenden Feld von speziell umgebildeten,
saulenférmigen Hyphen (Konidiophoren oder Konidientragern) hervor, welche

aus einer vergrofRerten FulRzelle und einem blaschenférmigen Ende (Vesikel)
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bestehen. Auf dem Vesikel sitzen kurze, fertile Konidienmutterzellen (Sterigmen
oder Phialiden), welche allseitig ausstrahlen und fortwahrend Konidien
abschniren (BAUER UND SCHWAIGER, 2011, LATGE, 1999, MUCKE UND LEMMEN,
2004) (siehe Abbildung 3). Einige Arten weisen zwischen den Konidiophoren und
den Phialiden noch sogenannte Spitzsdulen (Metulae) auf. Die Form der
Konidiophoren und der Abschnirungsmechanismus der Konidien (Konidio-
genese) werden zur morphologischen Speziesdifferenzierung der Schimmelpilze
herangezogen. Konidien kdnnen aerogen transportiert und von Tieren inhaliert

werden und dann im tierischen Organismus auskeimen.
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Abbildung 3: Konidiogenese von A. fumigatus (enthommen aus MOORE D. et al., 2011).

Vertreter der Gattungen Aspergillus spp., Mucor spp. und Penicillium spp.
werden regelmaliig als Erreger von Systemmykosen bei verschiedenen Tierarten
beschrieben (BAUER UND SCHWAIGER, 2011). Beim Vogel sind dabei mit Abstand
am haufigsten Arten der Gattung Aspergillus spp. vertreten, weshalb sich im

Folgenden auf diese Gattung beschrankt wird.

22111 Gattung Aspergillus spp.

Schimmelpilze der Gattung Aspergillus spp. sind opportunistische und ubiquitar
vorkommende Bodensaprophyten, die in der Aulenwelt tote organische
Substanz nutzen und nach Inhalation im tierischen Organismus pathogenes und
angio-invasives Potential aufweisen kénnen (DAHLHAUSEN, 2006, KUNKLE, 2003).
Da sie fakultativ thermophil sind und ihr Temperaturoptimum zwischen 30 - 40 °C
(Wachstumsbereich 0 - 55 °C, Uberlebensfahig bis 70 °C) liegt, kdnnen sie sich
auch im Korperinneren von Saugetieren und Vogeln vermehren und dort die

Aspergillose verursachen (LATGE, 1999, MARTEL, 2016). Da Schimmelpilze der



Literaturtbersicht 16

Gattung Aspergillus sauerstoffabhangig (obligat aerob) wachsen, werden
bevorzugt beluftete Hohlorgane wie die Atemwege oder die Hautoberflachen
besiedelt, wobei auch tieferliegende Gewebeschichten befallen und mit Hyphen
durchsetzt werden kdnnen (BAUER UND SCHWAIGER, 2011).

Bei Vogeln wird mit Abstand am haufigsten die Spezies Aspergillus fumigatus als
Erreger isoliert, wobei in einigen Fallen auch A. flavus, A. niger, A. glaucus,
A. nidulans, A. terreus, A. clavatus, A. oryzae, A. ustus und A. versicolor
nachgewiesen werden (ARNE et al., 2011, BAILEY et al., 2005, BEERNAERT et al.,
2010, JONES UND ORoOsSz, 2000, MARTEL, 2016, NALDO UND SAMOUR, 2004). So
wiesen im Rahmen eines 16-wochigen Surveillance-Programmes flr
Aspergillose 17 von 32 (55 %) pathologisch untersuchten Puten A. fumigatus mit
insgesamt 114 verschiedenen lIsolaten auf (LAIR-FULLERINGER et al., 2003).
Zudem wurden aus verschiedenen Wildvogeln in 45/68 Aspergillosefallen
A. fumigatus, in 3/68 Fallen A. flavus und 1/68 Fallen A. nidulans isoliert
(AINSWORTH UND REWELL, 1949). Auch bei 101 pathologisch untersuchten,
juvenilen Weillstorchen stellte A. fumigatus mit 48,9 % die am haufigsten aus
entzindlich veranderten Lungen isolierte Schimmelpilzart dar (OLiAs et al.,
2010a). Zudem wurde A. fumigatus bei wildlebenden Habichten aus 26 von 49
(53 %) Trachealabstrichen sowie bei allen pathologisch und histologisch
bestatigten Aspergillosefallen nachgewiesen (REDIG et al., 1980). Insgesamt wird
die Haufigkeit der im Zuge der aviaren Aspergillose isolierten Schimmel-
pilzspezies fur A. fumigatus mit 95 % angegeben (TELL, 2005), weshalb im

Folgenden ausschlieRlich auf A. fumigatus Bezug genommen wird.

2.21.1.1.1 Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus wurde von Fresenius erstmals im 19. Jahrhundert aus
menschlichen Lungen und aus den Atemwegen einer Groldtrappe (Otis tarda)
des Frankfurter Zoos isoliert und nachfolgend beschrieben (FRESENIUS, 1863).
Es ist die Schimmelpilzart mit dem gréten pathogenen Potential, die schwere
Mykosen, Allergien und Intoxikationen hervorrufen kann (LATGE, 1999, MUCKE
UND LEMMEN, 2004). Dies konnte auch bei Infektionsversuchen mit Puten gezeigt
werden, in welchen nach Infektion mit A. fumigatus eine signifikant hohere
Mortalitat und deutlichere Lungenlasionen festgestellt wurden als durch A. flavus
(RICHARD et al., 1981, RICHARD et al., 1984). Gleichzeitig ist A. fumigatus der
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haufigste ubiquitare Schimmelpilz, der aerogen transportierbare Sporen bildet
(MULLINS et al., 1976, MULLINS et al., 1984).

Aspergillus fumigatus kann morphologisch bestimmt werden (TAYLOR, 2006).
Mikroskopisch sind die dunkelblau-grin bis schwarz gefarbten, 2,0 - 3,5 uym
durchmessenden Konidien sichtbar, die in Ketten aneinandergereiht, basipetal
aus einem dicht stehenden Feld von saulenformigen, grinen, 5 - 9 ym langen
und 2 - 3 um breiten Phialiden auf 15 - 30 ym durchmessenden Vesikeln
hervorgehen (LATGE, 1999, MARTEL, 2016, MUCKE UND LEMMEN, 2004). Metulae
fehlen bei A. fumigatus zwischen den Konidientragern (Konidiophoren) und den
Konidienmutterzellen (Phialiden). Auf Nahrmedien wie dem Sabouraud Dextrose
Agar (SAB) sind die makroskopisch sichtbaren Pilzkolonien ebenfalls grinlich
gefarbt (siehe Abbildung 4). Auf Grund der charakteristischen Form der
Konidienabschnirung werden Pilze der Gattung Aspergillus spp. auch als

Gieltkannenschimmel bezeichnet (siehe Abbildung 4).

Abbildung 4: Links: Kulturelle Anzucht von Aspergillus fumigatus auf einem Sabouraud Dextrose
Agar. Rechts: Hyphe (1) mit Konidiophore (2), Phialiden (3) und sich
abschnirenden Konidien (4) von Aspergillus fumigatus nach Anfarbung mit
Lactophenolblau. Wegen der Form der Konidienabschnirung wird Aspergillus spp.
als GieRkannenschimmel bezeichnet (20x (links) 1000x (rechts) VergréRerung,
Breite des MaRstabsbalkens 20 pm).
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2.2.2 Pathogenese

Den Hauptinfektionsweg der Aspergillose beim Vogel stellt die Inhalation von im
Entwicklungszyklus der Schimmelpilze gebildeten und aerogen transportierten
Sporen (Konidien) dar (NARDONI et al.,, 2006, WERNERY et al.,, 2004b). In
selteneren Fallen fuhrt der direkte Kontakt mit A. fumigatus zu lokal
manifestierten Infektionen des Auges (BECKMAN et al., 1994, HOPPES et al., 2000)
oder der Haut (ABRAMS et al., 2001, STOUTE et al., 2009, SUEDMEYER et al., 2002).
Daneben sind alimentar aufgenommene Konidien und Toxine eher zu
vernachlassigen, da sie nach Ingestion vornehmlich zum Krankheitsbild der
Mykotoxikose, nicht aber zu einer respiratorischen Aspergillose fuhren (CHUTE et
al., 1965). Eine Erregerubertragung von Tier zu Tier oder eine Pilzausscheidung
Uber Se- und Exkrete wird weitestgehend ausgeschlossen (BEERNAERT et al.,
2010, CONVERSE, 2008).

Inhalierte Konidien kdnnen zu einer Besiedlung und Infektion des Atemtraktes
fuhren, wenn sie nicht zuvor durch das Immunsystem inaktiviert werden (LATGE,
1999, MAINA UND COWLEY, 1998, TELL, 2005, VAN WAEYENBERGHE et al., 2012b).
Far die Infektion scheint es begunstigend zu sein, dass Vogel im Vergleich zu
Saugetieren eine hohere Korpertemperatur aufweisen und weniger anatomische
und zellulare Barrieren fur die Schimmelpilzkonidien haben (MARTEL, 2016). So
finden sich nur sehr vereinzelt hochprismatische Zilienzellen im respiratorischen
Epithel und es fehlen eine Epiglottis und ein Zwerchfell, wodurch kaum
Filterwirkung besteht bzw. kein effektiver Hustenreflex erfolgen kann (TELL,
2005). Zusatzlich scheint der einseitig gerichtete Luftstrom in der Lunge parallel
zum bidirektionalen Luftstrom in den Luftsacken eine Beseitigung von inhalierten
Konidien zu erschweren (FEDDE, 1998, TOTH, 2000). Ein weiterer begunstigender
Faktor ist, dass Vogel einen sehr geringen Gehalt an respiratorischen
Makrophagen besitzen (MAINA, 2002). Die stattdessen vorliegenden heterophilen
Granulozyten gelten zudem als weniger effektiv als die neutrophilen
Granulozyten von Saugetieren, da sie mit weniger wirksameren Hydrolasen,
Lysozymen und kationischen Proteinen anstelle von Myeloperoxidasen und
Oxidasen arbeiten (HARMON, 1998, KLIKA et al., 1996, NGANPIEP UND MAINA,
2002). Allerdings wurde gezeigt, dass die vergleichsweise geringere Anzahl

respiratorischer Makrophagen die inhalierten Konidien zu groflen Teilen
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phagozytieren und dadurch unschadlich machen kénnen (MAINA UND COWLEY,
1998, MAINA, 2002, RICHARD et al., 1981, VAN WAEYENBERGHE et al., 2012b).
Jedoch ist von Laborsaugertieren bekannt, dass einige Konidien auch innerhalb
von Makrophagen auskeimen, diese dadurch schadigen und somit der eigenen
Phagozytose entgehen kénnen (BEHNSEN et al.,, 2007, Kurup, 1984). Ein
Auskeimen von A. fumigatus Konidien konnte in 5 % der respiratorischen
Makrophagen von Tauben beobachtet werden, wodurch diese zytotoxisch auf die
Makrophagen wirkten und sich dann frei im Zytoplasma entwickeln konnten (VAN
WAEYENBERGHE et al., 2012b). Bei der Entstehung der Aspergillose wird eine
Uberlastung der Makrophagenkapazitat durch eine zu hohe Konidienmenge
angenommen (VAN WAEYENBERGHE et al., 2012b), wobei Parallelerkrankungen,
Stress oder andersartige Immunsuppressionen ebenfalls infektionsbegunstigend
wirken kdnnen. Zudem kénnen die von A. fumigatus gebildeten Mykotoxine, wie
das Mykotoxin T-2, die antimykotische Makrophagenaktivitat beeintrachtigen und
durch Initiation einer Stressantwort zur Verschlimmerung der Erkrankung fuhren
(L1 etal., 2013, Li et al., 2015).

Nicht-inaktivierte, ausgekeimte Konidien vermehren sich nach Beendigung der
Keimruhe (Dormanz) vegetativ durch mitotische Teilung im tierischen
Organismus. Sie verstoffwechseln dazu tierische Zellen und Gewebe und nutzen
diese zum Pilzhyphenaufbau (Primarstoffwechsel in der Trophophase am
Primarherd) (MOMANY UND TAYLOR, 2000, MUCKE UND LEMMEN, 2004). Aus
einzelligen Konidien entstehen so die mehrzelligen Hyphen. Mit der Umstellung
auf den Sekundarstoffwechsel (Idiophase), welche meist durch eine Verarmung
der Nahrmedien oder Veranderungen der Lebensbedingungen im Wirts-
organismus (z. B. pilzassoziierte Entziindungsprozesse) initiiert wird, bilden die
Hyphen am Primarherd Vermehrungsorgane (Konidiophoren mit Fulizelle,
Vesikel und Phialiden) und ein Luftmyzel (Fruktifikation), welches fortwahrend
Konidien abschnurt (MUCKE UND LEMMEN, 2004). Dabei scheint es einzigartig fur
die aviare Aspergillose zu sein, dass einige Aspergillus-Spezies neben den fir
Schimmelpilze typischen asexuellen Vermehrungsstadien (RICHARD et al., 1981,
STEDHAM et al., 1968) parallel auch seltene, sexuelle Vermehrungsstadien
innerhalb des aviaren Gewebes aufweisen (STEDHAM et al.,, 1968). Das

Vorhandensein kaverndser Luftsacke, die hohe Korpertemperatur der Vogel und
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eine hohe Empfindlichkeit des Organismus gegenulber haufig immunsuppressiv
und somit infektionsbegunstigend wirkenden Mykotoxinen wird als Begrundung
fur diese gunstigen Vermehrungsbedingungen im Vogelorganismus an-
genommen (DAHLHAUSEN, 2006, GEDEK, 2002, TELL, 2005, WERNERY et al.,
2004b).

Innerhalb des Vogelorganismus neu gebildete und nachfolgend auskeimende
Konidien konnen kontinuierlich innerhalb der Atemwege (per continuitatem)
gestreut werden, wobei auch eine Erregerverteilung durch Kontakt der
besiedelten Respirationsorgane zu angrenzenden Organen und Geweben (per
contiguitatem) maoglich ist (CAcciuTToLO et al., 2009, NARDONI et al., 2006).
Vornehmlich werden auf diese Weise Luftsacke und Lunge besiedelt, von denen
aus die Schimmelpilze in anliegende Organe und den gesamten Korper streuen
konnen (REDIG, 1993). Nach einem Einbruch in GefalRwande koénnen Pilz-
bestandteile, Hyphen oder Konidien zudem mit dem Blutstrom (hdmatogen)
verteilt werden (FEMENIA et al., 2007, HASEGAWA et al., 1971, RICHARD UND
THURSTON, 1983). Dabei kdnnen Herz, Gehirn, Knochenmark, Niere und andere

Gewebe besiedelt werden (BROWN et al., 2008, KUNKLE, 2003).

Die Wirkung der Schimmelpilze im tierischen Organismus und die im Zuge einer
Infektion aktivierten Abwehrmechanismen gegen diese Erreger sind die Ursache
fur die Entstehung typischer Aspergilloselasionen (MARTEL, 2016). Das
Auskeimen der Konidien fuhrt oft zur Zerstérung der befallenen Zelle
(Zellnekrose) (VAN WAEYENBERGHE et al., 2012b). Gewebsinvasionen von
Pilzhyphen fuhren zu Gewebsnekrosen sowie Plaqueformation und damit zur
Verlegung von luftleitenden Wegen (BEN-AMI et al., 2010, OGLESBEE, 1997).
Zudem fordern die von Aspergillen gebildeten Gliotoxine und die Oxalsaure
ebenfalls die Entstehung von Gewebsnekrosen (RICHARD et al., 1994, RICHARD
et al., 1996, RICHARD, 1997, TELL, 2005, WOBESER UND SAUNDERS, 1975). Doch
auch die Phagozytose durch Makrophagen oder Granulozyten als Abwehr-
reaktion des Korpers geht im Vogelorganismus meist mit starken, invasiven,
zelluldren und/oder mit granulomatésen Entzindungsprozessen einher
(BEERNAERT et al., 2010, O'MEARA UND WITTER, 1971, OGLESBEE, 1997). Diese
Entzindungslasionen kénnen auf wenige Bereiche wie die Trachea oder die

Syrinx beschrankt bleiben oder in multiplen Organsystemen vorkommen (SINGH
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et al., 1993, STROUD UND DUNCAN, 1982, VESELSKY et al., 1984). Zusatzlich zu
den Gewebsnekrosen und -lasionen konnen Mykotoxine (z. B. Aflatoxine) als
potente Giftstoffe bereits in kleinen Konzentrationen schadigend auf unter-
schiedliche Organsysteme wirken und vornehmlich die Funktionen von Niere und

Leber negativ beeinflussen (MoRI et al., 1998).

2.2.3 Verlaufsformen

Je nach Erregerausbreitung und Fortschreiten der Infektion unterscheidet man
klinisch den haufigeren und gut bekannten chronischen und den selteneren

akuten Verlauf der Aspergillose.

2.2.31 Akute Aspergillose

Bei der akuten Verlaufsform entwickelt sich eine Aspergillose innerhalb von
wenigen Tagen bis wenigen Wochen (3 - 14 Tage). Sie kann als Folge einer sehr
hohen Exposition mit Schimmelpilzsporen entstehen, welche die Kapazitat der
Makrophagen und ganzlich die Immunkompetenz des Vogels Uberlasten
(HEIDENREICH, 2013a, JONES UND OR0OSz, 2000, REDIG, 1980b, 2007). Was in
diesem Zusammenhang unter sehr hoher Sporenkonzentration zu verstehen ist,
bleibt oft unklar, da die Quantifizierung der inhalierten Konidienmenge in
klinischen Fallberichten meist fehlt. Es finden sich aber Angaben in Unter-
suchungen bei Steppenmdwen (Larus cachinnans micaellis), in denen acht
bestatigte Aspergillosefalle mit einer Pilzkonzentration von 450 - 525 kolonie-
bildenden Einheiten (KbE) pro Kubikmeter Luft in der Umgebung einer Auffang-
station auftraten (NARDONI et al., 2006). Eine weitere Studie, in der eine
Quantifizierung der Konidienmenge durchgefihrt wurde, betrifft einen Puten-
bestand mit hohen Verlusten durch akute Aspergillose. In diesem wurden
100.000 (1 x 10%) bzw. 2.500.000 Organismen (2,5 x 10°) pro Gramm
Einstreumaterial als Ausloser ermittelt (DYAR et al.,, 1984). In experimentellen
Studien an Eintagskiken von Huhnern, Wachteln und Puten waren Expositions-
dosen von 3.258 - 9.840 Sporen pro Kubikmeter Luft ausreichend, um eine
Aspergillose mit erhohter Mortalitat zu induzieren (GHORI UND EDGAR, 1973).

Hierzu wurden die Tiere Uber sechs Stunden mit sporulierten A. fumigatus
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Kolonien exponiert. In einer anderen Studie wurden bei Puten durch zehn-
minutige Exposition mit 72 mg/m*® bzw. 144 mg/m*® A. fumigatus-Sporen in
Inhalationskammern eine Mortalitdt von 50 % und deutliche Lungenlasionen
erzielt (RICHARD et al., 1981, RICHARD et al., 1984). Bei Falken gibt es lediglich
einzelne Fallbeschreibungen, in denen Tiere im Anschluss an eine erhohte
Sporenexposition durch Einstreuwechsel, Erntearbeiten, Kompostumschichtung
oder Volierenreinigung akut an einer Aspergillose verstarben (REDIG, 1980b,
2007). In diesen Berichten wurde jedoch nicht angegeben, wie hoch die
Sporenkonzentration in den jeweiligen Fallen war.

Unter natlrlichen Bedingungen kann eine hohe Schimmelpilzsporenexposition
im Zusammenhang mit Pilzwachstum in Futterresten (KHOSRAVI et al., 2008) und
Einstreumaterial (z. B. Stroh, Bagasse oder Heu), in Kompost, Exkrementen und
Abfall auftreten (DYAR et al., 1984, GLARE et al., 2014, HADRICH et al., 2013,
HUTON, 1966, MILLNER et al., 1977, REDIG, 1980b). Auch auf feuchten Béden oder
in Silagegruben (FRIEND, 1999) ist dies moglich. Heu und Stroh kdnnen dabei
betrachtliche Mengen an Pilzsporen von 10°- 10°® Sporen/g enthalten (GREGORY
UND LACEY, 1963, HACKING UND BLANDFORD, 1971, LACEY UND LACEY, 1964). In
der Umwelt entsteht ein erhéhter Schimmelpilzsporengehalt in der Luft oft, wenn
eine Uberschwemmung oder dhnliche Feuchtperioden von einer Trockenperiode
gefolgt werden (DYKSTRA et al., 1997, FRIEND, 1999, JOSEPH, 1996). Dadurch
scheint ein initiales Wachstum und eine anschlieBende Sporulation der

Schimmelpilze begunstigt zu werden.

Bei der akuten Aspergillose scheinen neben der Konidiendosis keine Immun-
suppression oder begunstigenden Cofaktoren zur Ausldosung der Erkrankung
notwendig zu sein (REDIG, 1980b, REDIG, 1993). Allerdings wird vermutet, dass
Stress, z. B. im Zusammenhang mit Fang, Transport, Training und Unterbringung
von Wildvogeln (AINSWORTH UND REWELL, 1949, FRIEND UND TRAINER, 1969,
REDIG, 1980b), oder eine fehlende Immunkompetenz bei sehr jungen Individuen,
den klinischen Verlauf erschweren kénnen (OLIAS et al., 2010a, ReDIG, 1980a).
Ob zur Induktion der akuten Aspergillose eine einmalige Schimmelpilzsporen-
exposition ausreicht, wie lange die Expositionszeit und wie hoch die Konidien-
menge hierflur sein mussen, ist noch weitestgehend unerforscht. Somit kann

hiertber fur die meisten Vogelspezies keine Aussage getroffen werden.
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Fallbeschreibungen der akuten Aspergillose erfolgten bei verschiedenen
Vogelfamilien, wie Papageien (VAN DER HEYDEN, 1993), Enten (ADRIAN et al.,
1978, BAIR et al., 1988), StrauRen (PERELMAN UND KUTTIN, 1992), MOwen (FRIEND
UND TRAINER, 1969), Pinguinen (CARRASCO et al., 2001, FLACH et al., 1990) und
Storchen (OLIAS et al., 2010a). Anorexie, Stimmverlust, Zyanosen, hochgradige
Dyspnoe, Giemen, Erschopfung, gestraubtes Gefieder, Lethargie, grunlich-
wassrige Durchfélle und plotzlicher Tod kdnnen als unspezifische, klinische
Symptome auftreten (ATASEVER UND GUMUSSOY, 2004, CHAUDHARY UND SADANA,
1988, DAHLHAUSEN, 2006, GUMUSSOY et al., 2004, PANDITA et al., 1991). Dabei
kénnen die klinischen Symptome bereits 24 Stunden nach Sporeninhalation
auftreten und von einem schnellen Tod innerhalb der nachsten Tage gefolgt
werden (JOSEPH, 1996, PANDITA et al., 1991). So zeigten Wachteln 24 Stunden
nach der experimentellen Inokulation mit A. fumigatus-Sporen Anorexie,
Schwache, Dyspnoe und Tod mit einer Gesamtmortalitat von 20 % (CHAUDHARY
UND SADANA, 1988). Die Mortalitat der akuten Aspergillose kann aber auch
deutlich héher sein (KUNKLE, 2003). Sie wird in Wirtschaftsgefligelbestanden mit
bis zu 50 % angegeben (KRAUTWALD-JUNGHANNS, 2012, RICHARD et al., 1981).
Experimentell wurde sogar eine Mortalitdt von 100 % bei Wachteln und
immunsupprimierten Tauben beschrieben (BEERNAERT et al., 2008, GUMUSSOY et
al., 2004). In einer experimentellen Studie mit Staren verstarben 6/18 Tiere
innerhalb der ersten zwei Tage nach Inokulation mit A. fumigatus-Sporen und alle
18/18 inokulierten Individuen innerhalb von sechs Tagen (ATASEVER UND
GUMUssOY, 2004). Doch auch Berichte von Wildvogeln belegen, dass Falle von
Massenmortalitdt bei Kiken sowie bei adulten Individuen unter naturlichen
Bedingungen auftreten kénnen (FRIEND, 1999, OLIAS et al., 2010a), wobei bei
einer erhdhten Sporenexposition vor allem Wassergefligel betroffen zu sein
scheint (FRIEND, 1999).

In der Regel sind bei der akuten Aspergillose vor allem die Lungen betroffen, die
sich in der Sektion als gerdtet, ddematisiert und mit multiplen, kleinen weil3en
Kndtchen durchsetzt darstellen (ADRIAN et al., 1978, BAIR et al., 1988, HACKING
UND BLANDFORD, 1971, MCMILLAN UND PETRAK, 1989, REDIG, 1980b). Bei akuten
bis subakuten Verlaufen, bei denen sich die Symptome tber 1 - 2 Wochen (akut)

bzw. 1 - 4 Wochen (subakut) entwickeln, kdnnen ebenfalls Lasionen in der
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Trachea, in der Syrinx, in den Bronchien, dem Myokard oder den Luftsacken
auftreten (GUMUssoy et al.,, 2004, ReDIG, 1980a). So zeigten experimentell
infizierte Stare 2 - 6 Tage nach Infektion bereits gelbliche, kasige, granulomatdse
Lasionen in Lunge und Luftsacken (ATASEVER UND GUMUSSOY, 2004). Es waren
aber auch im Myokard, auf der Brustwand und auf den serésen Hauten
Granulome sichtbar, in denen histologisch heterophile Granulozyten, Makro-
phagen, mehrkernige Riesenzellen und Pilzhyphen nachweisbar waren
(ATASEVER UND GUMUSSOY, 2004). Im Atemtrakt von experimentell infizieren
Puten traten erste Granulome bereits 24 Stunden nach Sporeninokulation auf
(KUNKLE UND RIMLER, 1996). Dabei nahm Uber einen Beobachtungszeitraum von
funf Tagen der Schweregrad der Lasionen taglich zu (FEMENIA et al., 2007).
Zudem wurden in experimentell infizierten Eintagshihnerkiken 2 - 8 Tage nach
Sporeninokulation (d. p. i.) atelektastische und fibrotische Pneumonien, Aszites,
Rechtsherzhypertrophien sowie Rechtsherzdilatationen im Sinne eines Cor
pulmonale festgestellt. Diese entwickelten sich vermutlich als Folge von Klappen-

insuffizienzen und pulmonaler Hypertonie (JULIAN UND GORYO, 1990).

2.2.3.2 Chronische Aspergillose

Am haufigsten verlauft die Aspergillose als chronische Erkrankung, also mit einer
Erkrankungsdauer Uber vier Wochen. Sie hat meist eine langfristige Erreger-
Exposition in Kombination mit synergistisch wirkenden Cofaktoren zur Ursache
(BEERNAERT et al.,, 2010). Als Cofaktoren konnen dabei eine zu geringe
Ventilation, suboptimale Umgebungstemperaturen, eine zu hohe Luftfeuchtigkeit
bzw. sehr trockene Luft fungieren (RicH, 1991, TELL, 2005). Zudem kdnnen eine
erhdhte Staub- oder Rauchexposition, Ernahrungsmangel (z. B. Hypovitaminose
A) sowie mangelnde Futterungs- und Haltungshygiene die Clearance-
Mechanismen der Atemwege hemmen und das respiratorische Epithel schadigen
(FRIEND, 1999, GIRLING, 2005, RICH, 1991, TELL, 2005). Eine langandauernde
antibiotische Therapie sowie das Vorliegen einer Immunsuppression erleichtern
die Infektion und die Ausbreitung der mykotischen Erreger im aviaren
Organismus (GIRLING, 2005). latrogen induzierte Immunsuppressionen durch

Kortikosteroid-behandlungen zahlen ebenfalls zu den Cofaktoren einer
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Aspergillose (VERSTAPPEN UND DORRESTEIN, 2005). Gleichsam férdern Sekundar-
infektionen mit bakteriellen (KALINER UND COOPER, 1973, VAN CUTSEM UND
FRANSEN, 1987), parasitaren (CALIENDO UND MCKINNEY, 2013, YOUNG et al., 1998)
oder viralen (RAUTENSCHLEIN UND LEGLER, 2006) Erregern die Entstehung der
chronischen Aspergillose. Auch Vergiftungen durch Schwermetalle, Insektizide
oder Rauchgase (JUNG et al., 2009, SouzA UND DEGERNES, 2005) kdnnen durch
ihre Beanspruchung und Schadigung des Immunsystems als Cofaktoren wirken.
Gleichsam wurden Vorerkrankungen, Traumata, Verélung nach Olkatastrophen,
Jagdverletzungen oder das Fangen von Wildvogeln, ebenso wie ein hoher
Personenverkehr in Haltungseinrichtungen sowie ein haufiger Transport als
wegbereitende Cofaktoren beschrieben (FRIEND, 1999, JONES UND OROSZz, 2000,
KAPLAN et al., 1975, WARD et al., 1970).

Im Zuge einer chronischen Aspergillose treten klassischer Weise fibrindse,
exsudative, granulomatdse oder nekrotisierende Entzindungen von Lunge und
Luftsacken auf, wobei meist auch andere Organsysteme durch die Ausbreitung
der Erreger oder deren toxischer Stoffwechselprodukte in Mitleidenschaft
gezogen werden kdénnen (BROWN et al., 2008, CONVERSE, 2008, KUNKLE, 2003,
O'MEARA UND WITTER, 1971).

Im Gegensatz zum langsamen Entstehungsprozess der Erkrankung werden
Vogelpatienten mit chronischer Aspergillose meist mit dem Vorbericht eines
akuten Krankheitsgeschehens vorgestellt, da die Erkrankung in den meisten
Fallen fur den Halter lange Zeit unentdeckt bleibt. Dies ist meist der Fall, da die
Symptome einer Aspergillose vor dem Einsetzen deutlicher respiratorischer
Krankheitsanzeichen entweder ganzlich fehlen oder unspezifisch sein kdnnen.
Neben respiratorischen Symptomen kdénnen Fressunlust, Wirgen, Erbrechen
gastrointestinale Symptome wie Diarrhoe sowie zentralnervose Symptome wie

Krampfe oder Tortikollis auftreten.

2.2.4 Manifestation und klinische Symptomatik

Generell kénnen drei Manifestationen der Aspergillose unterschieden werden:
eine respiratorische Manifestation mit granulomatésen Entzindungen in Lunge
und Luftsacken, eine lokal begrenzte Manifestation (z. B. tracheale Aspergillose)

und eine generalisierte Manifestation, bei der sich die Krankheit vom
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Respirationstrakt invasiv auf andere Organsysteme ausbreitet (REDIG, 1993). Es

kann dabei nahezu jedes Organ infiziert werden (BEERNAERT et al., 2010).

Die respiratorische Manifestation ist durch Atemwegssymptome wie Tachypnoe,
Zyanose, Dyspnoe, Stridores oder Aufblahen des Sinus infraorbitalis gekenn-
zeichnet, wobei im Vorfeld meist ausschlieBlich unspezifische Symptome wie
Leistungsabfall, Schwache, Apathie, Anorexie, Gewichtsverlust und struppiges,
glanzloses oder aufgeplustertes Gefieder auftreten (GIRLING, 2005, JONES UND
ORo0sz, 2000). Dyspnoe kann mit einer deutlichen, atemsynchronen Hebung und
Senkung der Bauchdecke (forcierte Abdominalatmung), der Fligel und des
Schwanzes (atemsynchrones Schwanzwippen) sowie mit einer Atmung mit
gedffnetem Schnabel (Schnabelatmung) einhergehen. Eine doppelte Pump-
bewegung der Bauchdecke kann auf einen aspergilloseassoziierten, gestorten
Luftstrom im Bereich der abdominalen Luftsacke hindeuten (BAILEY, 2008). Bei
der Auskultation von Trachea, Luftsacken und Lunge mittels Phonendoskop
konnen inspiratorische Stridores mit Lasionen in der Trachea oder im oberen
Respirationstrakt assoziiert sein, wahrend exspiratorische Atemgerausche eher
auf Manifestationen in den unteren Atemwegen hindeuten kénnen (RICH, 1991,
TULLY UND HARRISON, 1994). Ein ein- oder beidseitiges Hangenlassen der
Schwingen nach mykotischer Infektion des pneumatisierten Humerus, des
vorderen Brustluftsackes oder des Klavikularluftsackes wurde ebenfalls
beschrieben (FORBES, 1991). Durch eine Schadigung der Lunge kann ein
Bluthochdruck im Lungenkreislauf entstehen (pulmonale Hypertension), welche
dilatative Veranderungen des rechten Herzens (Cor pulmonale), Aszites,
Stauungen in der Lunge und Herzversagen nach sich ziehen kann (JULIAN UND
GoRYO, 1990).

Lokale Manifestationen der Aspergillose finden sich regelmaldig im Bereich der
Trachea und der Syrinx (REDIG, 1993, REDIG, 2007), wobei neben Stridores und
Dyspnoe, Stimmveranderungen und Stimmverlust sowie plétzliches Versterben
zu den haufigen Symptomen zahlen (BAILEY, 2008, BARTON et al., 1992,
DAHLHAUSEN, 2006, SINGH et al., 1993, VESELSKY et al., 1984). Zu den selten
auftretenden lokalen Manifestationen einer Erkrankung durch Aspergillus spp.

zahlen Dermatitis und Blepharitis (ABRAMS et al., 2001), epidermale Zysten
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(SUEDMEYER et al., 2002), Pododermatitis (STOUTE et al.,, 2009), Omphalitis
(CORTES et al., 2005), Rhinitis (FITZGERALD UND MOISAN, 1995, TsAl et al., 1992),
Arthritis (OLIAS et al., 2010b) und Federinfektionen (DAVIDSON et al., 1989, TUDOR,
1983). Letztere konnen dabei in Federschadigung und Federrupfen resultieren
(DAvVIDSON et al., 1989, TubpoOR, 1983). Auch Keratitiden mit intraokularen
Pilzinvasionen wurden beschrieben, die sich klinisch in Blepharospasmus,
geschwollenen und verklebten Augenlidern, periokularen Schwellungen,
Photophobie, Hornhauttribung und eitrigem Augenausfluss aul3ern konnen
(BECKMAN et al., 1994, HOPPES et al., 2000).

Bei der generalisierten Manifestation der Aspergillose variieren die klinischen
Symptome je nach betroffenem Organsystem von respiratorischen Symptomen,
uber Durchfall und Erbrechen oder Flugunfahigkeit bis hin zu plétzlichem Tod
(BAILEY, 2008, DAHLHAUSEN, 2006, OGLESBEE, 1997, VAN VEEN et al., 1999). Bei
Greifvogeln wurde zusatzlich das Auftreten von mintgrin gefarbtem Urin
beobachtet, welches als Biliverdinurie bezeichnet und als Zeichen einer
sekundaren Leberschadigung gedeutet werden kann (BAILEY, 2008). Daruber
hinaus koénnen zentralnervose Symptome nach aspergilloseassoziierter
(Meningo-) Enzephalitis (HUBBEN, 1958, OzMEN UND DORRESTEIN, 2004) sowie
Paresen und Paralysen nach mykotischer Schadigung von Rickenmark oder
peripherer Nerven auftreten (BARNETT et al., 2011, BYGRAVE, 1981, GREENACRE
et al., 1992, VAN VEEN et al., 1999).

2.2.5 Diagnostisches Vorgehen bei Verdacht auf eine

Aspergillose

Im Gegensatz zu verschiedenen etablierten postmortalen Nachsweismethoden
ist die Intra-vitam-Diagnose der aviaren Aspergillose schwierig und erfordert die
Kombination verschiedener Untersuchungsmethoden und -techniken (FORBES et
al., 1992, FUDGE UND SPEER, 2001, JONES UND OROSZ, 2000). Eine gezielte Anam-
nese kann im Vorfeld der Untersuchungen erste Hinweise geben, jedoch nicht
allein zur Diagnose fuhren (RicH, 1991). Die klinische Auspragung der Asper-
gillose ist sehr variabel und fir einige Vogelarten noch unbekannt. Auf Grund

dessen und da pathognomonische Symptome der Aspergillose fehlen, ist vor
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allem deren Friherkennung sehr schwierig (BEERNAERT et al., 2010, FLACH et al.,
1990). Deshalb wird in der Humanmedizin und der Tiermedizin daran geforscht,
die Entwicklung und Verfeinerung schnellerer und weniger oder nicht-invasiver
Testverfahren zum Intra-vitam-Nachweis der Aspergillose voranzutreiben
(AYDOGAN et al.,, 2010, BARTON, 2013, MELLOUL et al., 2014, SUSEVER UND
YEGENOGLU, 2011). Gegenwartig stehen nach einer fokussierten, klinischen
Allgemeinuntersuchung verschiedene bildgebende, serologische, hamatolo-
gische, mikrobiologische, histologische, immunhistochemische und molekular-
biologische Verfahren zur Auswahl, die auf unterschiedliche Art zur Diagnose-
findung beitragen kénnen (JONES UND OR0OSz, 2000). Die Anwendbarkeit und
Interpretation der verfugbaren diagnostischen Tests variiert jedoch zwischen
verschiedenen Vogelspezies (CRAY et al., 2009b). Deshalb stehen die
Vogelpraktiker in Bezug auf die Intra-vitam-Diagnose der Aspergillose bisher
noch vor grof3en Herausforderungen und ein dringender Forschungsbedarf auf
diesem Gebiet ist begrundet. Speziell fur Grol¥falken sind viele Aspekte zur

Diagnose der Aspergillose noch unerforscht.

2.2.51 Klinische Allgemeinuntersuchung

Nach einer generellen klinischen Allgemeinuntersuchung, in der auf Haltung,
Verhalten, Grad der Gefiederstraubung sowie Kot- und Urinabsatz geachtet wird,
folgt die auf Aspergillose ausgerichtete Erweiterung zur klinischen Allgemein-
untersuchung (GIRLING, 2005). Dabei wird zuerst die Atmung eines Tieres in
Ruhe und aus der Distanz evaluiert, um die Atmung nicht durch Aufregung zu
beeinflussen (GIRLING, 2005). Die Ruheatemfrequenz bei Raumtemperatur sollte
bei gesunden Falken zwischen 12 - 24 Atemzige pro Minute betragen (KAISER
UND BUCHER, 1985). Bei der nachfolgenden Adspektion aus der Nahe werden die
oberen Atemwege (die Nase, die beiden Sinus infraorbitales, die Choanen, der
Rachen und die Glottis) aus der Nahe adspiziert sowie die Luftréhre, die Lunge
und die Luftsacke phonendoskopisch auskultiert. Hierbei wird auf aspergillose-
assoziierte Lasionen und Stérungen der Atmung geachtet. Zudem wird eine
ausreichende Venenflllung Uberprift und das Herz auskultiert, um differential-

diagnostisch ahnliche Herzkreislaufdefizienzen abzuklaren. Im Rahmen von
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Ausdauertests, sogenannte ,Stresstests®, wird die Atmung tiefergehend unter-
sucht, wobei die Atemfrequenz und die Erholungszeit der Tiere bewertet werden
(TULLY UND HARRISON, 1994). Zur Durchfuhrung eines Stresstests bei falknerisch
trainierten Greifvogeln sollte der Vogel 30 Sekunden lang mit den Fligeln
schlagen, was durch ein schnelles auf und ab Bewegen des Falknerhandschuhs
erreicht werden kann, auf welchem die Tiere stehen und Balance zu halten
versuchen (BAILEY, 2008). Es wird auf eine Erhdhung der Erholungszeit sowie
der Atemfrequenz geachtet, welche hinweisend auf eine Aspergillose sein
konnen. Die Erholungszeit ist dabei die Zeit, die bendtigt wird, um eine
belastungsbedingt erhdhte Atemfrequenz wieder auf den Ausgangswert zu
senken und den normalen Ruheatemtyp zu erreichen. Unter Ruheatemtyp
versteht man einen physiologischen kosto-sternalen Atemtyp mit geschlossenem
Schnabel, der von auf’en kaum sichtbar ist und der sich von den verstarkten
Atemtypen (z. B. betont abdominale Atmung) unterscheidet. Eine doppelte
Pumpbewegung der Bauchdecke kann auf einen gestorten Luftstrom im Bereich
der abdominalen Luftsdcke und damit auch auf eine Aspergillose hindeuten
(BAILEY, 2008).

2.25.2 Bildgebende Untersuchungsverfahren

Bildgebende Untersuchungsverfahren bieten den Vorteil, dass die aspergillose-
assoziierten Lasionen direkt oder indirekt visualisiert und somit diagnostisch
nachgewiesen werden konnen. Je nach Untersuchungsmethode kann somit das
Ausmald der Erkrankung besser abgeschatzt werden, wobei jedes Verfahren
seine Limitationen aufweist. Es wird zwischen nicht-invasiven und invasiven

Methoden unterschieden.

22521 Nicht-invasive, bildgebende Verfahren

Roéntgenologische, computertomographische (CT) und magnetresonanztomo-
graphische Untersuchungen (MRT) sind nicht-invasive, bildgebende Verfahren,
die im Rahmen der Aspergillosediagnostik verwendet werden konnen. Dabei sind
CT und MRT auf Grund ihrer dreidimensionalen Darstellung besser geeignet als
die Réntgenuntersuchung, um die Ausmale und die exakten Lokalisationen von

Pilzlasionen darzustellen (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 1993, PHALEN, 2000,
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PYE et al., 2000, SCHWARZ et al., 2015). Im Gegensatz zur Réntgenuntersuchung
erfordern CT und MRT jedoch eine Narkose und hohere Untersuchungskosten,
die neben der eingeschrankten Gerateverfugbarkeit deren Einsatz limitieren.
Roéntgenaufnahmen werden in dorsoventraler und laterolateraler Ebene zur
Untersuchung auf Entzindungsanzeichen (z. .B. Schwellung von Milz- und/oder
Leber) oder Granulome (z. B. in Form von rundliche Verschattungen) in den
Atemwegen empfohlen (GIRLING, 2005, JONES UND OROSZz, 2000, NEWELL et al.,
1997). Haufige Anzeichen fur eine Aspergillose sind eine deutliche para-
bronchiale Zeichnung als Befund einer Bronchiopneumonie, eine Asymmetrie der
Luftsacke, eine Verdickung der Luftsackwande, eine Verwaschung der Organ-
grenzen sowie querverlaufende Linien im Bereich der Luftsacke (sogenannte
.Luftsackspangen®) (GIRLING, 2005, MCMILLAN UND PETRAK, 1989, PHALEN, 2000).
Zusatzlich kénnen Uberbldhungen der Luftsdcke sichtbar werden, wenn
Atemweglasionen eine Ventilstenose an den Eingangen der Luftsacke verursacht
haben (sogenanntes ,Airtrapping“). RoOntgenologisch feststellbare Ver-
anderungen bei Falken konnen allerdings auch sehr geringfugig sein und
lediglich in einer schlechten Abgrenzbarkeit der Herzsilhouette sowie einer
erhohten Rontgendichte der kaudalen Lungengrenze bestehen (VORBRUGGEN
etal.,, 2013).

Folglich kann eine rontgenologische Untersuchung nur Hinweise auf eine
Aspergillose liefern und keine definitive Diagnosestellung erlauben, da die

festgestellten Lasionen auch diverse andere Ursachen haben kénnen.

2.25.2.2 Invasives, bildgebendes Verfahren — Endoskopie

Bei der endoskopischen Untersuchung konnen mittels einer in die Atemwege
eingefuhrten Kamera diese und andere innere Organe direkt begutachtet
werden. Dabei kdnnen die Trachea (Tracheoskopie) und die Korperluftsacke
(endoskopische Laparoskopie) untersucht werden (LIERz, 2008). In der
Tracheoskopie kann sich eine Aspergillose als schleimig-zahe, fibrindse bis
granulomatdse Verlegung der Bronchen, meist im Bereich der Bifurkation, oder
als Tracheitis darstellen (LIERZz, 2008). Zur endoskopischen Laparoskopie ist eine
Inzision der Haut erforderlich, weshalb dies eine invasive Mallnhahme im engeren
Sinne darstellt (LIERzZ, 2008). Neben der Inspektion sind mikrobiologische,

zytologische und histologische Probenentnahmen maoglich, die eine definitive
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Diagnose der Aspergillose ermdglichen (CAMPBELL UND ELLIS, 2007, JONES UND
Orosz, 2000, LiErRz, 2007, TAYLOR, 1997). Trube, verdickte und vermehrt
vaskularisierte Luftsackwande deuten neben dem Vorliegen von weildlich-gelben,
knotigen, granulomatésen bis konfluierenden oder plaque-ahnlichen Lasionen
und einem aktiven Schimmelpilzmyzel auf eine Aspergillose hin (BAILEY, 2008).
Lungenformen der Aspergillose oder Infektionen der nicht inspizierten Luftsacke
konnten durch die endoskopische Untersuchung allein Ubersehen werden.
Deshalb sollten weitere Diagnostika im Falle eines unauffalligen Endoskopie-

ergebnisses angeschlossen werden.

2253 Hamatologische Untersuchung

Die hamatologische Untersuchung im Rahmen der Diagnostik einer Aspergillose
beinhaltet die Evaluation des weil3en und roten Blutbildes. So wird die Verteilung,
die Anzahl, der Reaktionsstatus und der Zustand der Blutzellen sowie deren
Anteil am Gesamtblut beurteilt (CAMPBELL UND ELLIS, 2007). Beim Vogel wurden
diverse Veranderungen des Blutbildes und der Zellmorphologie im Zusammen-
hang mit einer Schimmelpilzinfektion beschrieben, die allerdings auch im Zuge
anderer Erkrankungen und Infektionen auftreten kénnen. Eine Leukozytose mit
Heterophilie, Lymphopenie und Monozytose sowie eine nicht-regenerative
Anadmie kann im Zusammenhang mit einer Aspergillose entstehen (CAMPBELL
UND ELLIS, 2007, JONES UND OROsSz, 2000, PANDITA et al., 1991, PENDL, 2008b).
Lymphozyten und heterophile Granulozyten kénnen aktiviert sein, was sich in
Anzeichen reaktiver und vergroRerter Granula und einer Verdunkelung des
Zytoplasmas aulert (PENDL, 2008a, b). Experimentelle Studien, in denen die
hamatologischen Veranderungen unter definierten Bedingungen im Zuge einer
Aspergillose beschrieben werden, wurden bisher nur bei Wachteln durchgefiihrt
(PANDITA et al., 1991). Dort war eine heterophile Leukozytose mit Lymphopenie
auffallig, wahrend Mittelwerte von Hamoglobin, Erythrozytenzahl und Hamatokrit
im Vergleich zur Kontrollgruppe unverandert waren (PANDITA et al.,, 1991).
Ahnliche Studien fehlen bei Greifvdgeln.

Da hamatologische Veranderungen stets unspezifisch sind und keine definitive

Diagnose der Aspergillose erlauben, sollte die Hamatologie immer im
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Zusammenhang mit anderen klinischen und diagnostischen Befunden inter-

pretiert werden (JONES UND OROSZz, 2000).

2254 Serumdiagnostik

Serum oder Plasma eignet sich als Untersuchungsmaterial fir eine Vielzahl
verschiedener Untersuchungen im Rahmen der Aspergillosediagnostik (JONES
UND OROsSz, 2000). Die Probenentnahme ist verhaltnismafig schnell und einfach,
weshalb der Einsatz von sensitiven und spezifischen serumdiagnostischen
Nachweisverfahren einen groRen Vorteil fur die tiermedizinische Diagnostik
bieten kann. Es kénnen aspergillosespezifische Antikorper (Anti-A. fumigatus-
Antikorper), spezifische Antigene und Toxine detektiert werden (BEERNAERT et
al., 2010, JONES UND ORosz, 2000). Ebenfalls kdnnen Entzindungsmarker, wie
die Akute-Phase-Proteine (APPs) und Serum-/Plasma-Proteinfraktionen mittels
Elektrophorese bestimmt werden, um zu ermitteln, ob die Proteinprofile
bestimmten Krankheits-bildern zugeordnet werden kdonnen (CRAY UND TATUM,
1998, CRAY et al., 2007, CrAY, 2012). Dies erfolgte bisher erst fur wenige
Vogelspezies. Fur Falken sind diese Testsysteme groftenteils weder etabliert

noch validiert.

22541 Anti-Aspergillus fumigatus-Antikorper

Anti-A. fumigatus-Antikdrper kdnnen vom tierischen Organismus als Reaktion auf
die Infektion mit A. fumigatus produziert werden (humorale Immunantwort).
Antikoérper bedeuten dabei allerdings nicht immer einen effektiven Schutz gegen
die Erreger, da hohe Antikérperspiegel eventuell initial sogar progressiv flr eine
Aspergillose zu wirken scheinen (BLANCO UND GARCIA, 2008, SHOHAM UND LEVITZ,
2005). Allerdings spielt neben der humoralen Immunantwort die zellulare
Immunantwort bei der Abwehr gegen Aspergillus spp. eine wichtige Rolle,
weshalb die Antikdrperantwort individuell sehr unterschiedlich hoch ausfallen
kann (PEDEN UND RHOADES, 1992). Bei immunsupprimierten Tieren kann die
Antikorperproduktion verringert sein, sodass ein negativer Antikérpernachweis
eine Infektion nicht ausschlieRt (MARTEL, 2016). Andererseits kann eine
ausbleibende Antikorperproduktion auch die Folge einer sich mit der Zeit

entwickelten Immuntoleranz gegen A. fumigatus sein (GERMAN et al., 2002). Eine
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solche ,Lokale orale/nasale Schleimhauttoleranz® wurde nach Applikation
verschiedener Antigene auf die Schleimhaute beschrieben, was nachfolgend ein
Ausbleiben der systemischen Antikdrperantwort auf diese Antigene zur Folge
hatte (WEINER et al., 2011).

Generell ist ein messbarer Antikdrperanstieg oft um 10 - 14 Tage verzdgert zum
Infektionszeitpunkt festzustellen, was fur die Diagnosestellung bei der akuten
Aspergillose nachteilig sein kann und innerhalb dieses Zeitraumes zu falsch
negativen Testergebnissen fuhren konnte (MARTEL, 2016).

Zur Detektion von Anti-A.  fumigatus-Antikérpern  wurden  Agar-Gel-
Diffusionstests (AGID) und indirekte enzymgekoppelte Immunadsorptionstests
(ELISA) bei Huhnern (FRANCA et al., 2012), Puten (PEDEN UND RHOADES, 1992),
Tauben (MARTINEZ-QUESADA et al., 1993), Enten (BUXTON UND SOMMER, 1980),
Papageien (CRAY et al., 2009b, GEISSLER UND GERINGER, 1977, IVEY, 2000),
Nandus (GEISSLER UND GERINGER, 1977), Pinguinen (CRAY et al., 2009b, GERMAN
et al., 2002, GRACZYK UND COCKREM, 1995, GRACZYK et al., 1998, REIDARSON UND
McBAIN, 1995), Greifvogeln und Eulen (CRAY et al., 2009b, MORISHITA et al.,
1998, REDIG et al., 1997) beschrieben.

Bei Greifvogeln wurde ein kommerzieller Immundiffusionstest bei freilebenden
Prariefalken (Falco mexicanus) verwendet, mit dem fehlende Antikorpertiter bei
den getesteten Falkennestlingen attestiert wurden (MORISHITA et al., 1998). In
den Vereinigten Staaten wurde ein indirekter ELISA-Test entwickelt, der
speziesspezifische, sekundare Antikérperkonjugate anti-Falke, anti-Pute, und
anti-Papagei verwendet. Er wurde bei Gerfalken (Falco rusticolus), Wanderfalken
(F. peregrinus), Prariefalken (F. mexicanus), Merlinen (F. columbarius),
Buntfalken (F. sparverius), Hybridfalken, Habichten (Accipiter gentilis) und
Rundschwanz-sperbern (A. cooperii) erfolgreich getestet (BROWN UND REDIG,
1994, JONES UND OROSz, 2000, REDIG et al., 1997). Auf diese Weise wurden bei
klinisch und subklinisch an Aspergillose erkrankten Greifvogeln Anti-
A. fumigatus-Antikdrper detektiert, wobei kein Zusammenhang zwischen der
Antikorpermenge und der klinischen Prognose gezeigt werden konnte. In einer
anderen Studie wurden Aspergillus-spezifische Antikorper bei A. fumigatus-
infizierten Greifvogeln festgestellt (CRAY et al., 2009b). Jedoch waren diese
Antikorper auch bei gesunden Individuen in gleicher Weise vorhanden, was die

Aussagekraft eines positiven ELISA-Testergebnisses relativierte. Als Ursache
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hierfir wurde von den Autoren eine wiederholte und erhdhte Aspergillus-
Antigenexposition diskutiert, die im Zusammenhang mit Haltung, Unterbringung
und Umwelt aufgetreten sein konnte, ohne zu einer klinischen Erkrankung bei
den Tieren zu fihren (CRAY et al., 2009b). Experimentelle Evaluationen von Anti-
A. fumigatus-Antikbrpern unter Kkontrollierten Bedingungen anhand von
experimentell infizierten Greifvogeln fehlen zur Validierung der Testergebnisse,
sodass diese gegenwartig bezuglich einer Aspergillose mit Vorsicht interpretiert

werden mussen.

22542 Aspergillus-Antigen

Nahezu 100 verschiedene (Glyko-) Proteine von A. fumigatus sind als Antigene
und teils als Virulenzfaktoren bekannt (LATGE, 1999). Insgesamt kdnnen die
virulenzassoziierten Antigene von A. fumigatus in die Gruppen der Adhasine
(fordern die Interaktion zwischen Pilz und Wirtszelle), der Pigmente (inhibieren
die Phagozytose der Konidien), der toxischen Molekule (wirken immunsuppressiv
und kénnen zu Zytolyse der Wirtszellen fuhren) und der Enzyme (unterstitzen
u.a. die invasive Verbreitung des Pilzes) eingeteilt werden (DENIKUS, 2004).
Darunter wurden einzelne Antigene von A. fumigatus genauer untersucht und
charakterisiert, sodass sie in der Humanmedizin routinemafig fur die
Aspergillosediagnostik genutzt werden konnten (DENIKUS, 2004). Dabei wurde
als erstes Antigen das zellwandassoziierte Polysaccharid Galactomannan (GM)
charakterisiert, das zuerst in experimentell infizierten Kaninchen mit invasiver
Aspergillose nachgewiesen wurde (ANDREWS UND WEINER, 1981, LEHMANN UND
REISS, 1978, REISS UND LEHMANN, 1979). Beta-(1,3)-D-Glucan (BG) wurde
ebenfalls als zellwandassoziiertes Polysaccharid von Aspergillus spp. und vielen
anderen pathogenen Pilzen charakterisiert und fur die Diagnosestellung bei
Menschen mit invasiver Aspergillose genutzt (MARTY UND Koo, 2009). Als Vorteil
des Antigennachweises wird dabei die geringere Invasivitat und die hohere
Schnelligkeit dieses Tests im Vergleich zu einer klassischen Bioptatentnahme
mit nachfolgender kultureller Anzucht des Erregers herausgestellt (DE VLIEGER et
al., 2011).

Auch bei Vogeln wurden GM und BG als spezifische Aspergillus-Antigene im
Rahmen der Aspergillosediagnostik getestet (ARCA-RUIBAL et al., 2006, BURCO et
al., 2011, CRrRAY et al., 2009a, CRAY et al., 2009c). Dabei wurde die Detektion von
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GM in zwei Studien bei Papageienvogeln als spezifisches Diagnostikum
dargestellt, da mittels eines kommerziellen ELISA-Kits in 67 % (CRAY et al.,
2009c) bzw. in 83 % (CRAY et al., 2009a) der bestatigten Aspergillosefalle auch
GM im Blut nachgewiesen werden konnte. Im Vergleich zu gesunden Tieren
wiesen Papageien mit Aspergillose dabei um den Faktor 2,6 erhéhte GM-Werte
auf (CRAY et al., 2009a). Bei Grofdfalken konnte im Gegensatz nur eine niedrige
Sensitivitat von 12 % in einem kommerziellen GM-Sandwich ELISA festgestellt
werden (ARCA-RUIBAL et al., 2006).

Im Vergleich zu aspergillosenegativen Tieren konnten signifikant erhdhte BG-
Werte mittels des kommerziellen Testsystems Fungitell® (Beacon Diagnostics,
East Falmouth, MA, USA) im Plasma verschiedener aspergillosepositiver Vogel
demonstriert werden. Dabei wurden die hdchsten Durchschnittswerte in
infizierten Seevogeln gemessen, gefolgt von Ziervogeln und Greifvégeln (BURCO
et al., 2011). Die generelle Spezifitat des verwendeten BG-Tests wurde mit
92,7 % und die generelle Sensitivitat mit 60 % angegeben.

Antigentestsysteme scheinen potenziell einen nutzlichen Beitrag fur die
Diagnostik einer Aspergillose leisten zu kdnnen, wobei es Hinweise auf deutliche
Unterschiede zwischen den untersuchten Vogelfamilien gibt. Fur Falken
scheinen die ersten Ergebnisse nicht vielversprechend zu sein, jedoch mangelt
es an weitergehender Forschung im Greifvogelbereich und einer Bestatigung der

ersten Testergebnisse fur GM im Rahmen einer experimentellen Infektionsstudie.

22543 Aspergillus-Toxin-Nachweis

Wie andere Schimmelpilze auch kénnen Aspergillus spp. verschiedene Giftstoffe
(Mykotoxine) wie die immunsuppressiven Gliotoxine, die antibiotisch aktiven
Fumigacine, das hamorrhagisch wirkende Emodin und Clavin-Alkaloide mit
unterschiedlichen toxischen Wirkungen bilden (ABAD et al., 2010, ABRAMS et al.,
2001, MUCKE UND LEMMEN, 2004, RICHARD, 1997). Mykotoxine sind Metaboliten
des Sekundarstoffwechsels der Pilze, welcher auch im Verlauf einer Aspergillose
im Vogelkorper stattfindet. Fumigaclavin A (FuA), das nah verwandte
Fumigaclavin B (deacetyliertes-FuA bzw. FuB) und Fumigaclavin C (FuC) zahlen
dabei zu den Indolalkaloiden aus der Gruppe der Clavin-Alkaloide oder Ergoline
(CoLE et al., 1977, SPILSBURY UND WILKINSON, 1961). Die Clavin-Alkaloide kbnnen

antagonistisch oder partiell antagonistisch an Serotoninrezeptoren wirken und
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somit neurologische Symptome hervorrufen (PERTZ, 1996). Des Weiteren kbnnen
Stoffwechselprozesse gestort und Organe (v.a. die Leber und die Niere)
geschadigt werden. Einige Toxine kdnnen auch von Antikérpern gebunden
werden, sodass sie wie die oben genannten Polysaccharide auch als Antigene
fungieren kdnnen (DENIKUS, 2004).

Systeme zum Nachweis von Mykotoxinen beim Vogel sind gegenwartig noch
limitiert und Intra-vitam-Methoden fehlen bisher ganzlich. Fir die postmortale
Aspergillosediagnostik wurde ein enzymgekoppelter Immuntest (EIA) zur
erfolgreichen Detektion des Toxins Fumigaclavin A (FuA) in Luftsack- und
Lungenproben von naturlich an Aspergillose erkrankten Papageien, Pinguinen
und Greifvogeln beschrieben (GRoss et al., 2013, LATIF, 2010). Eine Diagnostik
unter Nutzung von endoskopisch entnommenen Luftsackabstrichen oder von
Blutproben wurde bisher jedoch noch nicht mit diesem Test evaluiert, sodass
dessen Eignung flr eine Intra-vitam-Aspergillosediagnostik gegenwartig

unerforscht ist.

22544 Akute-Phase-Proteine

Akute-Phase-Proteine (APP) konnen als Reaktion des Korpers auf Infektionen,
Entzindungen, Traumata, Neoplasien oder Stress ausgeschuttet werden, wobei
sie verschiedene biologische, homoostatische und antimikrobielle Funktionen
aufweisen (MURATA et al., 2004). Die zugrundeliegenden Mechanismen zur
Initierung und zur Regulierung der ,Akute-Phase-Antwort®, ihre biologischen
Funktionen und ihre Rolle im Rahmen des angeborenen Immunsystems wurden
in den letzten Jahren in verschiedenen Organismen erforscht, nicht zuletzt um
deren moglichen Nutzen in der Human- und Tiermedizin und deren diagnos-
tischen Wert besser zu verstehen und auszubauen (CrRAY, 2012, MURATA et al.,
2004). Auch bei Vogeln gibt es hierzu erste Studien. So wurden die APP
Haptoglobin (Hp), Ceruloplasmin, Serumamyloid A (SAA) und Fibrinogen beim
Wirtschaftsgefligel im Zusammenhang mit verschiedenen Infektions-
erkrankungen erforscht (CHAMANZA et al., 1999a, CHAMANZA et al., 1999b, NAzIFI
et al.,, 2010). Dabei wiesen Huhner, die mit dem Infektidsen Bursitisvirus
(Gumborovirus) infiziert waren, signifikant héhere SAA-Werte und signifikant
erniedrigte Ceruloplasmid-Werte im Vergleich zu gesunden Tieren auf (NAzIFI et

al., 2010). Die Unterschiede wurden mit zunehmender klinischer Symptomatik
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sogar deutlicher. Auch bei einer Staphylococcus-Infektion reagierten Hihner mit
einem SAA-Anstieg (CHAMANZA et al., 1999a). Im Zusammenhang mit Asper-
gillose wurden in einem Infektionsversuch mit Wachteln niedrigere HP-Werte
neben hoheren Plasmaleveln von Ceruloplasmin, Eisen, latenter und totaler
Eisenbindungskapazitat festgestellt. Die SAA-Werte blieben jedoch im Vergleich
zu nicht-infizierten Kontrolltieren unverandert (GOETTING et al., 2013). Dabei
bestand ein linearer Zusammenhang zwischen der Menge der koloniebildenden
Einheiten von A. fumigatus, welche aus den Lungen der infizierten Wachteln
reisoliert werden konnten, und den Plasmawerten von Ceruloplasmin, latenter
Eisenbindungskapazitat und totaler Eisenbindungskapazitat (GOETTING et al.,
2013). Im Rahmen einer zweiten Studie wurde der SAA-Spiegel von 259 klinisch
vorgestellten Falken untersucht (CALIENDO et al., 2013). Dabei konnte festgestellt
werden, dass die Werte der 20 Individuen mit nachgewiesener Atemwegsmykose
signifikant anstiegen und bei zwei chronisch erkrankten Tieren auch dauerhaft
(Uber 30 Tage) erhoht waren (CALIENDO et al., 2013). Experimentelle Studien bei
Greifvogeln zur Erforschung der APP generell und besonders im Zusammenhang

mit einer Aspergillose fehlen allerdings bisher.

22545 Serum-/Plasma-Proteinelektrophorese

Bei der Serum-Proteinelektrophorese (SPEP) und Plasma-Proteinelek-
trophorese (PPEP) werden Proteine im Serum bzw. im Plasma durch die Wirkung
eines elektrischen Spannungsfeldes in die sechs verschiedenen Fraktionen
Praalbumin (PA), Albumin, alpha-1- (a1), alpha-2- (a2), beta- () und gamma- (y)
Globuline aufgeteilt. Die Profile der Serum-/ Plasmaproteine, also ihre Menge
und ihr Verteilungsmuster, kdnnen auf spezifische Erkrankungen, Stoffwechsel-
situationen oder Belastungen hinweisen, weshalb sie beim Menschen und
unterschiedlichen Saugetier- und Vogelarten eingesetzt werden (CRAY UND
TATUM, 1998, TOTHOVA et al., 2016). Neben den potenziellen Veranderungen
durch Erkrankungen zeigten sich jedoch bei Vogeln spezies-, alters- und
geschlechtsspezifische Unterschiede (CRAY et al., 2007, WERNER UND REAVILL,
1999). Somit ist eine spezies- und erkrankungsspezifische Forschung notwendig.
So wurden in ersten Studien Uber SPEP bei klinisch gesunden Greifvogeln
Orientierungswerte fur zehn verschiedene Greifvogel- und Eulenarten erhoben
(TATUM et al., 2000).
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Im Rahmen der Diagnostik einer Aspergillose wurde die PEP bereits bei
Papageien, Greifvogeln und Pinguinen eingesetzt, wobei Anderungen von
Praalbumin (PA), Albumin, a1-, a2-, - und y-Globulinen beschrieben wurden
(CRAY UND TATUM, 1998, CRAY et al., 2007, CRAY et al., 2009a, CRAY et al., 2009c,
CRrAY et al., 2011, IvEY, 2000, KUMMROW et al., 2012, REIDARSON UND MCBAIN,
1995). Bei 32 aspergillosepositiven Falken wurde von signifikant erniedrigten PA-
Werten im Vergleich zu 73 klinisch gesunden Falken berichtet (KUMMROW et al.,
2012). Neben dieser klinischen Studie, welche auf dem Patientengut einer Klinik
Uber den Zeitraum von drei Jahren beruht, fehlen experimentelle Studien bei
Greifvogeln. Insbesondere mangelt es an einem Vergleich von Werten vor und

nach einer Infektion bei identischen Individuen.

2.2.5.5 Kulturelle Anzucht

Eine kulturelle Anzucht von Aspergillus spp. aus verdachtigen Lasionen ist als
Erregernachweis neben histopathologischen und molekularbiologischen
Methoden fur die Stellung einer definitiven Diagnose einer Aspergillose mdglich
(DAHLHAUSEN, 2006, RICKERTS et al., 2007). Um das Ergebnis nicht durch
Kontamination mit Umwelterregern zu verfalschen, muss auf eine gezielte und
kontaminationsfreie Entnahme und einen ordnungsgemaflen Transport des
Probenmaterials geachtet werden (KUNKLE, 2003). Aussagen Uuber eine
systemische Mykose und Uber Veranderungen in den unteren Atemwegen
kéonnen auf Grund der Gefahr von Umweltkontaminationen wahrend der
Beprobung von Nase, Rachen oder Trachea nicht getroffen werden. Die wahrend
einer Endoskopie, einer Laparotomie oder einer Sektion gezielt enthommenen
Tupfer oder aseptisch rickgewonnenen Lavageflissigkeiten aus der Lunge oder
den Luftsacken kdnnen dagegen diagnostisch wertvoll sein (CAMPBELL UND ELLIS,
2007).

Als Nahrboden fur Aspergillus spp. eignen sich Nahrmedien mit Saure- oder
Antibiotikazusatzen, die ein unerwunschtes Bakterienwachstum verhindern
sollen. Pilznahrboden weisen meist eine relativ hohe Kohlenhydratkonzentration
(2-4 %), z. B. Maltose oder Dextrose, als Energiequelle und einen niedrigen pH-
Wert von 5,6 auf (BAUER UND SCHWAIGER, 2011). Aspergillus fumigatus hat sein
Wachstumsoptimum zwischen 37 - 43 °C (MUCKE UND LEMMEN, 2004). Shi-Agar,
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Sabouraud Dextrose Agar, Czapek's Agar, Kimmig-Agar oder Tomaten-
Dextrose-Agar konnen beispielsweise verwendet werden, um die Erreger bei
37 °C Uber 48 - 72 Stunden im Inkubator zu kultivieren (KUNKLE, 2003).
Nachfolgend kann die Kulturmorphologie beurteilt und zur Differenzierung
genutzt werden, wobei bereits anhand der Farbung der 3 - 4 cm grofl3en Kolonien
eine erste Speziesdifferenzierung erfolgen kann (SCHMIDT UND WOLFF, 1997)
(siehe Abbildung 5).

Abbildung 5: Anhand der Farbe der Schimmelpilzkolonien kann eine erste Unterscheidung der
Aspergillus-Spezies erfolgen. Aspergillus fumigatus ist dunkelgriin (A), A. flavus
hellgriin-gelblich (B), A. niger braunlich-schwarz (C) und A. terreus hellbraun-beige
(D) gefarbt.

Eine A. fumigatus-Kolonie ist anfanglich weil3, farbt sich anschliellend mit
zunehmender Sporulation griin bis dunkelgrin-blaulich und im Zuge der Reifung
grun-graulich, wobei die Randbereiche immer weil® gefarbt bleiben (MARTEL,
2016). Mittels eines Tesafilmstreifens kann vom Pilzmyzel vorsichtig etwas
Material abgenommen (Tesafilmabklatschpraparat) und mikroskopisch unter-
sucht werden, um 5 - 10 um dicke Hyphen mit geraden, parallelverlaufenden
Seiten, kugelformigen Enden und im 45 °-Winkel abgehenden Asten darzustellen
(CAMPBELL UND ELLIS, 2007). Zur besseren Kontrastierung konnen Farbstoffe wie
Methylenblau oder Lactophenolblau wahrend der Mikroskopie genutzt werden

(BAUER UND SCHWAIGER, 2011).
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2.2.5.6 In-vitro-Virulenztests

Die Einschatzung der Virulenz ist fur die Bewertung des pathogenen Potentials
eines Aspergillus-lsolates im Rahmen der Aspergillosediagnostik wichtig. So
deuten vorangegangene Studien bei Puten, Hiihnern, Weil3stérchen und Mausen
auf Virulenzunterschiede zwischen verschiedenen A. fumigatus-Stammen hin
(AUFAUVRE-BROWN et al., 1998, MONDON et al., 1996, OLIAS et al., 2011a, PEDEN
UND RHOADES, 1992). Als Virulenztests fur Pilze sind alternativ zu klassischen
Nagetiermodellen (CLEMONS UND STEVENS, 2005) und embryonierten Huhner-
eiern (JACOBSEN et al., 2010, OuLIAs et al., 2011a) Insektenmodelle als In-vitro-
Tests etabliert (LIONAKIS UND KONTOYIANNIS, 2005). So werden Fruchtfliegen
(Drosophila melanogaster) und grof3e Wachsmottenlarven (Galleria mellonella)
haufig zur Virulenzuntersuchung von Pilzen genutzt (BRENNAN et al., 2002,
COTTER et al., 2000, KAVANAGH UND REEVES, 2004). Dabei wurden die Virulenz
von Aspergillus-Spezies und verschiedenen A. fumigatus-Mutanten sowie deren
Stoffwechsel-produkten in groRen Wachsmottenlarven untersucht (MAERKER et
al., 2005, REEVES et al., 2004). Virulenzuntersuchungen von Aspergillus-Isolaten
aus Greifvogeln im Zusammenhang mit Infektionsversuchen fehlen bisher

ganzlich.

2.2.5.7 Pathologische Untersuchung

Eine vollstandige pathologisch-anatomische Untersuchung beim Vogel schlief3t
nach einer auf3eren Adspektion und einer Untersuchung der Korperoffnungen die
adspektorische Untersuchung der Koérperhohlen, aller Organe und Organ-
systeme ein (KEYMER, 2007). Dazu gehort immer eine Untersuchung des
gesamten Respirationstraktes, inklusive von Luftsacken, Lunge, Trachea, Nase
und Sinus infraorbitalis, um Lasionen einer Aspergillose zu detektieren (KEYMER,
2007).

Die pathologisch-anatomischen Befunde einer aviaren Aspergillose kdnnen
dabei vielfaltig sein (BEERNAERT et al., 2010, BROWN et al., 2008, CONVERSE,
2008, KUNKLE, 2003, McDIARMID, 1955, O'MEARA UND WITTER, 1971, REDIG, 1993,
REDIG, 2007). Unter anderem sind weil3-gelbliche, kasige bis gelatinése, knotige

oder konfluierend-diphtheroide Auflagerungen beschrieben, welche von einem
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flauschigen, pigmentierten Pilzmyzel Uberlagert sein konnen. Diese Lasionen
sind granulomatos, infiltrativ oder diffus, oberflachlich und nicht-abgekapselt oder
eine Mischung daraus (BEERNAERT et al., 2010, CACCIUTTOLO et al., 2009).

Bei der respiratorischen Manifestation wurden Lasionen, welche den gesamten
Respirationstrakt betreffen, meist im Zusammenhang mit einem chronischen
Krankheitsverlauf beobachtet, wohingegen auf die Lunge und die oberen
Atemwege beschrankte Lasionen eher mit akuten Verlaufsformen assoziiert
wurden (REDIG, 1993, REDIG, 2007).

Bei invasiven und systemischen Manifestationen der Aspergillose kdnnen neben
dem Respirationstrakt verschiedene und unterschiedlich viele Organe infiziert
werden, wobei nur selten der gesamte Korper betroffen ist. Im Gegensatz dazu
beschranken sich die Lasionen bei lokalen Manifestationen auf das jeweils
betroffene Organ bzw. Organsystem (ABRAMS et al., 2001, BARNETT et al., 2011,
BARTON et al., 1992, BECKMAN et al., 1994, BYGRAVE, 1981, CORTES et al., 2005,
FITZGERALD UND MOISAN, 1995, GREENACRE et al., 1992, HopPPES et al., 2000,
HUBBEN, 1958, JULIAN UND GORYO, 1990, OLIAS et al., 2010b, OzZMEN UND
DORRESTEIN, 2004, STOUTE et al., 2009, STROUD UND DUNCAN, 1982, TsAl et al.,
1992).

2258 Histopathologische Untersuchung

Der histopathologische Nachweis von mykotischen Strukturen, meist Pilzhyphen
oder Konidien, innerhalb von Lasionen stellt eine definitive Diagnose der
Aspergillose dar. Zur besseren Visualisierung der Hyphen im histologischen
Schnitt werden haufig die Perjodsaure-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion), die
Grocott- oder die Gridley-Farbung verwendet (BEYTUT et al., 2004, KUNKLE, 2003,
OzMEN UND DORRESTEIN, 2004). Dabei ist es entscheidend, die mykotischen
Stukturen in Assoziation mit den Lasionen darzustellen, um eine Verwechslung
mit postmortalen Kontaminationen und Autolyseprozessen auszuschlie3en.
Typische Aspergillome weisen in der Histopathologie einen zentralen, meist
nekrotischen Kern mit Pilzhyphen und Zelldetritus auf. Dieser ist von granulom-
ahnlich angeordneten, konzentrisch geschichteten, heterophilen Granulozyten,

Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen umgeben. In spateren Stadien
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erganzen mehrkernige Riesenzellen und aullere fibrindse Kapseln das histo-
logische Bild (BEYTUT et al., 2004).

2259 Immunhistochemische Untersuchung

Immunhistochemische Techniken konnen zur besseren Darstellung von histo-
logisch teils schwer darstellbaren Pilzstrukturen (CARRASCO et al., 1993) und zur
genaueren Differenzierung der Pilze genutzt werden (BEYTUT et al., 2004,
BEYTUT, 2007, JENSEN et al., 1997). Monoklonale Antikdrper verbesserten nach
Markierung mit einem Demavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex bei Gosseln (Anser
anser f. domestica) und bei Puten den Nachweis von Aspergillus-Hyphen in
nekrotischen Zentren von Aspergillomen, wobei Hyphen sogar innerhalb von
Makrophagen und Riesenzellen dargestellt werden konnten (BEYTUT et al., 2004,
BEYTUT, 2007). Neben Aspergillus spp. kénnen auch Antikdrper gegen
Mucoraceen und andere Jochpilze (Zygomyceten) sowie gegen Schlauchpilze
(Ascomyceten) wie Candida spp., Geotrichum spp., Fusarium spp. und
Scedosporium spp. in einem Testset kombiniert werden (JENSEN et al., 1997).
Das erhoht die Sensitivitat der Pilzdiagnostik im Rahmen der histologischen

Untersuchung.

2.2.510 Molekularbiologische Untersuchung

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde bereits bei verschiedenen
Vogelfamilien wie Strauf3en, Pinguinen, Falken, Puten und Stérchen erfolgreich
zur Diagnostik einer Aspergillose eingesetzt (ALVAREZ-PEREZ et al., 2010, OLIAS
et al., 2010a, OLIAs et al., 2010b, VAN WAEYENBERGHE et al., 2011). Dabei sind
spezies- und genusspezifische Protokolle zur Pilzidentifizierung verfigbar
(DAHLHAUSEN, 2006), welche auch dann noch eine gezielte Diagnose
ermoglichen, wenn eine mykologische Anzucht des Isolates scheitert. Aus
Pilzlasionen und Granulomen sowie aus histopathologischen Praparaten kdnnen
mittels Laser-Mikrodissektion einzelne Pilzstrukturen separiert und molekular-
biologisch differenziert werden (OLIAS et al., 2011b). Dabei liegt der Vorteil des
Aspergillus-DNA-Nachweises darin, dass auch fixierte oder kryokonservierte
Proben noch zur Speziesdifferenzierung sowie zur Feststellung von Verwandt-

schaftsgraden verschiedener Pilzisolate genutzt werden kénnen. So konnte
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belegt werden, dass bei mykotischen Pneumonien bei Voégeln haufig
verschiedene A. fumigatus-lsolate parallel nachweisbar waren (OLIAS et al.,
2011b).

Im Rahmen der Untersuchung von invasiven Aspergilloseformen wurden auch
Blutproben von Menschen (Kami et al.,, 2001) und einzelnen Vogelspezies
(DAHLHAUSEN et al., 2004) molekulardiagnostisch auf Schimmelpilzgen-
sequenzen untersucht. Diese Methoden befinden sich bei Vogeln jedoch noch in
der Testung und sind bisher nicht etabliert.

Molekularbiologische Techniken wurden zudem erfolgreich zur Detektion und
Abschatzung mykotischer Kontaminationen in Gefligelbestanden sowie zur
Herkunftsbestimmung der Erreger in WeilRstorchnestern eingesetzt (OLIAS et al.,
2011b, VIEGAS et al., 2014, WANG et al., 2012). Dabei konnten einzelne Isolate
mittels Mikrosatelliten-Langen-Polymorphismus gemafl etablierter Methoden
verglichen werden, sodass eine Identifikation der Erregerquelle und von
Verwandtschaftsgraden moglich war (VAN WAEYENBERGHE et al., 2011).
Mikrosatelliten oder sogenannte Short Tandem Repeats (STAR) sind
spezifische, 2 - 6 Basenpaare lange, sich kurz nacheinander wiederholende
Genabschnitte, die ein isolatspezifisches Profil ergeben und so als genetischer

Fingerabdruck des Erregers gewertet werden kdnnen.

2.2.6 Experimentelle Studien zur Aspergillose

Die experimentelle Induktion der Aspergillose wurde in vorangegangenen
Studien auf unterschiedliche Weise und mit verschiedenen Zielsetzungen
durchgefiihrt. Eine Ubersicht zu den bei Vdgeln durchgefiihrten experimentellen

Studien findet sich in der Tabelle im Anhang |I.

2.2.6.1 Infektionsmethode

2.2.6.1.1 Inokulation tiber Inhalationskammern

Inhalationskammern wurden genutzt, um via pilzsporenangereichertem Aerosol
eine Aspergillose bei Hihnern (JULIAN UND GORYO, 1990, O'MEARA UND CHUTE,
1959, TAYLOR UND BURROUGHS, 1973) und Puten (RICHARD et al., 1981, RICHARD

UND THURSTON, 1983) zu induzieren. Dabei ging es um die grundlegende
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Erforschung der klinischen Symptome, des Verlaufes und der pathologischen
Befunde einer aviaren Aspergillose beim Wirtschaftsgeflugel (JULIAN UND GORYO,
1990, O'MEARA UND CHUTE, 1959). Zudem hatten diese Studien eine Aufklarung
der antigenetischen Reprasentanz des Erregers im Vogel und der Immunantwort
des Tieres auf Aspergillus spp. zum Ziel (TAYLOR UND BURROUGHS, 1973).
Aullerdem wurden Virulenzunterschiede zwischen unterschiedlichen Pilzspezies
sowie zwischen unterschiedlichen Stammen einer Aspergillus-Spezies im
Vogelorganismus untersucht (RICHARD et al., 1981), wobei die Invasivitat und
Dissemination der Schimmelpilze und die dabei involvierten zellularen
Mechanismen im Fokus standen (RICHARD UND THURSTON, 1983). Uber die
Inhalation sollte in diesen Studien ein annahernd naturlicher Infektionsweg
simuliert werden, um Feldinfektionen mit Aspergillus spp. bestmdglich darstellen
zu kénnen. Dabei erfolgte jedoch keine exakte Quantifizierung der inhalierten

Sporenmenge, was fir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit essentiell war.

2.2.6.1.2 Intratracheale Inokulation

Als weitere Infektionsroute wurde eine intratracheale Applikation bei Enten
(GRACZYK et al., 1998), Wachteln (CHAUDHARY UND SADANA, 1988, GUMUSSOY et
al., 2004, TELL et al., 2010, WLAZ et al., 2015), Staren (ATASEVER UND GUMUSSOY,
2004), Tauben (BEERNAERT et al., 2008), Puten, Rotschwanzbussarden und
Breitfligelbussarden (Buteo platypterus) (REDIG, 1980a, REDIG, 1980b)
durchgefuhrt. Diese Studien zielten auf die Untersuchung von Aspergillus spp.
spezifischen Antigenen sowie anti-Aspergillus spp. spezifischen Antikorpern
(IgG) sowie ihre mogliche protektive Wirkung (GRAczYK et al., 1998). Die
Wirksamkeit von Antimykotika im Rahmen der Behandlung einer Aspergillose
(Gumussoy et al., 2004, REDIG, 1980b, TELL et al., 2010, WLAZ et al., 2015) sowie
der diagnostische Wert von blutchemischen und serologischen Parametern flr
die Aspergillosediagnostik wurden in weiteren Studien evaluiert (GRACZYK et al.,
1998, REDIG, 1980b). Allerdings wurden auch grundlegende Klinische,
pathologische, histologische und hamatologische Veranderungen im Zuge einer
Infektion bei Wachteln (CHAUDHARY UND SADANA, 1988, GUMUSSOY et al., 2004),
Bussarden (REDIG, 1980a, REDIG, 1980b) und Staren (ATASEVER UND GUMUSSOY,
2004) untersucht. Somit ging es zusammenfassend in diesen Studien um eine

sichere experimentelle Erzeugung der Aspergillose, um nachfolgend die
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eintretenden Veranderungen im Korper des Tieres sowie die diagnostischen und
therapeutischen Ansatzpunkte zu erforschen.

Zur Entwicklung und Optimierung eines experimentellen In-vivo-Modells fur die
aviare Aspergillose wurde die intratracheale Applikation bei Tauben nachfolgend
mit verschiedenen anderen Applikationswegen und Induktionsmethoden
vergleichend evaluiert (BEERNAERT et al., 2008). Nach intratrachealer Applikation
konnte dabei eine Aspergillose mit deutlichen Symptomen induziert werden,
wobei dies bei immunsupprimierten Tieren begunstigt war. Somit wurde die
Luftréhreninokulation als geeigneter Inokulationsweg der Aspergillose im
Taubenmodell dargestellt (BEERNAERT et al.,, 2008). Da zudem nur fur die
intratracheale Applikation Erfahrungen bei Greifvogeln vorliegen (REDIG, 1980a,
REDIG, 1980b) und nur bei dieser Applikationsart eine exakte A. fumigatus-
Konidien Infektionsdosis ermittelt werden konnte (CHAUDHARY UND SADANA,
1988), wurde die intratracheale Applikation als geeignetste Inokulationsart zur

Beantwortung der Fragestellung in der vorliegenden Studie angesehen.

2.2.6.1.3 Andere Inokulationsmethoden (intraaerosaccular,

intrapulmonal, intravenos, intraperitoneal)

Eine Installation von Sporensuspensionen in den Luftsack wurde bei Tauben
(BEERNAERT et al., 2008), Puten (FEMENIA et al., 2007, KUNKLE UND RIMLER, 1996,
KUNKLE et al.,, 1999, PEDEN UND RHOADES, 1992) und Hidhnern (CHUTE UND
O'MEARA, 1958) durchgefuhrt. Eine Injektion in die Lungen erfolgte hingegen nur
bei Puten (PERELMAN, 1993). Dabei dienten diese Studien der Uberpriifung der
Pathogenitat und der Virulenz von Pilzisolaten sowie deren potenzieller
Toxinbildung (CHUTE UND O'MEARA, 1958, PEDEN UND RHOADES, 1992).
AulBerdem sollte die protektive Wirkung einer Splenozytenlbertragung von
rekonvaleszenten auf naive Puten vor einer experimentellen, intravendsen und
intraaerosaccularen A. fumigatus-Inokulation ermittelt (KUNKLE et al., 1999) sowie
antimykotisch wirkende Arzneimittel evaluiert werden (PERELMAN, 1993).

Ein Vergleich von Injektionen in den thorakalen Luftsack und in die Lunge mit der
intratrachealen Applikation erfolgte bei Tauben, wobei zusatzlich eine
Immunsuppression mittels Kortisongabe bei einigen Tieren durchgefuhrt wurde
(BEERNAERT et al., 2008). Die Taube sollte hierbei zur Erforschung von Erreger-

Wirts-Interaktionen und von diagnostisch nutzbaren Messparametern genutzt
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werden (BEERNAERT et al., 2009a, BEERNAERT et al., 2009b, BEERNAERT et al.,
2009c), wobei die Eignung verschiedener Infektionsrouten, die Belastung der
jeweiligen Infektionsroute flr das Tier sowie der Schweregrad der experimentell
induzierten Aspergillose im Vordergrund standen (BEERNAERT et al., 2008). Der
Vergleich ergab, dass die schwerste und schnellste Entwicklung der Aspergillose
bei immunkompetenten Tauben Uber eine Luftsackapplikation und bei mittels
Dexamethason immunsupprimierten Tauben sowohl Uber eine Luftsack- als auch
eine Lungenapplikation von Aspergillus-Konidien beobachtet werden konnte.
Diese Applikation wurde jedoch allesamt als sehr invasiv und stark vom
naturlichen Infektionsweg abweichend gewertet, da stets eine Penetration von
Haut, Muskulatur und Lungen- bzw. Luftsackgewebe notwendig war (BEERNAERT
et al., 2008).

Eine intravendse Applikation von Aspergillus-Sporen erfolgte ebenfalls bei
Tauben (ELMUBARAK UND FADLELMULA, 1991, VAN CUTSEM et al., 1989) und eine
intraperitoneale Inokulation bei Hihnern (OKOYE UND OKEKE, 1986), mit dem Ziel
eine Aspergillose experimentell zu erzeugen und deren pathologische und
histopathologische = Veranderungen zu beschreiben (ELMUBARAK UND
FADLELMULA, 1991, OKOYE UND OKEKE, 1986) bzw. antimykotische Wirkstoffe in
vivo zu testen (VAN CUTSEM et al., 1989).

Zusammenfassend konnte Uber intravendse, intraperitoneale, intrapulmonale
und intraaerosacculare Inokulationsmethoden jeweils eine Aspergillose erzeugt
werden. Jedoch unterschieden sich diese Inokulationsmethoden im Gegensatz
zur Inhalation oder zur intratrachealen Applikation stark vom natlrlichen
Infektionsweg Uber die oberen Atemwege. Zudem waren sie vergleichsweise
invasiver, da hierzu ein chirurgischer Zugang zu Organen, zur Kérperhohle oder
zu GefaRen erforderlich war. Die Ermittlung einer minimalen Infektionsdosis
erfolgte lediglich in einer Studie mit intratrachealer Inokulationsart (CHAUDHARY
UND SADANA, 1988) und wurde bisher in keiner der Studien mit intravendsen,
intraperitonealen, intrapulmonalen oder intraaerosaccularen Inokulations-
methoden durchgeflihrt. Daher erschien lediglich die intratracheale Inokulations-

art fur die vorliegende Studie geeignet.
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2.2.6.2 Ermittlung der minimalen Infektionsdosis

Versuche zur Ermittlung einer ,Minimalen Infektionsdosis® (MID) von
A. fumigatus-Konidien gibt es bisher kaum und bei Greifvogeln fehlen diese
ganzlich. In bisherigen Studien wurde die Dosis an inokulierten Aspergillus-
Konidien in vielen Fallen Gberhaupt nicht quantifiziert, sodass auch retrospektiv
eine minimale Infektionsdosis nicht abschatzbar ist (JULIAN UND GORYO, 1990).
Orientierende Dosisangaben finden sich nur zum Teil in Inhalationskammer-
studien, wo jeweils am Ende der Expositionsphasen eine Expositionsdosis durch
Messung eines kommerziellen Luftprobensammlers bestimmt und als Sporen-
dosen pro Kubikmeter Luft berechnet wurde (GHORI UND EDGAR, 1973). In
einzelnen Teilexperimenten war mit dieser Methode eine Dosis allerdings nicht
naher bestimmbar und zudem fehlen Angaben, ob die berechnete Sporen-
Expositionskonzentrationen wahrend der gesamten Expositionsphase und in
allen Bereichen der Inhalationskammer gleichmafig gegeben waren. Somit bleibt
unklar, welches Tier welche Sporenmenge tatsachlich inhaliert hat, sodass diese
Methode zur Ermittlung der Infektionsdosis ungeeignet scheint (FEMENIA et al.,
2007).

In Studien mit Luftsack-, Lungen- und intravendsen Applikationen wurden
hingegen teils genaue, individuell applizierte Sporenmengen ermittelt. Bei Puten
wurde eine Aspergillose durch Luftsack-Applikation von Suspensionen mit
108- 107 A. fumigatus-Sporen erzeugt (FEMENIA et al., 2007, PEDEN UND RHOADES,
1992, REDIG, 1980a). Bei Tauben war eine Applikation von 0,2 x 106 bzw. 0,2 x
108 A. fumigatus-Konidien in die kraniale, rechte Lunge (BEERNAERT et al., 2008)
sowie von 1 x 108 Konidien in die Vene (ELMUBARAK UND FADLELMULA, 1991)
ausreichend, um eine Aspergillose auszulésen. Somit kdnnten auf diesem Wege
die inokulierte Konidienmenge exakt und individuell bestimmt werden, wobei
diese Inokulationswege keine naturlichen Infektionsrouten sondern invasive
MalRnahmen darstellten.

In Studien, in denen eine intratracheale Inokulation verwendet wurde, war die
applizierte Konidienmenge je Individuum ebenfalls genau quantifiziert. So
erkrankten und starben 18/18 Stare nach intratrachealer Eingabe von
1,35 x 108 A. fumigatus-Sporen (ATASEVER UND GUMUSSOY, 2004). Bei 3/5 vier

Wochen alten Pekingenten (Anas platyrhynchos f. domestica) wurden 35 Tage
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nach Inokulation von 3,5 x 10* Aspergillus spp.-Sporen histopathologische
Belege fur eine Aspergillose in Form von granulomatésen Entzindungen mit
Hyphen und Konidien beobachtet (GRACzYK et al., 1998). Auch bei funf Wochen
alten Puten wurde nach intratrachealer Gabe von 1 x 107 Sporen/kg eine akute
Aspergillose ausgeldst (REDIG, 1980b). Bei amerikanischen Breitfliigelbussarden
wurde eine Aspergillose nach mehrmaliger (dreimalig im Abstand von 48
Stunden) intratrachealer Applikation von 8,6 x 10* Konidien/kg (REDIG, 1980b)
und bei Rotschwanzbussarden nach einmaliger Applikation von 10° Konidien/kg
induziert (REDIG, 1980a). In verschiedenen Studien bei Wachteln flhrten
zwischen 2,7 und 50 x 108 A. fumigatus-Konidien zu Erkrankung und Tod (BURCO
et al., 2011, CHAUDHARY UND SADANA, 1988, GUMUSSOY et al., 2004, TELL et al.,
2010). Andererseits reichte in Tauben die Inokulation von 0,2 x 108 Konidien nicht
aus, um bei adulten Individuen Symptome und Erkrankung zu induzieren
(BEERNAERT et al., 2008).

Zusammenfassend war durch die intratracheale Applikation eine Abstufung
zwischen den individuell applizierten Dosen unter gleichen Bedingungen und
somit eine Kalkulation von exakten Infektionsdosen moglich. Dementsprechend
erfolgte sowohl eine Quantifizierung der applizierten Konidienmengen als auch
die Berechnung einer Infektionsdosis in Form der Letalen Dosis 50 % (LD 50).
Diese betrug bei Wachteln 12,03 x 10° intratracheal inokulierte A. fumigatus-
Konidien (CHAUDHARY UND SADANA, 1988). Hinzukommend bot die intratracheale
Applikation eine gute Moglichkeit eine natirliche Infektion Uber die oberen
Atemwege experimentell nachzustellen. Dies war daruber hinaus im Vergleich zu
Infektionsrouten Uber eine chirurgische Lungen-, Luftsack- und Veneninokulation

weniger invasiv (CHAUDHARY UND SADANA, 1988).

2.2.6.3 Altersabhangige Empfindlichkeitsunterschiede

Klinische Beobachtungen (ARNE et al., 2011, FLACH et al., 1990, SouzA UND
DEGERNES, 2005) und experimentelle Studien (AusTwiICK, 1969, BEERNAERT et
al., 2008) weisen darauf hin, dass Jungvogel meist empfindlicher auf
Schimmelpilzsporen zu reagieren scheinen als adulte Individuen. Dabei belegen
retrospektive Daten, die bei Eselspinguinen (Pygoscelis papua) aus dem

Edinburgher Zoo erhoben wurden, dass zwischen 1964 und 1988 deutlich mehr
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Kiken und Jungvogel (2 - 3 Monate alt) an Aspergillose verstarben als
erwachsene Tiere (FLACH et al., 1990). Sporadische Todesfalle durch
Aspergillose bei adulten standen einer durchschnittlichen Mortalitat von 14 % bei
juvenilen Pinguinen gegenuber (FLACH et al., 1990). Bei Trompeterschwanen
(Cygnus buccinator) und Pfeifschwanen (Cygnus columbianus) waren in den
Wintern der Jahre 2000 und 2001 doppelt so viele Jungtiere (< 1 Jahr alt)
betroffen als Subadulte und Adulte (SouzA UND DEGERNES, 2005).

In experimentellen Studien an Eintagshihnerkiken konnte bereits mit einer
Dosis von 5 x 108 Sporen eine Aspergillose induziert werden, wahrend bei
adulten Hihnern hierfiir mehr als 1,7 x 107 Sporen notig waren (AUSTWICK, 1969).
Beim Vergleich verschiedener Studien mit Wachteln kann ebenfalls ein
Alterseinfluss vermutet werden, da jungere Tiere schneller klinische Symptome
zeigen als altere. So traten bei zwei Wochen alten Wachteln bereits 24 Stunden
nach der experimentellen Inokulation von A. fumigatus-Sporen Anorexie,
Schwache, Dyspnoe und Tod und eine Mortalitat von 20 % auf (CHAUDHARY UND
SADANA, 1988, PANDITA et al., 1991), wahrend drei Wochen alte Wachteln erste
klinische Symptome erst 48 Stunden nach Inokulation zeigten (GUMUSSOY et al.,
2004). Allerdings wurde bei letzteren eine hundertprozentige Mortalitat
beobachtet und die verwendeten Pilzisolate und Versuchsbedingungen waren
nicht identisch, weshalb die Gultigkeit dieser Aussage in Bezug auf den Vergleich
dieser beiden Studien hinterfragt werden muss (GUMUSSOY et al., 2004). Zudem
ist der Unterschied zwischen zwei und drei Wochen alten Tieren wahrscheinlich
zu gering, um daraus signifikante Unterschiede ableiten zu konnen. Eine
Altersabhangigkeit der Infektionsempfanglichkeit wird allerdings gestutzt durch
eine Studie an Tauben (BEERNAERT et al., 2008). So fuhrte die Applikation einer
identischen Infektionsdosis von 0,2 x 108 A. fumigatus-Konidien bei 6/6 adulten
Tieren nicht zu einer Erkrankung, wahrend sie bei 8/8 4 - 5 Wochen alten
Individuen eine akute Form der Aspergillose ausldste, die bei 5/8 Individuen zum
Tod flhrte (BEERNAERT et al., 2008).

Wohl auch aus diesem Grund, dass die Jungtiere die empfindlichste Altersgruppe
der jeweiligen Vogelspezies darstellen und in diesen eine Aspergillose leichter
und sicherer induziert werden konnte, wurden in vielen Studien bei Huhnern,
Puten, Wachteln und Enten Jungtiere verwendet. Sie befanden sich teils im Alter

von 1 - 10 Tagen (BURCO et al., 2011, FEMENIA et al., 2007, GHORI UND EDGAR,
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1973, JULIAN UND GORYO, 1990, TAYLOR UND BURROUGHS, 1973, WLAZ et al.,
2015), von 2 - 3 Wochen (CHAUDHARY UND SADANA, 1988, GUMUSSOY et al., 2004,
PEDEN UND RHOADES, 1992, RICHARD et al., 1981, RICHARD et al., 1984) oder von
4 - 5 Wochen (BEERNAERT et al., 2008, CHAMANZA et al., 1999b, ELMUBARAK UND
FADLELMULA, 1991, GRACZYK et al., 1998, REDIG, 1980b, RICHARD et al., 1973).
Bei Greifvogeln, insbesondere bei Grolfalken, fehlen Untersuchungen zur
altersassoziierten Empfanglichkeit gegenuber Infektionen mit A. fumigatus sowie
zur Ermittlung einer Infektionsdosis ganzlich, sowohl bei juvenilen als auch bei

adulten Tieren.

2.3 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel eine minimale Infektionsdosis von
Aspergillus fumigatus-Sporen zur Auslésung einer Aspergillose bei Grolifalken
zu ermitteln. Hierbei sollte explizit eine einmalige Inokulation verwendet werden.
Auf den Ergebnissen zu diesen Untersuchungen basierend sollen Empfehlungen
zur Haltung von Grof¥falken und Grenzwerte flir Schimmelpilzsporenexpositionen
in Greifvogelhaltungen etabliert werden. Dies verfolgt den Zweck, die Unter-
bringung und das Management dieser Tiere in menschlicher Haltung zu
optimieren, die Inzidenz von Neuerkrankungen zu senken und das Risiko-
potential von Pilzsporen flr Individuen besser einzuschatzen. Die Etablierung
von Grenzwerten kdnnte zukunftig die objektive Kontrolle und Beurteilung von
Greifvogelhaltungen durch amtliche Tierarzte ermoglichen.

Da die verwendeten Gerfalkenhybriden unter den Greifvogeln als vergleichs-
weise empfindlich angesehen werden, kdnnen die aus den Erkenntnissen dieser
Arbeit erstellten Werte voraussichtlich auch als Grenzwert fir die Haltung
anderer Greifvogelarten Verwendung finden.

Gleichsam war es Ziel der Untersuchungen zu uberprufen, ob sich die vielmals
vermuteten Empfindlichkeitsunterschiede zwischen juvenilen und adulten
Individuen auch bei GroRfalken wissenschaftlich beweisen lassen.

Im Anschluss an die experimentelle Infektion sollten die klinischen, sero-
logischen, pathologischen, histopathologischen und immunhistochemischen
Befunde zusammengetragen und die verschiedenen Diagnostikmethoden

evaluiert werden. In diesem Rahmen wurde ein besonderer Fokus auf die
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Hamatologie, die Serum-/Plasma-Proteinelektrophorese sowie die Bestimmung
von Akute-Phase-Proteinen, Anti-Aspergillus-Antikorpern, Aspergillus-Antigenen
und Aspergillus-Toxinen gelegt. Dadurch sollten die bisher bestehenden,
limitierten diagnostischen Mdglichkeiten der In-vivo-Diagnostik der Aspergillose

fur den praktizierenden Tierarzt erweitert werden.






Material und Methoden 53

3 Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau, -raume und -tiere

Es wurden zwei aufeinanderfolgende Versuche (Versuchsteile A und B) Uber jeweils
28 Tage durchgefihrt. Versuchsteil A wurde dabei mit 18 immaturen (10 Monate
alten), mannlichen Ger-Saker-Hybridfalken und Versuchsteil B mit 21 juvenilen

(7 - 8 Wochen alten), mannlichen Ger-Saker-Hybridfalken durchgefuhrt.

Die Falken in beiden Versuchsteilen stammten aus einem kommerziellen
Falkenzuchtbetrieb. Die Tiere wurden beim Ziuchter aneinander und an den
Menschen gewohnt, wie dies mit Tieren dieses Betriebes regelmalig zur
Verkaufsvorbereitung durchgefuhrt wird. Nach dort etablierten, falknerischen
Standardmethoden wurden die Tiere ebenfalls an die falknerische Anbindehaltung,
die Fultterung aus der Hand des Menschen sowie an das Aufziehen der
Falkenhaube (,Verhauben®) gewodhnt (SCHONEBERG, 2009). Wahrenddessen wurde
die Gesundheit der Tiere durch die Falkner und den bestandsbetreuenden Tierarzt
uberwacht, wobei auch regelmaRige parasitologische Kotuntersuchungen und
antiparasitare Behandlungen bei Bedarf durchgefihrt wurden. Es erfolgten mehrere
Bestandsbesuche im Zuchtbetrieb und es gab einen engen Austausch mit dem
bestandsbetreuenden Tierarzt inklusive Einsicht in alle Laborergebnisse und
Untersuchungsprotokolle. Dadurch konnten Mangel in der Haltungsumgebung, der
Ernahrung, der Futterungs- und Haltungshygiene sowie medikamentelle Vor-
behandlungen, Vergiftungen, auffallige Stressoren oder Quellen einer potenziellen

Schimmelsporenemission bestmdglich ausgeschlossen werden.

Nach dem Transport wurden alle Falken klinisch (siehe 3.2.1), rontgenologisch und
endoskopisch (siehe 3.2.3) untersucht. Das Blut der Tiere wurde per
Hamagglutinationstest auf Anti-Aspergillus-Antikdrper (nur Versuchsteil A) getestet
bzw. ein Blutausstrich hamatologisch (nur Versuchsteil B) ausgewertet (siehe
3.2.2). Von allen Tieren wurden Kotproben parasitologisch und Tupferproben
mikrobiologisch (siehe 3.2.4) untersucht. Diese Untersuchungen wurden durch-
gefuhrt, um die Gesundheit der Tiere zu bestatigen und Vorerkrankungen, insbe-

sondere eine Aspergillose, auszuschlief3en.
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Nach einer Eingewdhnung von drei Tagen erfolgte die Inokulation mit einer
definierten A. fumigatus-Konidienmenge (siehe 3.4). Dabei wurden basierend auf
den Erfahrungen aus Versuchsteil A die GruppengroRe sowie die Inokulationsdosen
im Versuchsteil B angepasst, um den Bereich der Infektionsdosen feiner
abzustufen. Im Versuchsteil A wurden drei Infektionsgruppen (Gruppen A1 - A3) mit
jeweils funf immaturen Falken sowie eine Kontrollgruppe (Gruppe A4) mit drei
immaturen Falken verwendet, wahrend im Versuchsteil B sechs Infektionsgruppen
(Gruppen B1 - B6) mit jeweils drei juvenilen Falken sowie einer Kontrollgruppe (B7)
mit drei juvenilen Falken gebildet wurden (siehe 3.4). Die Gruppenzusammen-
stellung der Tiere erfolgte verblindet per Losverfahren.

In beiden Versuchsteilen wurde der experimentellen Inokulation eine 28-tagige
Versuchsphase angeschlossen, die damit definitionsgemall dem Zeitraum einer
akuten (3 - 14 Tage) bzw. einer subakuten (14 - 28 Tage) Erkrankung entsprach.
Im Versuchsteil A wurden die Vogel in der Tierversuchseinrichtung des Instituts fur
Pathologie, Bakteriologie und Vogelkrankheiten der Veterindrmedizinischen
Fakultat der Universitat Gent in Merelbeke, Belgien (IPBAD) in zwei 6,5 m langen,
8,5 m breiten und 4,0 m hohen, identisch ausgestatteten Versuchsraumen
untergebracht. Im Versuchsteil B wurden die Falken in einem 6,3 m langen, 4,5 m
breiten x 2,9 m hohen Versuchsraum der Klinik fur Vogel, Reptilien, Amphibien und
Fische der Justus-Liebig-Universitat GielRen (KVRAF) untergebracht. In den
Raumen wurden die Falken bei einer 12-stlindigen Lichtphase in falknerischer
Anbindehaltung auf der hohen Reck (SCHONEBERG, 2009) gehalten (siehe
Abbildung 6). Die Rdume wurden zuvor gemal} Herstellerangaben gereinigt und mit
fungiziden Sprih-Desinfektionsmitteln (F10™, Health & Hygiene, Florida Hills,
Sudafrika und Neopredisan-135®, Menno Chemie Vertrieb GmbH, Norderstedt) und
einer fungiziden Rauchbombe (Mold Bomb™, Bio Cide Laboratories, Cumming, CA,
USA) desinfiziert. Der Boden wurde mit Papiertischdecken (Papstar®, Kall)
ausgelegt, welche einmal taglich gewechselt wurden. Die Falken wurden zweimal
taglich adspektorisch untersucht und einmal taglich, immer zur gleichen Tageszeit,
geflttert und gewogen (siehe 3.5.1). Die Futterung der Vogel erfolgte aus der Hand
der Betreuungsperson mit kommerziell erworbenen Eintagshiuhnerkiken ad libitum.
Den Falken wurde temporar, vor allem wahrend Reinigungsarbeiten oder der
Fltterung anderer Tiere, die Falkenhaube aufgesetzt, um sie vor visuellen Reizen

abzuschirmen und nicht zu beunruhigen.
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Abbildung 6: Unterbringung der Falken im Versuchsraum. Die Tiere sind mit Falkenhauben
temporar verhaubt und befinden sich in falknerischer Anbindehaltung.

Zum Ausschluss einer potenziellen Umgebungskontamination, welche neben der
experimentellen Inokulation als mdgliche Eintragsquelle fur Aspergillus spp.
bedacht werden musste, wurden vor der Inokulation sowohl im leeren als auch im
besetzten Raum und wahrend des Versuches zweimal wdchentlich 100 I-Raumluft
mittels eines kommerziellen Luftprobensammlers (MAS-100 Eco, Merck-
Ehitehouse Station, New Jersey, USA; 100l Luft/min) (siehe Abbildung 7)
entnommen und auf Sabouraud Dextrose Agar (SAB; Oxid Deutschland GmbH,
Wesel) bei 37 °C nach Standardmethoden kultiviert (siehe 3.5.7).

Abbildung 7: Luftprobensammler zum  Monitoring der Aspergillus  fumigatus-Konidien-
Konzentration in der Raumluft.

Am Versuchsende (28. d. p. i.) bzw. beim Erreichen der tierschutzrechtlichen
Abbruchkriterien wurden die Tiere narkotisiert (siehe 3.5.2) und ihnen wurde Blut
fir eine hamatologische Untersuchung (siehe 3.5.3) und weiterfihrende Serum-

untersuchungen (siehe 3.5.9) entnommen. Im Anschluss wurden sie durch Injektion
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von 0,5 ml T61 (Intervet Deutschland GmbH - MSD Tiergesundheit, Unterschleil3-
heim) in die Vena basilica euthanasiert.

Als Abbruchkriterien wurden zentralnervose Symptome, starke Dyspnoe oder
anhaltende Tachypnoe sowie das mehrtagige Auftreten einer Apathie oder Anorexie
mit starkem Aufplustern oder/und Aufkrimmung des Steildes definiert.
AnschlieRend wurden die Tierkorper einer pathologischen Untersuchung zugefihrt
(siehe 3.5.4), in deren Rahmen Proben von 14 Organen (Nares, Trachea/Syrinx,
Lunge, Luftsacke, Leber, Milz, Niere, Herz, Drisenmagen, Muskelmagen, Darm,
Brustmuskel, Bursa cloacalis und Gehirn) und von makroskopisch sichtbaren,
granulomatdsen Lasionen entnommen wurden. Abstriche von diesen Organen und
Lasionen wurden auf mykologischen Nahrboden und ausgewahlte Organabstriche
(Herzblut, Leber und Lunge) zusatzlich auf bakteriologischen Nahrbdden
ausgestrichen und am IPBAD einer mikrobiologischen Untersuchung (siehe 3.5.7)
mit anschlieBender molekularbiologischer Untersuchung (siehe 3.5.8) zugefihrt.
Gewebeproben wurden in phosphatgepufferter Formaldehydlosung fixiert,
geschnitten und zur histopathologischen (siehe 3.5.5) sowie zu immunhisto-

chemischen Untersuchung (siehe 3.5.6) an das IPBAD weitergeleitet.

Der Tierversuch im Versuchsteil A und alle dazu notwendigen MaRnahmen wurden
von der Ethikkommission der Tiermedizinischen Fakultat der Universitat Gent in
Merelbeke, Belgien mit der Genehmigungsnummer EC 2010/111 genehmigt. Der
Tierversuch im Versuchsteil B und alle dazu notwendigen Malihahmen wurden von
der Tierschutzkommission des Regierungsprasidiums GieRen mit der Genehmi-

gungsnummer GI18/9 Nr. 69/2011 genehmigt.

3.2 Untersuchungen vor Beginn der Versuche
3.2.1 Klinische Allgemeinuntersuchung

Bei allen verwendeten Tieren wurde zum Ausschluss einer potenziellen Vor-
erkrankung eine klinische Allgemeinuntersuchung durchgefuhrt, welche aus einer
aulleren Adspektion, Auskultation von Herztonen und Atemgerduschen sowie
Palpation von Brust, Bauch und GliedmaRen bestand. Zudem wurde ein Aus-
dauertest (“Stresstest) durchgefihrt (BAILEY, 2008), wobei die verhaubten und auf

dem Falknerhandschuh stehenden Vogel 30 Sekunden lang durch eine schnelle
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Auf- und Abbewegung des Falknerhandschuhs zum Fllgelschlagen animiert
wurden. Dabei wurde die Atemfrequenz sowie der Atemtyp wahrend der Belastung
und die Erholungszeit der Tiere evaluiert (TULLY UND HARRISON, 1994). Die
Ruheatemfrequenz sollte zwischen 12 - 24 Atemzigen/min liegen (KAISER UND
BUCHER, 1985) und auch bei/kurz nach Belastung immer unter 280 Atemzigen/min
bleiben, um einer physiologischen Erhohung der Ruheatemfrequenz zu ent-
sprechen (HART UND RoY, 1966). Die Erholungszeit sollte unter 3 Minuten liegen
(BAILEY, 2008). Der Atemtyp sollte kosto-sternal bleiben und keine doppelte
Pumpbewegung der Bauchdecke aufweisen (BAILEY, 2008). Falken, deren Werte
von den genannten Normalparametern abwichen, wurden vom Versuch ausge-

schlossen.

3.2.2 Hamagglutinationstest und hamatologische Diagnostik

Zur Durchfihrung eines Hamagglutinationstests auf Anti-Aspergillus-Antikorper (nur
Versuchsteil A) bzw. einer hamatologischen Untersuchung (nur Versuchsteil B)
wurden 2 - 2,5 ml Blut bei allen Falken unter Isofluran-Inhalationsnarkose
(Einleitung 5 %, Erhaltung 2,5 - 3 % via Maske) (LIERZ UND KORBEL, 2012) aus der
Ulnarvene (Vena basilica) medial in der Ellenbeuge mittels 25G-Kanule

(AuBendurchmesser 0,50 x 40 mm) entnommen.

Um das potenzielle Vorhandensein von Anti-Aspergillus-Antikbrpern zu Uberprifen,
wurde 1 ml des Blutes der immaturen Falken (Versuchsteil A) zur Durchfuhrung
eines kommerziellen Hamagglutinationstests (Hemkit® Aspergillus IHA, Ravo
Diagnostika, Freiburg) zurlickgestellt, der am Institut flr Pilzkrankheiten, Prof. Dr.
Hans-Jurgen Tietz in Berlin mit Serum durchgefihrt wurde. Das Testsystem wies
gemal’ den Angaben des Herstellers Titer < 1:40 als negativ, > 1:40 bis < 1:320 als
unklar/fraglich und =1:320 als positiv aus. Allerdings wurde dieser fur die
Humanmedizin entwickelte Hamagglutinationstest in einer nachfolgend in der
KVRAF durchgefuhrten Evaluation an 154 Falken, deren Aspergillosestatus durch
klinische, endoskopische bzw. pathologische Untersuchungen Uberprift wurde, als
nicht aussagekraftig eingestuft (FISCHER et al., unverdffentlichte Daten). Deshalb
wurde im Versuchsteil B auf diesen Test verzichtet und stattdessen eine

hamatologische Untersuchung der Tiere durchgeflhrt.
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Zur Durchfluihrung der hamatologischen Untersuchung wurden im Versuchsteil B
aus dem frisch entnommenen Blut drei Blutausstriche angefertigt, luftgetrocknet,
nach Wright-Giemsa-Farbung (Shandon™ Wright-Giemsa Stain Kit, Thermo Fisher
Scientific™, Waltham, MA, USA) angefarbt und gemaR Standardmethoden
evaluiert (PENDL, 2008a). Zur Schatzung der Gesamtzahl der Leukozyten pro
Mikroliter Blut wurden alle Leukozyten in 20 Gesichtsfeldern in der 1000er
VergroRerung mit Olimmersion gezahlt (PENDL, 2008a). Nachfolgend wurde der
prozentuale Anteil der einzelnen Leukozytenfraktionen (heterophile Granulozyten,
basophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten)
anhand der Auszahlung von 100 Leukozyten in der 1000er VergroRerung mit
Olimmersion ermittelt (PENDL, 2008b). Die ermittelten Werte wurden daraufhin mit
publizierten Werten fur Falken verglichen (DEL PILAR LANZAROT et al., 2001, HAWKINS
et al., 2013, HEIDENREICH, 2013b, WERNERY et al., 2004a). Falken, die hama-
tologisch deutliche Hinweise auf ein Entziindungsgeschehen aufwiesen (z. B.
Leukozytose) oder auf andere Weise deutlich von den Normalwerten abwichen,

wurden vom Versuch ausgeschlossen.

Nachfolgend wurde das restliche Blut aus Versuchsteil A in Serumrdhren
(Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg) bzw. aus
Versuchsteil B in Lithium-Heparin-Réhrchen (Mikro-Probengefald 1,3ml LH,
Sarstedt AG & Co., Numbrecht) gesichert, zentrifugiert und das Serum (Versuchsteil
A) bzw. Plasma (Versuchsteil B) aller Falken zu weiterfuhrenden, serumdiagnos-
tischen Untersuchung (siehe 3.5.9) an das Institut fur Tierarztliche Nahrungsmittel-
kunde der Justus-Liebig-Universitat GieRen, Professur fur Milchwissenschaften,
Prof. Dr. Dr. habil. Ewald Usleber (ITNMK) und die Division of Comparative
Pathology, University of Miami Miller School of Medicine, Prof. Carolyn Cray, Miami,
Florida, USA (DCP-MIA) weitergeleitet.

Die Verwendung von Plasma an Stelle von Serum im Versuchsteil B erklart sich aus
den Ruckmeldungen von Mitarbeitern beider Labore im Anschluss an den
Versuchsteil A. Diese hatten anhand von eingesandten Diagnostikproben Serum
und Plasmaproben vergleichend Uberpruft und eine zuvor nicht erwartete, bessere
Eignung von Plasma zur Durchfihrung der Untersuchungen ermittelt (CAROLYN

CRAY, personliche Mitteilung; MADELEINE GROSS persdnliche Mitteilung).
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3.2.3 Bildgebende Diagnostik

Bei allen Falken wurden rontgenologische Aufnahmen angefertigt und eine
endoskopische Untersuchung durchgeflhrt. Dies erfolgte unter Isofluran-
Inhalationsnarkose (LIERZ UND KORBEL, 2012). Die rontgenologischen Unter-
suchungen der Tiere erfolgten im latero-lateralen und ventro-dorsalen Strahlen-
gang. Dabei wurde besonderes auf aspergillosetypische Befunde (parabronchiale
Zeichnung, Asymmetrie der Luftsacke, Verdickung der Luftsackwande, Ver-
waschung der Organgrenzen, Luftsackspangen, rundliche Verschattungen in Lunge
und Luftsacken, Airtrapping, schlechte Abgrenzbarkeit der Herzsilhouette, erhdhte

Roéntgendichte der kaudalen Lungengrenze) geachtet.

Die endoskopische Untersuchung wurde bei allen Tieren gemal Standard-
methoden durchgefuhrt (LIERz, 2008). Das Endoskop wurde beidseitig jeweils
kaudal der letzten Rippe, ventral des Beckens (Synsacrum) und kranial des
vorderen Oberschenkelmuskels (Musculus iliotibialis cranialis) in die kaudalen
Brustluftsdcke (Sacci thoracales caudales) eingeflihrt. Von dort wurde es in die
kranialen Brustluftsacke (Sacci thoracales craniales) und die Bauchluftsacke (Sacci
abdominales) vorgeschoben (LIERz, 2008). Die sichtbaren Organe (Herzbeutel,
Lunge, Leber, Milz, Niere, Nebennieren, Gonaden, Magen und Darm) wurden

hierbei inspiziert.

Falken, bei denen rontgenologische oder endoskopische Hinweise auf eine
Erkrankung, insbesondere auf eine Aspergillose bestanden, wurden vom Versuch

ausgeschlossen.

3.2.4 Parasitologische und mikrobiologische Kotuntersuchung

Uber drei Tage wurden Sammelkotproben von jedem Tier direkt nach der Ankunft
in den Versuchseinrichtungen gesammelt und dieser Pool parasitologisch und
mikrobiologisch im Labor des IPBAD (Versuchsteil A) bzw. der KVRAF (Versuchstell
B) untersucht.

FUr die parasitologische Untersuchung wurden Kotproben aller Falken nativ
ausgestrichen und nach Anreicherung im Flotationsverfahren gemafl Standard-
methoden mikroskopisch untersucht (MEHLHORN et al., 1993).
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Zur Detektion von Salmonella spp. wurde der Kot aller Falken direkt auf Brilliant-
grunagar (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel) ausgestrichen und bei 37 °C Uber 48
Stunden angezuchtet. Parallel wurde 10 g Kot in 50 ml gepuffertem Peptonwasser
(Oxoid) Uber 24 Stunden bei 37 °C bebritet. Nachfolgend wurden 10 ml dieser
Voranreicherung in 100 ml Brilliantgrin-Tetrathionat-Bouillon (Oxoid) Gberfuhrt und
bei 42 °C Uber 24 Stunden inkubiert. Zur Anzucht einer Subkultur wurde nun diese
Anreicherung auf Brilliantgrinagar ausgestrichen und tber 48 Stunden bei 37 °C
bebrutet. Beim Ablesen der Platten wirden Salmonella spp. weile bis rote Kolonien
mit roten Zonen aufweisen, wahrend coliforme Enterobacteriaceae mit gelben bis
grunlichen Kolonien und gleichfarbiger, umgebender Zone wachsen wirden.

Falken, bei denen Hinweise auf eine Endoparasitose oder eine Salmonellose

bestanden, wurden von den Versuchen ausgeschlossen.

3.3 Inokulum und Galleria mellonella-Virulenztest

Als Inokulum wurde der A. fumigatus-Stamm K125 verwendet, welcher am
21.01.2011 an der KVRAF aus einem Lungengranulom eines Ger-Saker-
Hybridfalken (Falco rusticolus x F. cherrug) isoliert wurde. Am IPBAD wurde eine
643 Nukleotide lange Gensequenz dieses Stammes fur die Gene der ribosomalen
Ribonukleinsduren (5.8S, 18S und 28S rRNA) und der intergenetischen
Spacerregionen (ITS1 und ITS2) unter der Nummer HE864321 im European
Nucleotide Archive hinterlegt. Bis zur Verwendung wurde das Isolat im IPBAD
bei -80 °C in Microbank™ Speicherbehiltnissen (Pro-Lab Diagnostics, Vovolab,

Belgien) aufbewahrt.

Die Virulenz des Isolates wurde vor den Infektionsversuchen an den Falken durch
einen Virulenztest in Larven der gro3en Wachsmotte (Galleria mellonella) Uberpruft
(COTTER et al., 2000). Diese wurden vor Beginn des Virulenztests tber 7 - 10 Tage
dunkel, bei 15 °C in Holzspanen gehalten (REEVES et al., 2004). Nachfolgend
wurden im Dreifachansatz (Versuchsgruppe 1 - 3) 10 uyl PBS mit 1 x 10°
A. fumigatus-Konidien mittels Insulinspritze ins Hamozol von jeweils sechs Larven
injiziert (COTTER et al., 2000), die sich im Nymphenstadium befanden. Die Injektion
erfolgte durch das letzte, linke Bauchbein (Afterfu?). Als Kontroligruppen wurden
sechs Larven auf gleiche Weise mit 10 pyl PBS injiziert (Kontrollgruppe 1) und sechs

weitere Larven blieben unbehandelt (Kontrollgruppe 2). Nachfolgend wurden die
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Larven der drei Versuchsgruppen und der beiden Kontrollgruppen in dunklen
Plastikboxen, bei Raumtemperatur inkubiert, taglich tber 3 Tage untersucht und die
Anzahl der toten Larven taglich notiert. Das ganzliche Fehlen von Bewegungen und
die Entwicklung von dunklen Verfarbungen der Larve wurden hierbei als
Todesanzeichen gewertet (BRENNAN et al., 2002, COTTER et al., 2000). Die
durchschnittliche Uberlebensrate der Larven in den Versuchsgruppen wurde nach
24, 48 und 72 Stunden evaluiert und mit der in den Kontrollgruppen verglichen
(COoTTER et al., 2000). Virulente Stamme sollten nach spatestens 48 h eine
durchschnittliche Uberlebensrate von weniger als 10 % aufweisen, wahrend in den

Kontrollgruppen keine toten Larven auftreten sollten.

Zur Inokulumpraparation wurde K125 auf SAB funf Tage lang bei 37 °C bebrutet.
AnschlieBend wurden die Kulturen in 5 ml 0,01 % TWEEN® 20 und Hank’s balanced
salt solution (HBSS) gewaschen, um die Konidien zu ernten (siehe Abbildung 8).
Die somit abgespiilten Konidien wurden daraufhin dreimalig in 0,01 % TWEEN® 20
und HBSS gewaschen, was jeweils eine 10-minutige Zentrifugation bei 3200 x g
und 4 °C sowie das nachtragliche Verwerfen des FlUssigkeitsiberstandes
beinhaltete. Nachfolgend wurde die Konidiendichte mittels Hamozytometer
(Neubauer Zahlkammer) bestimmt und durch Verdiinnung mit HBSS auf definierte
Konidienkonzentrationen eingestellt, welche zur Inokulation genutzt wurden. Diese
waren im Versuchsteil A 103, 10° und 107 und im Versuchsteil B 102, 103, 104, 109,

108 und 107 Konidien pro 0,5 ml Flissigkeit.

Abbildung 8: A) Aspergillus fumigatus-Kultur mit aktivem Pilzmyzel. B) Durch Waschung mit 0,01%
TWEEN® 20 und Hank’s balanced salt solution geerntete Konidien in Suspension.
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Im Anschluss an die experimentelle Inokulation der Falken wurde aus diesen zur
Inokulation verwendeten Suspensionen der Anteil an lebensfahigen (viablen)
Konidien mittels einer dezimalen Verdiinnungsreihe (10! bis 10-1°) bestimmt. Hierzu
wurden entsprechende Verdunnungen der Inokulationssuspensionen mit 0,01 %
TWEEN® 20 und HBSS angefertigt und 0,5 ml einer jeden Verdiinnungsstufe auf
SAB fur 20 Stunden bei 37 °C inkubiert. Durch Zahlung der Kolonien und Ruck-
rechnung der Verdunnungsstufe wurde die tatsachliche Konzentration der viablen,
koloniebildenden Einheiten (KbE) von A. fumigatus in KbE/0,5 ml Inokulations-

suspension bestimmt.

3.4 Einteilung der Infektionsgruppen und Infektion der
Falken

Die Festlegung der Gruppen sowie die Berechnung der Anzahl der bendtigten
Falken pro Gruppe erfolgten in Absprache mit Herrn Dr. rer. nat. Klaus Failing, Leiter
der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung am Fachbereich
Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en. Hierzu kam das Programm
BiAS, Modul ,Studienplanung/Logistische Regression mit einer Kovariablen® zum
Einsatz (ACKERMANN, 2010). Der Berechnung der Anzahl der fir das Versuchs-
vorhaben bendtigten Tierzahlen wurde ein logistisches Regressionsmodell
zugrunde gelegt. Die abhangige Variable bildete dabei das Auftreten einer Asper-
gillose, wahrend als Kovariable der Logarithmus der Infektionsdosis angesehen
wurde. Ziel war es mit Hilfe der logistischen Regressionsgleichung die Dosis-
Wirkungs-Beziehung zu beschreiben und aus ihr die minimale Infektionsdosis zu

schatzen.

Es wurden hierzu folgende Parameterwerte angenommen:

a (Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art) = 0,05 bei einseitiger Fragestellung

B (Fehlerwahrscheinlichkeit 2. Art) = 0,1

Die Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art von 0,05 galt hier bei einseitiger Fragestellung,
wobei einseitig bedeutete, dass nur ein wachsender Anteil erkrankter Tiere mit

wachsender Infektionsdosis zu erwarten und von Interesse war.

Aulerdem lag der Fallzahlabschatzung folgende ungefahr zu erwartende Haufig-

keitstabelle (siehe Tabelle 1) fur den Anteil klinisch an Aspergillose erkrankter Vogel
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zugrunde, in der davon ausgegangen wurde, dass bei Inokulation einer Menge
zwischen 10* und 10° Sporen ungefahr die Halfte der Vogel erkranken wiirde. Dies
wurde aus Versuchen mit Puten und Breitfligelbussarden abgeleitet (REDIG,
1980b). Fur die Tabelle 1 wurde eine Odds Ratio (OR) vom ungefahren Wert 4
angesetzt, der den erwarteten Anteilen der klinisch an Aspergillose erkrankten

Voégel auf Grund von Literaturdaten entspricht (REDIG, 1980b).

Tabelle 1: Odds Ratio (OR) des erwarteten Wertes

Lg (Dosis) zur Basis 10 | Kontrolle | 2 3 4 5 6 7
0 3 111 33,3 | 66,7 | 88,9 97
Chance zu erkranken ] ] ) ] ] ] i
(,=0dds") oo 97 | 889 | 667 | 333 | 111 | 3
Wahrscheinlichkeit 0,03 | 0,111 | 0,333 | 0,667 | 0,889 | 0,97

Im Versuchsteil A wies BIAS fir den Fall des Nachweises des Einflusses der
Infektionsdosis auf den Anteil der erkrankten Vogel einen Stichprobenumfang von
insgesamt n = 15 aus (Kontrolle hierbei noch nicht miteinbezogen). Diese Anzahl
von Tieren wurde auf die drei zu prifenden Infektionsdosen 103, 10% bis 107
gleichmalig verteilt, sodass im Versuchsteil A drei Infektionsgruppen (Gruppen
A1 - A3) mit jeweils funf immaturen Falken sowie eine Kontrollgruppe (Gruppe A4)
mit drei immaturen Falken verwendet wurden (siehe Tabelle 2). Die einzelnen
Individuen wurden innerhalb der Infektionsgruppen fortlaufend durchnummeriert,
z. B. A11, A1.2, A1.3, A1.4 und A1.5 fur die Gruppe A1 und entsprechend flr

andere Gruppen.

Tabelle 2: Ubersicht der Inokulationsdosen und der Gruppen im Versuchsteil A (immature Falken)

Gruppe A1 (n = 5) 10" KbE/0,5 ml
Gruppe A2 (n = 5) 10% KbE/0,5 ml
Gruppe A3 (n =5) 102 KbE/0,5 ml
Gruppe A4 (n = 3) 0 KbE/0,5 ml (Kontrolle)

Legende: KbE/mI = Koloniebildende Einheiten pro 0,5 Milliliter Tragerflissigkeit; n = Anzahl

Im Versuchsteil B sollte der Dosisbereich zwischen 10% und 107 eingehender

untersucht werden, weshalb mehr Inokulationsdosen in kleineren Abstufungen
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zueinander verwendet wurden. BiAS wies fur diesen Fall des Nachweises des
Einflusses der Infektionsdosis auf den Anteil der erkrankten Vogel einen
Stichprobenumfang von insgesamt n = 18 aus (Kontrolle hierbei wieder nicht
miteinbezogen). Diese Anzahl von Tieren wurde auf die zu prifenden,
verschiedenen Infektionsdosen im Bereich von 102 bis 107 mdglichst gleichmaRig
verteilt. So wurden fiir die sechs verschiedenen Infektionsdosen von 102, 103, 104,
105, 108, 107 jeweils drei Tiere und zusatzlich drei Kontrolltiere bendétigt. Folglich
wurden im Versuchsteil B sechs Infektionsgruppen (Gruppen B1 - B6) mit jeweils
drei juvenilen Falken sowie eine Kontrollgruppe (B7) ebenfalls mit drei juvenilen
Falken verwendet. Die einzelnen Individuen wurden innerhalb der Infektions-
gruppen in gleicher Weise fortlaufend durchnummeriert, z. B. B1.1, B1.2 und B1.3

fur die Gruppe B1 und entsprechend fir andere Gruppen (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersicht der Inokulationsdosen und der Gruppen im Versuchsteil B (juvenile Falken)

Gruppe B1 (n = 3) 10" KbE/0,5 ml
Gruppe B2 (n = 3) 108 KbE/0,5 ml
Gruppe B3 (n = 3) 10°KbE/0,5 ml
Gruppe B4 (n = 3) 10*KbE/0,5 ml
Gruppe B5 (n = 3) 10° KbE/0,5 ml
Gruppe B6 (n = 3) 102 KbE/0,5 ml
Gruppe B7 (n = 3) 0 KbE/0,5 ml (Kontrolle)

Legende: KbE/mI = Koloniebildende Einheiten pro 0,5 Milliliter Tragerflissigkeit; n = Anzahl

Die A. fumigatus-Konidien wurden je Tier mit 0,5 ml der entsprechend eingestellten
Inokulationssuspension intratracheal appliziert, wobei den Kontrolltieren lediglich
0,5 ml HBSS eingegeben wurde (siehe Abbildung 9). Dabei erfolgte die Inokulation
jeweils Uber einen 2,5 mm durchmessenden, 16,5 cm langen, flexiblen,
padiatrischen Endotrachealtubus (Vygon, Ecouen, Frankreich). Dieser wurde
jeweils unter tiefer Isofluran-Inhalationsnarkose (Isoflo®, Medini NV, Oostkamp,
Belgien), nach Erreichen des Toleranzstadiums (LIERzZ UND KORBEL, 2012) in die
Trachea der Tiere eingefihrt und bis zum Stimmknorpel (Syrinx) an der

Luftréhrenaufteilung (Bifurcation tracheae) vorgeschoben.
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A

Abbildung 9: Intratracheale Inokulation der narkotisierten Falken

Nach Abgabe der Inokulationsdosis wurde der Tubus mit 5 ml Luft nachgesplilt und
das Tier extubiert. Anschlieliend wurden die Falken wahrend der Aufwachphase
verhaubt, in ein Handtuch gehullt und von einer Person in aufgerichteter Position
fur drei Minuten gehalten, damit das Inokulum nicht herauslaufen und die Tiere sich
nicht verletzen konnten. Die Falken, die nach dieser Zeit noch nicht vollstandig
aufgewacht waren, wurden zur Uberwachung auf eine gepolsterte Bodenmatte
gelegt, bis sie wieder bei Bewusstsein waren und aufrecht standen. AnschlieRend

wurden die Tiere in die Versuchsraume verbracht.

3.5 Untersuchungen der Falken nach Inokulation von
Aspergillus fumigatus-Konidien

3.5.1 Klinische Verlaufsuntersuchung

Die Tiere wurden taglich in Anlehnung an vorangegangene Studien klinisch unter-
sucht (BEERNAERT et al., 2008), wobei der Untersucher keine Kenntnis dariber
hatte, welches Tier zu welcher Infektions- bzw. Kontrollgruppe gehorte (verblindete
Auswertung). Dabei wurde das Verhalten, die Futteraufnahme, die Haltung, die
Exkremente, das Gefieder und die Atmung beurteilt. Zudem wurde taglich immer
zur gleichen Zeit, vor der Futterung, das Kérpergewicht mittels einer Waage (MTB
20, Adam Equipment, Kingston, UK) mit Sitzstange bestimmt (Abbildung 10 A).
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Zur Beurteilung des Verhaltens wurde eine Zahlenkodierung verwendet. Es erfolgte
eine Einteilung des Verhaltens in ruhig und aufmerksam (1), nervés (2), angstlich
und ruhelos (3), schlafrig (4), apathisch (5) und anderweitig auffallig (z. B. zentral-

nervose Symptome) (6).

Bei der Fltterung (siehe Abbildung 10 B) wurde die Menge der aufgenommenen
Eintagshihnerkiken sowie das Fressverhalten notiert. Dieses wurde ebenfalls mit
Zahlen kodiert und in schnell und vollstéandig (1), zégerlich, aber ausreichend (2),
insuffizient (nur wenig), aber selbststandig (3), nicht vorhanden (Inappetenz) (4)
und unselbststandig (assistierte Futterung mit kleinen Futterstlicken, wenn eine

Inappetenz Uber zwei Tage bestand) (5) unterteilt.

Abbildung 10: A) Tagliches Wiegen der Falken. B) Tagliches Futtern der Falken.

Die Haltung wurde ebenfalls kodiert und als aufrecht stehend mit angelegten
Flugeln (1), leicht gebeugt mit leicht hangenden Flugelspitzen (2), gebeugt, breit-
beinig stehend mit hangenden Fligeln (3) und liegend (4) eingeteilt.

Bei der Begutachtung der Exkremente wurde auf Verfarbungen, vor allem auf
Grinfarbungen des Urinanteils und auf das Vorliegen von Diarrhoe (eingeteilt in
gering-, mittel- und hochgradig) geachtet. Somit sollten eine Reaktion des Magen-
darmtrakts auf die Erreger und Anzeichen einer Biliverdinurie bertcksichtigt
werden, die mit einer Grunfarbung des Urinanteils einhergehen und Folge einer

potenziell mit Aspergillose assoziierten Leberschadigung sein kénnte.

Fur den Grad der Aufplusterung des Gefieders wurden Scores von 1 bis 4 vergeben,
wobei 1 als unauffallig, 2 als leicht aufgeplustert, 3 als betont aufgeplustert und 4

als stark aufgeplustert gewertet wurde.
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Bei der Beurteilung der Atmung wurden fir abdominale Atmung und Schwanz-
wippen jeweils Scores von 0 bis 1 vergeben, wobei 0 als abwesende, 0,2 als
schwach sichtbare, 0,4 als geringgradige/leichte, 0,6 als mittelgradige/moderate,
0,8 als hochgradige/ verstarkte und 1 als héchstgradige abdominale Atmung bzw.
Schwanzbewegung eingeteilt wurde (BEERNAERT et al., 2008).

Da im Versuchsteil A auffiel, dass durch die oben genannte Einteilung von
Einzelparametern keine zufriedenstellende statistische Auswertung Uber den
gesamten Versuchsverlauf moglich war, wurden im Versuchsteil B zusatzlich
Dyspnoe-Scores (DS) und Klinische Scores (KS) ermittelt und statistisch aus-
gewertet. Der DS wurden als Mittelwert der einzelnen Scores flr abdominale
Atmung und fur Schwanzwippen errechnet. Neben dem DS wurde eine Atmung mit
offenem Schnabel, eine atemsynchrone Bewegung der Flligel sowie die Prasenz
von Stridores als Dyspnoeanzeichen vermerkt. Alle oben genannten Parameter
(Haltung, Verhalten, Fressverhalten, Aufplusterung des Gefieders und DS) wurden
in einem KS von 1 bis 4 zusammengefasst und dokumentiert, wobei eine
Verschlechterung des klinischen Zustandes mit einer Erhéhung des KS dargestellt
wurde. Der hochste KS (KS 4) entsprach der Indikation zum Abbruch des Tier-
versuches fur das jeweilige Individuum und der Euthanasie des Falken. Die

Definition der Klinischen Scores wird in Tabelle 4 aufgefuhrt.

Tabelle 4: Definition der verwendeten Klinischen Scores (KS)

Klinischer Score (KS)

KS 0 | DS < 0,4, Haltung 1, Verhalten 1 - 2, FA 1 und Gefieder 1
KS 1| 20,4 DS < 0,6 und/oder einer der folgenden Punkte:
Haltung 2, Verhalten 3 - 4, FA 2, Gefieder 2 - 3

KS 2 | 20,6 DS < 0,8 und/oder zwei der folgenden Punkte:
Haltung 2, Verhalten 3 - 4, FA 2, Gefieder 2 - 3

KS 3 | 20,8 DS < 1 und/oder einer der folgenden Punkte:
Haltung 3, Verhalten 5, FA 3 - 5, Vomitus, Gefieder 4, Stridores,
Atmung mit gedffnetem Schnabel

KS 4 | DS 1 und/oder Haltung 4 und/oder Verhalten 6

oder mehrtagig Verhalten 5 und/oder FA mehrtagig 4 - 5

Legende: DS (Dyspnoe-Score), KS (Klinischer Score), Haltung (Koérperhaltung),
FA (Futteraufnahme); KS 4 (Euthanasie-Indikation bzw. verstorben)
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3.5.2 Narkose, Blutentnahme und Euthanasie der Tiere

Am Versuchsende (28 d. p. i.) bzw. beim Erreichen der tierschutzrechtlichen
Abbruchkriterien wurden die Tiere mit Isofluran-Inhalationsnarkose anasthesiert
(LIERZ UND KORBEL, 2012) und ihnen wurde Blut abgenommen (siehe 3.2.2).
AnschlieRend wurden sie durch eine intravendse Injektion von 0,5 ml T61 in die
Vena basilica euthanasiert.

Die anschlieRende Blutprobenbearbeitung zu Serum- bzw. Plasmaproben ent-

sprach dem Vorgehen im Rahmen der Voruntersuchungen (siehe 3.2.2).

3.5.3 Hamatologische Diagnostik

Die hamatologische Untersuchung von Blutproben juveniler Falken im Versuchsteil
B zum Ende des Versuchs entsprach dem Vorgehen im Rahmen der Vorunter-
suchungen (siehe 3.2.2). Es wurden die Werte zum Anfang und zum Ende des

Versuchs je Individuum und im Gruppenvergleich gegenubergestellt.

3.5.4 Pathologische Untersuchungen und Probenentnahme

Es wurde eine vollstandige pathologisch-anatomische Untersuchung der Tierkdrper
aller Falken (KEYMER, 2007) am IPBAD (Versuchsteil A) bzw. an der KVRAF
(Versuchsteil B) durchgefihrt, in deren Rahmen Proben fir weiterfihrende
Untersuchungen entnommen wurden. Je Tier wurden Gewebeproben und Abstriche
von 14 Organen (Nares, Trachea/Syrinx, Lunge, Luftsacke, Leber, Milz, Niere, Herz,
Drisenmagen, Muskelmagen, Darm, Brustmuskel, Bursa cloacalis und Gehirn)
sowie von makroskopisch sichtbaren, granulomatdsen Lasionen entnommen und
histopathologischen, immunhistochemischen, mikrobiologischen und molekular-

biologischen Untersuchungen zugefuhrt.

Die pathologisch-anatomischen Lasionen wurden in Pathologischen Scores (PS)

dokumentiert. Eine Definition der Scores befindet sich in Tabelle 5.
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Tabelle 5: Definition der pathologischen Scores (PS)

Pathologische Scores (PS)
PS 0 | Ohne besonderen Befund

PS 1 | Geringgradige, unspezifische Veranderungen ohne Hinweis auf eine

Aspergillose

PS 2 | Gering- bis mittelgradige Lasionen wie Luftsacktribungen oder
-verdickungen mit Gefaleinsprossung, die mit einer Aspergillose

assoziiert sein konnen, exklusive granulomatoser Veranderungen

PS 3 | Granulomatése Lasionen oder andere hochgradige, entzindliche
Lasionen, die regelmafig mit einer Aspergillose assoziiert sind, z. B.

Pilzmyzel

3.5.5 Histologische Untersuchungen

Gewebeproben wurden in phosphatgepufferter, 10 %-iger Formaldehydlésung
(Merck KgaA, Darmstadt) fixiert. Die histologischen Schnitte wurden am IPBAD
angefertigt und mittels Hamatoxylin und Eosin (Merck KgaA) sowie mittels PAS-
Reaktion (Merck KgaA) gefarbt, um mykotische Strukturen wie Hyphen oder
Konidien sichtbar zu machen. Nachfolgend wurde dokumentiert, ob und wo

mykotische Strukturen innerhalb von Lasionen oder Geweben nachweisbar waren.

3.5.6 Immunhistochemische Untersuchung

Zur Darstellung respiratorischer Makrophagen in Lungen, Luftsacken und
granulomatdsen Lasionen wurde eine Concanavalin A-Farbung (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) gemal etablierter Protokolle am IPBAD durchgefuhrt (GREENFIELD
et al., 1988). Eine Schnellerhitzung wurde unter Druck durchgefuhrt, um in
deparaffinisierten Schnitten von Lunge, Luftsacken und granulomatdsen Lasionen
Antigene wiederzufinden, versteckte Antigenbindungsstellen freizulegen und die
durch Formalinfixierungen geformten Proteinquervernetzungen aufzubrechen
(NORTON et al., 1994). Die Schnitte wurden fur 15 Minuten bei 850 Watt und weitere
15 Minuten bei 300 Watt in einer Mikrowelle erhitzt. AnschlieBend wurden sie Uber
20 Minuten abgekuhlt. Nachfolgend wurden sie mit 3 %-igem Wasserstoffperoxid in
Methanol fur 5 Minuten bei Raumtemperatur behandelt, um die endogene Peroxi-

daseaktivitat zu blocken.
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Nach kurzem Abspulen der Schnitte mit PBS wurden sie fir 60 Minuten mit 20 ug/mli
Concanavalin A in einer Feuchtekammer bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem Abspulen mit PBS wurde das Reaktionsprodukt fur 5 Minuten mit
Wasserstoffperoxid und Diaminobenzidin-Lésung inkubiert, welche gemal
Herstellerangaben hergestellt wurde. AbschlieRend wurden die Schnitte mit

Hamatoxylin gegengefarbt und zur weiteren Untersuchung eingedeckelt.

3.5.7 Bakteriologische und mykologische Untersuchung

Abstriche von Herzblut, Leber und Lunge wurden auf Schafblutagar (Oxoid
Deutschland GmbH, Wesel) und Gassnermedium (Oxoid Deutschland GmbH)
ausgestrichen und Uber 48 Stunden bei 37 °C am IPBAD (Versuchsteil A) bzw. an
der KVRAF (Versuchsteil B) unter aeroben Bedingungen inkubiert.

Abstriche von Trachea, Syrinx, Lunge, diversen Luftsacken (kraniale und kaudale
Thorakalluftsacke sowie Abdominalluftsacke), Herzblut, Perikard, Leber, Niere,
Gehirn, Brustmuskel, Z6lomhdhle und granulomatésen Lasionen wurden auf
Sabouraud Dextrose Agarplatten (SAB; Oxoid Deutschland GmbH) Uber 72
Stunden bei 37 °C und unter aeroben Bedingungen inkubiert. Nach ldentifizierung
der isolierten Schimmelpilze wurde Material von jeder Kolonie zur molekular-
biologischen Untersuchung ans IPBAD weitergeleitet (VAN WAEYENBERGHE et al.,
2011).

3.5.8 Molekularbiologische Untersuchung

Jede reisolierte Pilzkolonie wurde am IPBAD mittels Mikrosatelliten-Langen-
Polymorphismus gemaf etablierter Methoden untersucht (VAN WAEYENBERGHE et
al., 2011). Dabei wurden die Mikrosatelliten bzw. Short Tandem Repeats (STAR),
als isolatspezifische, sich mehrfach wiederholende DNA-Abschnitte ausgewertet.
Zur Untersuchung wurden die Kolonien drei Tage auf SAB (Oxoid Deutschland
GmbH) bei 37 °C, aerob kultiviert. Zur Bestatigung der morphologischen Spezies-
diagnose wurde eine partielle DNA Sequenzierung des rodletA und des B-tubulin-
Gens von A. fumigatus nach etablierten Protokollen durchgefuhrt (ALCAZAR-FUOLI et
al., 2008). Hierzu wurde die DNA extrahiert und prapariert indem ein Myzelstlick der

Schimmelpilzkolonie aus dem Agarmedium herausgeschnitten und der Agar bei



Material und Methoden 71

56 °C uber 10 Minuten geschmolzen wurde (BEERNAERT et al., 2008). Um die DNA
der Zellen freizulegen, wurde das Myzel nachfolgend manuell zerrieben, fur
2,5 Minuten zentrifugiert (16.100 x g) und der Uberstand mittels PCR untersucht.
Die Primer fur die Short Tandem Repeats STRAf2, STRAf3 und STRAf4 sowie die
notwendigen Amplifikationsschritte wurden gemaf DE VALK et al. (2005) gewahlt.
Allerdings wurden dabei andere Fluoreszenzmarker fur die Amplifikationsprimer
verwendet (VIC statt FAM, NED statt HEX und PET statt TET). Die Allelleitern (allelic
ladders) entsprachen dabei den Fluoreszenz- und Trinukleotid-Markierungen aus
dem Protokoll fur STRAf3 aus einer Folgestudie der gleichen Arbeitsgruppe (DE
VALK et al., 2009). Die PCR-Produkte wurden anschlieend 10-fach mit destilliertem
Wasser verdunnt. 2 pl dieser Losung wurden mit 12 ml Formamid und 1 ml
GS 500 LIZ Langenstandard versetzt. Nach erfolgter Denaturierung der Proben bei
95 °C flr zwei Minuten und Schnellabkihlung auf 0 °C fur 30 Minuten wurden sie in
einen ABI Prism 3100 Genetic Analyzer gegeben (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Mittels des Programms Genemapper v3.5 (Applied Biosystems) wurde
die GroRe jedes Amplifikatfragmentes bestimmt und die Mikrosatellitenlange notiert.
Die Mikrosatellitenlangen im STRAf3-Ansatz wurden durch Vergleich mit der
Allelleiter bestimmt. Die Mikrosattelitenlangen der STRAf2 und STRAf4 Ansatze
wurden mit Bezug auf ReferenzgroRen aus der Literatur ermittelt, welche durch
Untersuchungen von Referenzisolaten bekannter Genotypen validiert worden
waren (DE VALK et al., 2005). Die Typisierungsdaten wurden in die BioNumerics
Software Version 6 (Applied Maths, St-Martens-Latem, Belgien) importiert und
analysiert, um unter Nutzung des mehrstufigen, kategorischen Ahnlichkeits-
koeffizienten (categorical multistate similarity coefficient) mit UPGMA clustering
(unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) phylogenetische
Verwandtschaften zu ermitteln (VAN WAEYENBERGHE et al., 2011). Die ermittelten
Genotypen wurden zunachst mit dem Genotyp des Inokulationsisolates
abgeglichen. Im Falle einer fehlenden Ubereinstimmung wurde ein Abgleich mit
einer Datenbank durchgeflihrt, die 2.514 Genotypen humanen Ursprungs sowie
Umweltisolate von A. fumigatus aus Europa und den USA enthalt (VAN
WAEYENBERGHE et al., 2011).
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3.5.9 Serumdiagnostik

Die vor Beginn des Versuches und am Versuchsende entnommenen Serum-
(Versuchsteil A) bzw. Plasmaproben (Versuchsteil B) wurden bei allen Falken
beider Versuchsteile vergleichend untersucht. In Ermangelung an Vergleichs-
proben bzw. Werten fur Grofdfalken wurden im Rahmen der Serumdiagnostik
Proben vor Versuchsbeginn als Referenz fur potenzielle Veranderungen nach der
Inokulation herangezogen. Dies betraf die Menge und die Verteilung von Proteinen
(Protein-Elektrophorese sowie Akute-Phase-Proteinbestimmung), A. fumigatus-
Antigenen und Anti-A. fumigatus-Antikorpern im Serum (Versuchsteil A) bzw.
Plasma (Versuchsteil B), die im Zusammenhang mit der Inokulation und/oder der

experimentell induzierten Erkrankung stehen konnten.

3.5.9.1 Aspergillus-Antikorper Diagnostik

3.5.9.1.1 Hamagglutinationstest

Der kommerzielle Hamagglutinationstest auf Anti-Aspergillus-Antikorper (Hemkit®
Aspergillus IHA, Ravo Diagnostika) von Blutproben immaturer Falken (Versuchsteil
A) entsprach dem Vorgehen im Rahmen der Voruntersuchungen (siehe 3.2.2). Es
wurden die Werte zum Anfang und zum Ende des Versuchs je Individuum und im

Gruppenvergleich gegenlbergestellt.

3.5.9.1.2 Aspergillus-Antikorper ELISA

Zum Ausschluss bzw. Nachweis von aspergillusspezifischen Antikdrpern wurde ein
indirekter Antikorper-ELISA (GERMAN et al.,, 2002) an der DCP-MIA gemal
vorheriger Studien modifiziert und verwendet (CRAY et al., 2009b). Hierzu wurden
Nunc Maxisorp™ ELISA Platten (Thermo Fisher Scientific) mit einem
unfraktionierten A. fumigatus-Antigen (Immunomycologics) Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Danach wurde die Platte mit PBS gewaschen und mit 10 %-iger
Kaseinlosung (Sigma-Aldrich) fur zwei Stunden bei Raumtemperatur beschichtet,
um freie Bindungsstellen zu blockieren und somit das unspezifische Hintergrund-
signal zu reduzieren. Nach einer erneuten Waschung mit PBS wurden die Platten
bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. Anschlie®end wurden je Vertiefung 50 pl der
mit PBS verdinnten Serum- bzw. Plasmaproben eingeftillt und fir 30 Minuten bei

37 °C inkubiert. Hiernach wurden die Kavitaten mit einer 0,05 %-igen NaCl-Tween®
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20-Lésung (Sigma-Aldrich) dreimalig gewaschen, bevor mit Meerrettich-Peroxidase
konjungiertes Anti-Huhn-IgG (Sigma) fur 30 Minuten bei 37 °C hinzugegeben
wurde. Fur dieses Anti-Huhn-lIgG (Sigma-Aldrich) war in vorangegangenen Studien
eine geeignete Kreuzreaktivitat mit Plasmaproben verschiedener Vogelspezies aus
21 Ordnungen gezeigt worden, wobei auch Plasmaproben von anderen Greifvogeln
wie Turmfalken (Falco tinnunculus) evaluiert wurden (CRAY UND VILLAR, 2008). Nach
weiteren Waschschritten mit NaCl-Tween®-Lésung wurde 2,29-Azino-bis-3-Ethyl-
benzthiazolin-6-Schwefelsaure (Kirkegaart & Perry, Gaithersburg, MD, USA)
hinzugegeben, um auf der Platte eine griine Farbreaktion zu erzeugen, die bei
405 nm mittels eines Plattenlesegerates ausgewertet werden konnte (Molecular
Devices Llc, Sunnyvale, CA, USA). Parallel zu den Proben wurden Positiv- und
Negativkontrollen gemessen, wobei letztere gemittelt wurden. Durch Division der
Adsorptionswerte der Probe durch die Durchschnittsadsorption der Negativ-
kontrollen wurde ein Index kalkuliert. Aus den Erfahrungen von Studien mit
Psittazidenplasma von aspergillosepositiven Tieren (CRAY et al., 2009b) wurde ein

Index = 1,4 als positiv angesehen.

3.5.9.2 Aspergillus-Antigen ELISA

Ein kommerzielles Platelia™ ELISA Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
wurde zur Detektion des Aspergillus-Antigens Galactomannan (GM) an der DCP-
MIA eingesetzt. Dabei wurde der ELISA gemal} einer vorangegangenen Studie im
Vergleich zu den Herstellerangaben modifiziert (CRAY et al., 2009a). Es wurden
wegen des begrenzten Probenvolumens 60 ul anstelle von 300 yl Serum bzw.
Plasma fur den Test verwendet, wobei diese Veranderungen durch die Inklusion
von positiven und negativen Proben aus der laboreigenen Probensammlung sowie
durch zusatzliche, mit GM gespickte Proben validiert wurden (CAROLYN CRAY,
personliche Mitteilung). Die Testresultate wurden als Berechnung eines Indexes
aus positiven, negativen und Cut-off-Proben dargestellt, wobei dieser Index die
Reaktion der Serum- bzw. Plasmaproben in Relation zu den Cut-off-Kontrollen

darstellt. Gemal Herstellerangaben wurde ein Index = 0,5 als positiv angesehen.
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3.5.9.3 Aspergillus-Toxin Fumigaclavin A (FuA)-Nachweis mittels EIA

Plasma- bzw. Serumproben der Falken wurden mittels eines kompetitiven,
indirekten, enzymgekoppelten Immuntests (EIA) am ITNMK (LATIF et al., 2009) auf
das Vorkommen von FuA untersucht. Dieser EIA wurde in vorangegangenen
Studien erfolgreich zur Detektion von FuA in Luftsack- und Lungenproben von
naturlich an Aspergillose erkrankten Papageien, Pinguinen und Greifvogeln genutzt
(GRoss et al., 2013, LATIF, 2010). Zur Vorbereitung des EIA wurden 250 ul der
Proben mit 200 yl PBS (pH 7,4) und 50 pl einer Glucuronidase-Sulfatase-Losung
(100 Einheiten/ml) flr zwei Stunden bei 37 °C inkubiert, um potenzielle FuA-
Metaboliten zu spalten. Zur Durchfuhrung des EIA wurde ein Konjugat aus FuA
(ALX-630-110, Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz) und Bovinem Serum A
1:2000 mit Natriumcarbonatpuffer (0.05 mmol/l, pH 9,6) verdinnt und nachfolgend
zur Beschichtung von Mikrotiterplatten genutzt. Verbliebene freie Bindungstellen
wurden mittels 2 %-igem Kasein in PBS (pH 7,4) geblockt. Danach wurden 50 pl
der vorbereiteten Serum- bzw. Plasmaprobe unverdinnt und in den Verdinnungen
1:2, 1:6, 1:24 und 1:120 in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten gegeben. In der
gleichen Verdinnungsreihe wurden 50 pl der FuA-Standard-Lésung (200 ng/ml in
Methanol und 1:6 in 10 %-iger Methanol-PBS-Ldsung) in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatten pipettiert. Nachfolgend wurden 50 pl Anti-FuA-Antiserum von
Kaninchen hinzugegeben, welches am ITNMK gemal LATIF et al. (2009) gewonnen
worden war. Nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurde der
Uberstand entfernt und die Platte gewaschen, wonach 100 pl anti-Kaninchen 1gG-
Meerrettich-Peroxidase-Losung (Dako A/S, Glostrup, Danemark) in jede Vertiefung
der Mikrotiterplatte gefiillt wurden. Im Anschluss erfolgten eine erneute Inkubation
fir eine Stunde bei Raumtemperatur sowie ein erneuter Waschschritt der Platte,
wonach 100 pyl einer Substrat-Chromogen-Losung (GALLATI UND PRACHT, 1985) je
Vertiefung addiert wurden, um eine Farbreaktion zu erzeugen. Die Farbreaktion
wurde nach 15 Minuten durch die Zugabe von 100 ul Schwefelsaure (1 mol/l)
gestoppt und nachfolgend wurde in Anlehnung an frihere Studien (THAL et al.,
2011) die Adsorption bei einer Wellenlange von 450 nm mittels eines kommerziellen
Plattenlesers gemessen und mit Hilfe der Magellan-EIA-Computersoftware (Tecan
Group Ltd., Mahnendorf, Schweiz) ausgewertet.

Zur Uberprifung, ob der in dieser Studie verwendete A. fumigatus-Stamm K125

FuA in den inokulierten Falken bildete, wurden im Anschluss an die pathologische
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Untersuchung Gewebeproben aus dem Respirationstrakt (Lunge und Luftsack) von
einzelnen Falken entnommen und mittels EIA am ITNMK nach beschriebenen
Methoden untersucht (GRoss et al., 2013, LATIF, 2010). Hierzu wurden 1 g Gewebe
uber 10 Minuten mit 10 ml PBS (pH 7,4) und 10 %-igem Methanol (v/v) in einem
peristaltischen Laborhomogenisator homogenisiert und das Homogenat bei 3.000 g
Uber 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abpipettiert und erneut bei 11.000 g Uber 15 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Das so entstandene Extrakt wurde in drei Verdinnungsstufen in 10 %-

igem Methanol/PBS verdunnt und der EIA in gleicher Weise wie bei den Blutproben

durchgefuhrt. Als Cut-off-Wert wurde = 1,5 ng FuA/g Gewebe als positiv gewertet.

3.5.94 Akute-Phase-Proteinmessung

Als Akute-Phase-Proteine (APPs) wurden Serum-Amyloid A (SAA) und Haptoglobin
(HP) an der DCP-MIA bestimmt. SAA wurde turbidimetrisch in Anlehnung an friihere
Studien bei Falken (CALIENDO et al., 2013) mittels des Eiken™ SAA Kits (Eiken
Chemical Co Ltd., Tokio, Japan) unter Verwendung eines Randox™ Daytona
Analysegerates (Randox Laboratories, Kearneysville, VA, USA) quantifiziert. Dieser
Test basiert auf dem Latexagglutinationsprinzip, dass SAA an eine mit Latex
konjugierte Mixtur aus polyklonalen Kaninchen und monoklonalen Maus-anti-
Mensch-SAA-Antikorpern bindet und so ein Prazipitat formt, welches turbidimetrisch
gemessen werden kann.

Zur Quantifizierung von HP wurde das Tridelta™ Phase HP Kit (Tridelta, Boston,
NY, USA) gemal Herstellerangaben verwendet. Damit wurde HP entsprechend
dem Erhalt der Peroxidase-Aktivitat des Hamoglobins gemessen, welcher direkt
proportional zum Gehalt an HP ist (NAzIFI et al., 2010). Die analytische Sensitivitat
des Tests wurde vom Hersteller mit 0,0156 mg/ml angegeben.

3.5.9.5 Serum-/Plasma-Proteinelektrophorese

Die Serum- bzw. Plasma-Proteinelektrophorese wurde mittels Farbdichtemessung
(Densitometrie) gemal’ friherer Studien (CRAY et al., 2011) unter Verwendung
eines Helena SPIFE 3000 Systems (Helena Laboratories, Beaumont, TX, USA) und
eines Split Beta Gels (Helena Laboratories) an der DCP-MIA durchgefuhrt. Das

System wurde 10 Minuten bei 650 Volt laufen gelassen, bevor Barbitalpuffer und
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Coomassie-Brillant-Blau-Farbung (Rocket Stain - Coomassie Acid Blue, Helena
Laboratories) zur Proteinanfarbung genutzt wurden. Es wurden Praalbumin,
Albumin sowie die Globulinfraktionen alpha 1, alpha 2, beta und gamma bestimmt
und die Gesamtheit aller Proteine als Gesamtprotein- oder Totalprotein (TP)
ermittelt. Die TP-Konzentration wurde mittels Biuret-Methode unter Verwendung
eines Ortho Vitros 250 Analysegerates (Ortho Clinical Diagnostics, Rochester, NY,
USA) durchgefuhrt. Anhand der TP-Konzentration berechnete die Software des
Gerates die Konzentrationen der Globulinfraktionen alpha 1, alpha 2, beta und
gamma in der Einheit g/dl sowie deren prozentualen Anteil am TP in Prozent. Das
Verhaltnis von Albumin zu Globulin (A/G-Verhaltnis) wurde aus der Summe von

Praalbumin und Albumin, geteilt durch die Summe der Globuline ermittelt.

3.6 Statistische Methoden
3.6.1 Statistische Berechnung der Sensitivitat und der Spezifitat

Um diagnostische Verfahren zu beurteilen, kdnnen die Sensitivitat und die Spezifitat
als Malzahl der deskriptiven Statistik herangezogen werden. Die Sensitivitat eines
diagnostischen Testverfahrens gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit welcher an
Aspergillose erkrankte (aspergillosepositive) Falken durch die Anwendung des
Tests tatsachlich erkannt werden. Die Spezifitdt eines diagnostischen
Testverfahrens gibt hingegen die Wahrscheinlichkeit an, mit der tatsachlich
gesunde (aspergillosenegative) Falken im jeweiligen Testverfahren auch als
gesund erkannt werden.

FUr eine Testmethode zur Intra-vitam-Detektion der Aspergillose ist deshalb eine
moglichst hohe Sensitivitdt erstrebenswert, damit mdglichst viele aspergillose-
positive Tiere auch mittels der jeweiligen Testmethode erkannt werden. Dies ist vor
allem fUr den Einsatz des Testverfahrens als Screeningmethode bzw. als Suchtest
wichtig, um moglichst wenige Aspergillosefalle zu Ubersehen und somit z. B.
therapeutische Mallnahmen gezielt und frihzeitig initieren zu kénnen. Andererseits
sollen gesunde Tiere durch ein Testverfahren nicht falschlich als aspergillosepositiv
bewertet werden, um z. B. zu verhindern, dass eine Therapie unndtig initiiert wird.
Somit ist gleichsam eine hohe Spezifitat der Testmethode erstrebenswert, um

gesunde (aspergillosenegative) Tiere auch mit hoher Wahrscheinlichkeit als negativ
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zu erkennen und die Diagnose ,aspergillosepositiv mit entsprechend grolRRer

Sicherheit stellen zu konnen.

Die Berechnung der Sensitivitaten und Spezifitaten einer Intra-vitam-Detektion der
Aspergillose fur die einzelnen Diagnostikmethoden und Tests erfolgte nach dem
System der Vierfeldertafel (Tabelle 6). Hierzu wurden auf Basis der verwendeten

Tierzahlen unten stehende Formeln angewendet.

Tabelle 6: Vierfeldertafel zur Berechnung der Sensitivitat und der Spezifitdt einer Intra-vitam-
Detektion der Aspergillose fur die jeweiligen Tests

Gesunde Kranke
(Aspergillosenegative) | (Aspergillosepositive)
. N . . Summe
Test-negative richtig negativ falsch negativ Test-negativer
oo o I . Summe
Test-positive falsch positiv richtig positiv Test-positiver
Summe Gesunde Summe Kranke

(Aspergillosenegative) | (Aspergillosepositive)

Anzahl der richtig positiven

Sensitivitit —
ensitivita (Anzahl der richtig positiven + Anzahl der falsch negativen)

Anzahl der richtig negativen

S ifitit =
pezilita (Anzahl der richtig negativen + Anzahl der falsch positiven)

Zur Berechnung wurde das Programm BiAS Version 9.14 fur Windows genutzt, um
neben der Spezifitdt und der Sensitivitdt auch das zugehorige 95 %-Konfidenz-
intervall zu ermitteln (SACHSs, 2013).

Die auf diese Weise berechneten Sensitivitaten und Spezifitdten beziehen sich
jeweils auf die Intra-vitam-Detektion einer nachfolgend pathologisch und histo-
logisch bestatigten Aspergillose im Rahmen dieser Studie. Demgemal} wurden als
Referenz fur die Einteilung in Gesunde (aspergillosenegative) und Kranke
(aspergillosepositive) die Ergebnisse der histopathologischen Untersuchung heran-
gezogen. Dabei wurde fur die Intra-vitam-Detektion der Aspergillose eine hohe
Sensitivitat als wichtig angesehen, um die Testmethode als moégliche Screening-

methode zu bewerten und aspergillosepostive Falken mdglichst gut klinisch zu
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erkennen. Eine hohe Spezifitat eines Tests ware jedoch ebenfalls wiinschenswert,
um den Ausschluss einer Aspergillose mittels der Testmethode moglichst sicher zu
ermoglichen. Dies war jedoch zweitrangig, da die Histologie als Referenzmethode
selbst nur eine eingeschrankte Aussage bezuglich der Freiheit von Aspergillose
erlaubte. Eine Infektion kdnnte namlich eventuell auch an nicht untersuchten Stellen
stattgefunden haben, wodurch eine Aspergillose in diesem Fall Ubersehen wurde.
Im positiven Fall ist ein histologischer Nachweis der Infektion hingegen beweisend
fur eine Aspergillose.

Diese Berechnungen der Sensitivitat und Spezifitat wurden nur fir standardmaliig
anwendbare Testverfahren durchgefihrt und nicht flr hochvariable Parameter wie
klinische Symptome. Fir diese kdnnte rechnerisch naturlich auch Spezifitaten und
Sensitivitaten berechnet werden, diese waren aber wenig aussagekraftig, da
klinische Symptome in der Regel durch viele verschiedene Ursachen hervorgerufen
werden kénnen, die durch die Ergebnisse nicht erfasst werden kénnten.
Zusammenfassend soll mittels der berechneten Spezifitdten und Sensitivitaten also
die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens bzw. der Abwesenheit einer Aspergillose auf
Grundlage der Testergebnisse beschrieben werden. Sie erlauben allerdings keine
Bewertung der Qualitdt mit der ein Testverfahren einen diagnostischen Ziel-
parameter detektiert. Diese wurde beispielsweise durch den Vergleich zweier
Testverfahren zur Detektion der gleichen Substanzen geschehen, wie die zur
Evaluation eines neuen Testverfahrens anhand des Goldstandard-Verfahrens
geschehen kann. Demnach kann beispielsweise von den berechneten Spezifitaten
und Sensitivitdten des Aspergillus-Antikdrper-ELISAs nicht auf die Qualitat bzw. auf
die Verlasslichkeit der Quantitatsangabe geschlossen werden, mit der dieses
Testverfahren Antikorper gegen Aspergillus spp. erkennen kann. Diesbezulglich
kann auch kein Vergleich zwischen den beiden Testverfahren zur Detektion von
Anti-Aspergillus-Antikorpern auf Grundlage dieser Berechnungen durchgefuhrt und
keine methodisch-diagnostische Qualitat des Testverfahrens an sich abgeleitet

werden.

3.6.2 Statistische Berechnung der Verfahren der Serumdiagnostik

Um die potenziellen Einflisse einer Aspergillose auf die Werte von GM, Anti-
Aspergillus-Antikdrpern, APPs und Plasma-/Serumproteine darzustellen, wurden

die Werte der Serumdiagnostik am Ende des Infektionsversuchs (p. i.-Werte) mittels
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Multipler Regressionsanalyse unter Verwendung des Programms BMDP1 evaluiert
(DixoN, 1993). Dabei wurden die Einflusse der Infektionsdosis und die individuellen
Einflusse der Tiere, gemessen an den individuellen Ausgangswerten vor Infektion
(b. i.-Werte), separat fur die immaturen (Versuchsteil A) und die juvenilen
(Versuchsteil B) Falken untersucht. Da in Vortests kein Einfluss der b. i.- auf die
p. i.-Werte erkennbar war, wurde zusatzlich eine einfache Regressionsanalyse
mittels des Programmes BMDPG6D durchgefuhrt, um sich ausschlief3lich auf die
Einflusse der Infektionsdosis zu fokussieren.

Da es sich bei der Dosis um eine ordinal skalierte Variable handelt, wurde zusatzlich
der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs) mittels des Programmes
BMDP3D berechnet (DIXON, 1993).

Um p. i.-Werte von aspergillosepositiven Falken, welche histologisch bestatigte
Pilzgranulome wahrend des Versuches entwickelten, und aspergillosenegativen
Falken, welche keine Pilzgranulome entwickelten, zu vergleichen und um poten-
zielle Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen festzustellen, wurde zudem

der Wilcoxon-Mann-Whitney Test angewendet.

3.6.3 Statistische Berechnung der minimalen Infektionsdosis

In beiden Versuchsteilen wurden zur statistischen Analyse die Softwarepakete
BMDP (DixoN, 1993) und StatXact (CYTEL INC., 2010) genutzt. Um potenzielle
Korrelationen der Infektionsdosis (ID) mit dem Klinischen Score (KS) bzw. dem
Dyspnoe-Score (DS) aufzudecken, wurde im Programm BMDPG6D die Flache unter
der Kurve (Area under the curve - AUC) beider Scores Uber die gesamte Versuchs-
zeit gegen die Infektionsdosis mit bivariaten Scatter-Plots aufgetragen. Da beide
Scores (KS und DS) ordinal skalierte Variablen darstellten, konnte der Rang-
korrelationskoeffizient nach Spearman (rs) von beiden Scores und der ID mit dem
Programm BMD3D berechnet werden. Zudem wurden zweidimensionale Haufig-
keitstabellen der ID in Relation zu pathologischen Lasionen (kategorisiert mit
Pathologischen Scores 2 und 3) mit dem Programm BMDPA4F erstellt. Zusatzlich
wurde der entsprechende rs und die zugehdrigen p-Werte flir den Zusammenhang
der ID mit den pathologischen Lasionen, den histologischen Befunden sowie den
mykologischen Befunden bezogen auf einzelne Organe und den gesamten Tier-

korper mit dem Programm StatXact 9 berechnet.
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Die Berechnung der minimalen Infektionsdosis fur A. fumigatus-Konidien erfolgte
mittels des Programms BMDPLE (DixoN, 1993). Dabei wurde die Methodik der
logistischen Regression angewandt, welche eine genauere Schatzung des Odds
Ratio sowie eine Berechnung der Minimalen Infektionsdosis 10 % (MID10), der
Minimalen Infektionsdosis 50 % (MIDso), der Minimalen Infektionsdosis
90 % (MIDgo) sowie der zugehdrigen logarithmischen, asymptotischen Standard-
fehler (SE) ermdglichte. Die abhangige Variable bildete dabei das Auftreten einer
histologisch bestatigten Aspergillose, wahrend als Kovariable der Logarithmus der
Infektionsdosis angesehen wurde.

Die MID1o, MIDso und MIDgo der immaturen und der juvenilen Falken wurden
anschlielfend unter Nutzung des asymptotischen t-Tests auf der Basis der im
logistischen Modell geschatzten MIDs in Verbindung mit deren Standardfehler
verglichen.

Um im Sinne einer Risikoberechnung einen Bezug zu einer flir eine Infektion
notwendigen Konidienkonzentration in der Umgebungsluft herzustellen, mussten
die berechneten MIDs mit dem Atemzeitvolumen der Tiere in Relation gesetzt
werden. Dieses wird fir einen 1 kg-schweren Vogel in Ruhe mit circa 230 ml/min
angegeben (SCHMIDT-NIELSEN, 1997), wobei der Vogel bei dieser Berechnung nicht
genauer spezifiziert wurde. Andere Autoren geben an, dass Atemzeitvolumina bei
Vogeln familien- und teils gattungsspezifisch stark variieren kdnnen, weshalb auf
Studien bei identischen oder nah verwandten Spezies zurickgegriffen werden sollte
(SCHEID UND PIIPER, 1987). Wenn solche spezifischen Angaben ganzlich fehlen,
kann annaherungsweise eine allometrische Berechnung der Atemparameter
bezogen auf das Korpergewicht der Tiere erfolgen (FRAPPELL et al., 2001). Diese ist
jedoch nur eingeschrankt moglich, deckt familien- und gattungsspezifische
Unterschiede nur teilweise ab und setzt eine konstante AuRentemperatur fir eine
ordnungsgemale Berechnung voraus. Genauer ist es demnach Werte flr eine
madglichst nah verwandte und ahnlich grol3e Spezies zum Vergleich heranzuziehen,
um die Variationen zwischen den verschiedenen Vogeltaxa zu berucksichtigen. Da
spezifische Daten zu Atemminutenvolumina flr Gerfalken fehlen, aber Daten von
verwandten amerikanischen Prariefalken (Falco mexicanus) vorhanden waren,
wurden diese zum Vergleich herangezogen (KAISER UND BUCHER, 1985). Diese
werden je nach AuRentemperatur (Temperaturbereich 0 - 42°C) mit
108,101- 677,2 ml/min fir mannliche Prariefalken (Gewicht: 444 - 532[1g;
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Atemfrequenz: 13,8 - 183,4/min) und mit 1554 - 717,5 ml/min fir weibliche
Prariefalken (Gewicht: 712 - 800 g; Atemfrequenz: 13,6 - 137,3/min) angegeben
(KAISER UND BUCHER, 1985). Da weibliche Prariefalken in Bezug auf ihr
Korpergewicht und ihre Grolie den verwendeten Ger-Hybridfalken am ahnlichsten
sind wurden deren Atemzeitvolumina fir die Berechnung angesetzt.

Um nun die Umgebungskonzentration mit der zugehdrigen Expositionszeit zu
ermitteln, ab der die empfindlichste Gruppe der Falken potenziell erkrankte
(Maximaler Sicherheitsbereich), wurde die niedrigste MID der potenziell empfind-
licheren, juvenilen Falken (MID10) und das maximale Atemzeitvolumen von
weiblichen Prariefalken (AZM = 0,7175 I/min bzw. 0,0007 m3*/min) zur Berechnung
genutzt.

Die MID1o wurde hierzu in einem ersten Schritt durch das maximale Atem-
zeitvolumen (Atemstundenvolumen bzw. Atemtagesvolumen) dividiert, um einen
Wert flur die Umgebungskonzentration pro Zeiteinheit (Stunde bzw. Tag) zu
erhalten. Dabei wurde die Expositionszeit von einer Stunde (Stundenexposition)
verwendet, da eine Stunde eine akute, einmalige und kurze Belastung gut darstellt,
wie diese z. B. wahrend Stroh- bzw. Einstreuwechsel vorkommen kann (REDIG,
1980b, 2007). Zudem wurden 24 Stunden/ein Tag (Tagesexposition) als Zeiteinheit
verwendet, da diese unter Feldbedingungen als realistische und nachvollziehbare
Bezugsgrole fur eine kurzzeitige, temporar-konstante Exposition (z. B. ein Tag mit
Erntearbeiten) angesehen wird. Demnach wurde das maximale Atemvolumen pro
Stunde (= 42,960 I/h bzw. 0,0431 m3/h) bzw. pro Tag (=1,0332 I/d bzw. 1,0332 m?3/d)
in folgende Formel eingesetzt, um die Umgebungskonzentration pro Liter bzw.
Kubikmeter Luft zu berechnen, die ein Falke Uber eine bzw. 24 Stunden inhalieren

musste, um die MID+o Uber die Umgebungsluft aufzunehmen.

MID 10 % [KBE]

Volumeneinheit]
Zeiteinheit

Umgebungskonzentration

max. Atemzeitvolumen [

) MID 10 % [KBE] o
2 Umgebungskonzentration = , ———  [Zeiteinheit]
max. Atemzeitvolumen [Volumeneinheit]

i [Umgebungskonzentration] _ MID 10 % [KBE]

Zeiteinheit max. Atemzeitvolumen [Volumeneinheit]



Material und Methoden 82

Um die Werte auf fliegende Falken in Volieren zu beziehen, musste im Tagesverlauf
zeitweise eine Erhohung des Atemminutenvolumens bedacht werden. In
Ermangelung falkenspezifischer Studien musste auf die Werte fur andere Vogel-
familien zurlckgegriffen werden, die eine 2,5 - 20-fache Erhéhung des Atem-
minutenvolumens wahrend des Fluges angeben (HART UND RoOY, 1966, TORRE-
BUENO, 1978). Fir die 1 kg schweren Falken kann dabei eine flugbedingte, 12-fache
Erh6hung des Atemminutenvolumens angenommen werden.

Die Flugzeit bei freilebenden Greifvogeln wurde in Modellen auf ca. 20 % des
Tages, also 4,8 Stunden, geschatzt (KopLIN et al., 1980), sie kann jedoch auch
individuell, speziesspezifisch und tageszeitlich unterschiedlich sein (BUNN et al.,
1995, JENKINS, 1995). Bei freilebenden Prariefalken und Wanderfalken wurden
deutlich niedrigere Median- bzw. Mittelwerte fur die Flugzeit mit 84 Minuten (HAAK,
1982) bzw. 97 * 64,6 Minuten (CRAIG, 1997) pro Tag angegeben, wahrend sich flr
Gerfalken in der Natur und bei in menschlicher Obhut gehaltenen Falken keine
genauen Daten finden. Eine Annahme von zwei Stunden Flugzeit pro Tag wird
daher als realistischer Ansatz angesehen. Sie deckt sich auch mit eigenen
Beobachtungen von jungen Grof¥falken in Rundvolieren, die wahrend Bestands-
besuchen in Falkenzuchtbetrieben gemacht wurden.

Demnach wurden zur Berucksichtigung der taglichen Flugaktivitat die berechneten
Umgebungskonzentrationen pro Stunde (Stundenexposition) Uber 22 Stunden zu
einer Uber zwei Stunden 12-fach erhéhten Stundenexposition addiert und mittels

folgender Formel berechnet:
(X = Umgebungskonzentration bei Flugaktivitat pro Tag):

MID 10 % [KBE]

X =
<(max.Atemvolumen [Volumeneinheit] « 22 h) + (max.Atemvolumen [Volumeneinheit] « 2R 12))

Stunde [h] Stunde |h]

MID 10 % [KBE]

X =
(max. Atemvolumen [Volumeneinheit] * 22h)+(max. Atemvolumen [Volumeneinheit]* 24h)

>

Wenn diese auf eine anteilige Flugaktivitdt hin modifizierte Tagesexposition
nachfolgend durch 1/24 dividiert wird, so ergibt sich eine Stundenexposition, bei
welcher eine anteilige Steigerung durch Flugaktivitat berucksichtigt wird. Beide
letztgenannten Expositionswerte bieten somit fur eine Risikoabschatzung in Falken-
haltungen die groRtmaogliche Sicherheit, da mit juvenilen Falken die empfindlichste
Altersgruppe, mit der MID1o die niedrigste Infektionsdosis und das héchste ange-

gebene Atemzeitvolumen berucksichtigt wurde.
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4 Ergebnisse

4.1 Umgebungsluftbeprobung

In insgesamt acht Messungen der Umgebungsluft im Versuchsteil A wurden
durchschnittlich 117,14 + 65,84 (Raum 1) bzw. 108,75 = 75,38 (Raum 2)
A. fumigatus-Konidien/m*® Raumluft detektiert. Im Versuchsteil B waren es bei acht
Messungen durchschnittlich 91,43 + 32,70 A. fumigatus-Konidien/m*® Raumluft
(siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Ergebnisse von 8 Umgebungsluftproben wahrend der 28-tadgigen Versuchsphase

Messzeitpunkt Raum 1 (Versuch A) Raum 2 (Versuch A) Raum (Versuch B)
(d. p.i.) KbE/100 | Luftvolumen | KbE/100 | Luftvolumen KbE/100 | Luftvolumen

0 4 4 5
4 21 18 13
8 8 22 8
12 14 22 11
16 21 5 14
20 5 5 6
24 9 11 7

~ =11,714 £ 6,584 =10,875+ 7,538 =9,143 £ 3,270

(= 117,14 KbE/m3) (=108,75 KbE/m?) (= 91,43 KbE/m?3)

Legende: KbE (Koloniebildende Einheiten von Aspergillus fumigatus, entsprechen A. fumigatus-
Konidien); d. p. i. (Tage nach der Inokulation)

4.2 Untersuchungen vor Beginn der Versuche
4.2.1 Klinische Allgemeinuntersuchung

Keines der Versuchstiere zeigte im Rahmen der klinischen Allgemeinuntersuchung
vor Beginn der Versuche Auffalligkeiten oder Krankheitssymptome, vor allem keine
aspergilloseassoziierten Symptome. Im Stresstest lag die Atemfrequenz bei allen
Tieren zu jedem Zeitpunkt unter 280/min, der Atemtyp war jeweils physiologisch und
die Erholungszeit betrug nach Belastung jeweils unter 3 Minuten. Die Korper-

gewichte lagen zwischen 836 g und 1.003 g.

4.2.2 Hamagglutinationstest und hamatologische Diagnostik

Keiner der immaturen Falken aus Versuchsteil A wies vor dem Versuch ein positives

Testergebnis im Hamagglutinationstest flr Aspergillus spp.-Antikdrper auf. Bei



Ergebnisse 84

17/18 Tieren wurden Antikorper-Titer mit 1:80 bzw. 1:160 und bei 1/18 Falken mit
1:40 detektiert. Damit wurden sie gemal Herstellerangaben als unklar/fraglich bzw.
als negativ ausgewiesen. Eine Ubersicht (iber die Ergebnisse des Hamagglu-

tinationstests befindet sich in Tabelle 18.

In der hamatologischen Voruntersuchung im Versuchsteil B waren bei 6/21 Falken
(B6.1, B5.1, B5.2, B4.1, B2.3, B1.3) geringgradig erhdohte Leukozytenzahlen (von
14.875/pl bis 18.375/ul) im Vergleich zu publizierten Referenzwerten (oberer
Referenzwert 14.580/ul) (WERNERY et al., 2004a) feststellbar. Zudem gab es bei
8/21 Falken (B6.3, B5.2, B5.3, B4.3, B3.1, B3.3, B2.2, B1.3) eine geringgradige
Verschiebung des Anteils der heterophilen Granulozyten (4x Anteil um 2 %, 3 %,
6 % bzw. 15 % erniedrigt, 2x Anteil um 2 % bzw. 3 % erhoht) und der Lymphozyten
(6x Anteilum 2 %, 3 %, 4 %, 7 % bzw. 17 % erhdht). Bei allen anderen Falken waren
die hdmatologischen Untersuchungen unauffallig. Eine Ubersicht Gber die hama-

tologischen Untersuchungen befindet sich in Tabelle 12.

4.2.3 Bildgebende Diagnostik

Keines der Tiere wies in der rontgenologischen Untersuchung aspergillose-typische

oder anderweitig pathologische Befunde auf.

In der endoskopischen Untersuchung wurden bei keinem der Falken Tribungen,
Auflagerungen oder Gefalleinsprossungen auf bzw. in den Luftsackmembranen
festgestellt. Zudem wies keiner der Falken sonstige Anzeichen einer Erkrankung
oder von pathologischen Veranderungen auf. Somit konnten alle Tiere in den

Versuch inkludiert werden.

4.2.4 Parasitologische und mikrobiologische Kotuntersuchung

Es wurden keine endoparasitaren Stadien im Kot der Tiere festgestellt und keine

Salmonellen angezichtet.

4.3 Inokulum und Galleria mellonella Virulenztest

Das Inokulum erwies sich im In-vitro-Virulenztest mit Galleria mellonella als virulent,
da die durchschnittliche Uberlebensrate nach 48 Stunden mit 5,6 % unter der 10 %-
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Grenze lag (COTTER et al., 2000). Insgesamt starben alle sechs Larven der drei
Versuchsgruppen innerhalb von 72 Stunden nach Injektion (siehe Tabelle 8).
Parallel verstarben keine Larven aus den beiden Kontrollgruppen wahrend einer

siebentagigen Inkubation.

Tabelle 8: Uberlebensraten wahrend des In-vitro-Virulenztests mit Galleria mellonella-Larven

Zeitpunkt | VG 1 VG 2 VG 3 s KG 1 KG 2
ah o 2/6 1/6 2/6 5/18 6/6 6/6
. P. I
Pl 333%) | (167%) | (333%) | 27.8%) | (100%) | (100 %)
1/6 0/6 0/6 118 6/6 6/6
48 h. p.i.
(16,7%) | (0 %) 0%) | (56%) | (100%) | (100 %)
0/6 0/6 0/6 0/18 6/6 6/6
72h.p.i.
(0 %) (0 %) (0 %) 0%) | (100%) | (100 %)

Legende: Uberlebensrate (Anzahl der lebenden Larven durch Larvengesamtanzahl); h. p. i.
(Stunden nach Injektion); VG (Versuchsgruppe); =& (Durchschnitt Uber die 3
Versuchsgruppen); KG 1 (Kontrollgruppe 1: Injektion mit PBS); KG 2 (Kontrollgruppe 2:
keine Injektion).

Die Konzentration der viablen, koloniebildenden Einheiten (KbE) von Aspergillus
fumigatus pro 0,5 ml Lésung lag im Versuchsteil A bei 2,25 x 103, 1,89 x 10° und
2,5 x 107 KbE/0,5 ml und im Versuchsteil B bei 1,50 x 102, 0,80 x 102, 0,66 x 104,
0,88 x 10%, 0,78 x 108 und 1,20 x 10" KbE/0,5 ml.

4.4 Untersuchungen der Falken nach Inokulation von
Aspergillus fumigatus-Konidien

4.4.1 Klinische Verlaufsuntersuchung

4411 Versuchsteil A — Immature Falken

AusschlieRlich bei den Individuen der Gruppen A1 (107 A. fumigatus-Konidien) und
A2 (10° A. fumigatus-Konidien) wurden klinische Symptome wie Inappetenz,
Vomitus und eine Griunverfarbung des Urinanteils der Exkremente beobachtet.

Deutliche Dyspnoeanzeichen wie eine Atmung mit gedffnetem Schnabel
(Schnabelatmung), Stridores oder deutlich sichtbare, atemsynchrone Bewegungen

von Bauchdecke (Bauchatmung), Fligeln und/oder Schwanz fehlten aber. Die
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klinischen Symptome der immaturen Tiere wahrend des Versuchs werden in

Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Ubersicht (iber die klinischen Symptome der Falken in Versuchsteil A wahrend der 28-
tagigen Versuchsperiode. Die Zahlen in der Tabelle geben die jeweilige Anzahl der
Tiere an.
Gruppe A1 Gruppe A2 Gruppe A3 Gruppe A4
Symptome
(n=5) (n=5) (n=5) (n=3)

Inappetenz 4 1 0 0
Erbrechen 4 1 0 0
Urinverfarbung 3 1 0 0
Dyspnoe 0 0 0 0
Mortalitat 0 0 0 0

Legende: Gruppe A1 (inokuliert mit 107 Konidien), Gruppe A2 (inokuliert mit 10° Konidien),
Gruppe A3 (inokuliert mit 10° Konidien), Gruppe A4 (Kontrollgruppe); n (Anzahl der
Tiere).

Genauer betrachtet zeigten 4/5 Tieren der Gruppe A1 (A1.1, A1.2, A1.3, A1.5)
bereits ab dem zweiten Tag nach Inokulation (d. p. i.) Uber zwei bis drei Tage
Vomitus und Inappetenz und erbrachen sich zeitweise auch noch spater
(A1.1: 13. - 28. d. p. i.; A1.3: 20. - 28. d. p. i.; A1.5: 10. - 14. d. p. i.). Zusatzlich
wiesen 3/5 Falken (A1.1, A1.3, A1.5) eine Grinverfarbung des Urinanteils der
Exkremente auf.

Aus der Gruppe A2 wurde bei 1/5 Tieren (A2.3) am 17. und 18. d. p. i. Vomitus und
zwischen dem 18. und 22. d. p. i. eine reduzierte Futteraufnahme beobachtet. Eine
Grunverfarbung des Urins wurde bei demselben Tier zwischen Tag 19 und 21 p. i.
festgestellt.

Das Verhalten variierte bei den Falken zwischen aufmerksam und nervds. Die
Kdrperhaltung variierte zwischen aufrecht stehend mit angelegten Fligeln und einer
leicht gebeugten Haltung mit leicht hangenden Fllgelspitzen. Das Gefieder war
nicht oder nur geringgradig aufgeplustert und die Atmung war schwach sichtbar
(Score 0 - 0,2) oder zeitweise geringgradig erschwert (Score 0,4) mit einem leichten
atemsynchronen Schwanz- und/oder Flugelwippen. Demnach wurden diese
klinischen Parameter als “unauffallig“ dokumentiert und ergaben keine Indikation fur
eine Euthanasie. Es verstarb keines der Tiere wahrend des Versuches.

Die Entwicklung der Kdrpergewichte wird in Abbildung 11 dargestellt. Insgesamt
haben 4/5 Individuen aus Gruppe A1, 1/5 Individuen aus Gruppe A2, 2/5 Individuen

aus Gruppe A3 und 1/3 Individuen aus Gruppe A4 abgenommen, wobei die
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prozentuale Abnahme lediglich in den Gruppen A1 und A2 den Wert von 3 %
uberschritt und bis zu einem Wert von 17 % reichte.
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Abbildung 11: Gewichtsabnahme der immaturen Falken in Prozent, als Vergleich des
Kdrpergewichtes zu Beginn und zum Ende des Tierversuches. Positive Werte
entsprechen einer Gewichtsabnahme, negative Werte einer Gewichtszunahme.
Gruppe A1 (inokuliert mit 107 A. fumigatus-Konidien), Gruppe A2 (inokuliert mit 10°
A. fumigatus-Konidien), Gruppe A3 (inokuliert mit 103 A. fumigatus-Konidien),
Gruppe A4 (Kontrollgruppe)

4.4.1.2 Versuchsteil B — Juvenile Falken

Im Versuchsteil B wurden zur exakteren Dokumentation und Beschreibung sowie
zur Ermoglichung einer statistischen Auswertung Uber den gesamten Versuchs-
verlauf ein Dyspnoe-Score (DS) sowie ein Klinischer Score (KS) ermittelt. So
zeigten 20/21 Falken zeitweise zumindest geringgradige Dyspnoeanzeichen
(DS = 0,4). Eine mittelgradige Dyspnoe (DS = 0,6) wurde bei 14/21 Falken
festgestellt. Bei 11 dieser 14 Falken lag der DS sogar Uber = 0,7, wobei dies alle
Falken der Gruppen B1 (107 A. fumigatus-Konidien, 3/3 Falken) und B2
(108 A. fumigatus-Konidien, 3/3 Falken), 1/3 Falken der Gruppe B3
(10% A. fumigatus-Konidien), 2/3 Falken der Gruppe B4 (10* A. fumigatus-Konidien)
und lediglich je ein Einzeltier (B6.3) der niedrigsten Inokulations- (102 A. fumigatus-
Konidien) bzw. der Kontrollgruppen B7 (B7.5) mit einschloss. Drei juvenile Falken
(B1.1, B1.2, B2.2) zeigten sogar zeitweise eine hochgradige Dyspnoe (DS = 0,8).
Diese aulerte sich in einer Atmung mit geodffnetem Schnabel (B1.2, B2.2),

atemsynchroner Bewegung der Fligel (B1.1, B1.2), Tachypnoe (B1.1, B2.2) sowie
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Stridores (B2.2). Die zugehoérigen DS werden in Tabelle 10 aufgeflhrt. Statistisch
korrelierte die Flache unter der Kurve (Area under the curve - AUC) des DS Uber
die gesamte Zeit signifikant mit der Infektionsdosis (r = 0,514; p = 0,017). Der

zugehdrige Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman lag beirs= 0,52 (p = 0,017).

Im Einzelnen gehorten gestraubtes Gefieder, Dyspnoeanzeichen, grunlich verfarbte
Urinanteile der Exkremente und Diarrhoe zu den klinischen Symptomen, die in allen
Gruppen beobachtet werden konnten. Inappetenz und Gewichtsverlust traten in
den drei Infektionsgruppen B1 - B3 mit der hoheren Infektionsdosen (10° - 107
A. fumigatus-Konidien) auf, wahrend Erbrechen und Schlafrigkeit nur in der Gruppe
B1 nach Inokulation von 107 A. fumigatus-Konidien beobachtet wurde (siehe
Abbildung 12).

Die Atmung und weitere klinische Parameter der juvenilen Falken wurden in
Klinischen Scores (KS) zusammengefasst, welche in Tabelle 11 dargestellt sind.
Alle inokulierten Falken erreichten wahrend des Versuches wenigstens KS 1 und
zumindest zeitweilig, teils nur eintagig (B5.1, B5.3, B6.1), auch einen KS 2. Dabei
erreichten auch alle Kontrolltiere einen KS 2 an 3 (B7.2), 9 (B7.4) bzw. 10 Tagen
(B7.5), aber keines davon einen KS 3. Lediglich Falken (B3.1, B2.1, B1.1, B1.2,
B1.3) der mittleren und hohen Infektionsgruppen B1 - B3 (10°- 107 A. fumigatus-
Konidien) wiesen einen KS 3, teils Uber 5 - 10 Tage auf. Zwei Tiere (B1.1, B1.2) aus
der Gruppe B1 und ein Tier (B2.2) aus der Gruppe B2 mussten vorzeitig aus dem
Versuch entnommen und euthanasiert werden (KS 4). Statistisch korrelierte die
AUC des KS uber die gesamte Zeit signifikant mit der Infektionsdosis (r = 0,662;
p = 0,01). Der zugehdrige Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman lag bei
rs= 0,67 (p < 0,001).
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Abbildung 12: Klinische Symptome von juvenilen Falken nach experimenteller Inokulation mit
A. fumigatus-Konidien: A) Schlafriger Falke; B) Falke mit hdngenden Fllgelspitzen;
C) Falke mit Dyspnoe in Form einer Atmung mit ge6ffnetem Schnabel; D) Falke nach
Vomitus - Schnabel und Gefieder sind noch mit Erbrochenem verschmiert;
E) Mintgrin gefarbter Urinanteil der Exkremente; F) Falke mit gestrdubtem Gefieder.

Das Korpergewicht schwankte individuell wahrend des Versuches, wobei 19/21
Tiere Uber den Zeitraum von 28 Tagen an Gewicht zunahmen. Lediglich zwei Tiere
(B1.1, B3.1) nahmen zwischen drei und neun Prozent an Gewicht ab. Die
Korpergewichte zum Versuchsende lagen zwischen 871 g und 1.048 g. Die
Gewichtsentwicklung der Falken wird in Abbildung 13 dargestellt.
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Gewichtsentwicklung
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Abbildung 13: Gegenulberstellung der durchschnittlichen Kérpergewichte (in g) je Inokulations- bzw.
Kontrollgruppe von juvenilen Falken vor (d 0) und 28 Tage (d 27) nach experimenteller
Inokulation
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4.4.2 Hamatologische Befunde

Eine hamatologische Untersuchung erfolgte lediglich im Versuchsteil B, da auf
Grund der Durchflhrung eines humanmedizinischen Hamagglutinationstests (siehe
3.2.2) im Versuchsteil A nicht mehr gentigend Blutvolumen hierflr zur Verfigung
stand. Dieser Test wurde jedoch nachfolgend als nicht aussagekraftig eingestuft,
weshalb im Versuchsteil B auf diesen verzichtet und stattdessen eine hamato-

logische Untersuchung der Falkenblutproben durchgeflhrt wurde.

Am Versuchsende uberschritten 11/21 Falken (B7.4, B 7.5, B6.3, B5.2, B3.1, B3.2,
B3.3, B2.1, B2.2, B1.1, B1.3), inklusive zweier Kontrolltiere (B7.4, B7.5), die
Referenzwerte der Leukozytenanzahl (Leukozytose) fur Gerfalkenhybriden
(WERNERY et al., 2004a). Diese Leukozytose trat bei 5 dieser 11 Tiere parallel zu
einem erhohten Anteil heterophiler Granulozyten (Heterophilie) auf, wahrend bei 4
dieser 11 Tiere ein erhdhter Lymphozytenanteil (Lymphozytose) feststellbar war.
Ein gewisser Anteil der Lymphozyten (2 - 17 %) wies bei 19/21 Falken Anzeichen
einer toxischen Aktivierung auf, welche durch eine Dunkelfarbung des Zytoplasmas
sowie eine GroRenzunahme der Zelle gekennzeichnet waren (PENDL, 2008a, b). Bei
den Tieren mit Lymphozytose lag parallel ein erniedrigter Anteil an heterophilen
Granulozyten (Heteropenie) und bei den Tieren mit Heterophilie lag parallel ein
erniedrigter Lymphozytenanteil (Lymphopenie) vor. Der Anteil an Monozyten lag bei
keinem der Falken oberhalb des Referenzbereiches fur Monozyten (WERNERY et al.,
2004a). Ein statistischer Zusammenhang zwischen hamatologischen Befunden
(Leukozytose, Heterophilie oder Lymphozytose) und der Infektionsdosis wurde nicht
festgestellt.

Unter den 11 Tieren mit Leukozytose waren acht Tiere, bei denen Granulome in der
pathologisch-anatomischen Untersuchung festgestellt wurden. Lediglich ein Tier mit
Granulomen (B1.2) zeigte keine Leukozytose.

Bezogen auf den Intra-vitam-Nachweis einer nachtraglich histologisch bestatigten
Aspergillose betrug die rechnerische Sensitivitdt einer Leukozytose 88,9 %
(51,8 - 99,7), die einer Leukopenie 55,6 % (21,2 - 86,3), die einer Heterophilie
44.4 % (13,7 - 78,8) und die einer Lymphozytose 0 % (0 - 28,3). Die Spezifitaten
bezlglich der Intra-vitam-Diagnose einer Aspergillose betrugen 75 % (42,8 - 94,5)

fur eine Leukozytose, 91,7 % (61,5 - 99,8) fur eine Heterophilie und eine Leukopenie
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und 66,7 % (34,9 - 90,1) fUr eine Lymphozytose. Die hamatologischen Parameter

der juvenilen Falken zu Beginn und zum Ende des Versuchsteils B sowie die

berechneten Spezifitdten und Sensitivitdten fur die hamatologischen Befunde

werden in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12:  Hamatologische Untersuchung von Blutproben juveniler Falken vor und 28 Tage nach
Inokulation mit A. fumigatus-Konidien
do d 28
Nr ID Hist EWBC Het Lymp Mono EWBC Het Lymp Mono
4.280- 45,7- 20,1- 4.280- | 45,7- 20,1- 1,0-
ety 14580 | 751 | 486 | 04| 14580 | 751 | 486 8,4
B7.2 - 10.500 63 37 (*10) 0 13.125 48 48 (*12) 4
B7.4 NK - 7.000 52 47 (*9) 3 24.500 79 20 (*5) 1
B7.5 - 5.250 63 35 (*2) 2 17.500 45 54 (*3) 1
B1.1(§) + 12.250 57 42 (*3) 1 47.250 84 13 (*8) 3
B1.2 107 + 4.375 67 32 (*6) 1 8.750 66 31 (*17) 3
B1.3 + 18.375 77 23 (*2) 0 85.750 66 27 (*12) 7
B2.1 + 8.750 53 43 (*6) 4 14.875 69 29 (*5) 2
B2.2 (#) 1068 + 7.000 44 56 (*4) 0 52.500 86 13 (*4) 1
B2.3 - 15.750 64 35 (*8) 0 8.700 59 39 (*3) 2
B3.1 + 6.125 43 53 (*4) 4 39.375 92 7 (*3) 1
B3.2 10° - 13.125 57 41 (*25) 2 14.875 68 26 (*8) 6
B3.3 + 7.000 78 22 (*7) 0 15.750 49 47 (*0) 4
B4.1 - 14.875 63 34 (*6) 3 8.750 53 45 (*2) 2
B4.2 10 + 5.250 53 44 (*9) 3 42.875 76 17 (*3) 7
B4.3 - 7.000 46 51 (*13) 3 10.500 36 58 (*10) 6
B5.1 - 14.875 62 35 (*8) 3 11.375 53 43 (*12) 4
B5.2 103 - 16.625 31 66 (*3) 3 14.000 73 26 (*7) 1
B5.3 - 7.000 46 52 (*11) 2 8.750 54 45 (*0) 1
B6.1 - 16.625 64 33 (*6) 3 10.500 40 57 (*6) 3
B6.2 102 - 7.000 66 33 (*7) 1 10.500 36 58(*10) 6
B6.3 + 14.000 40 | 56 (*18) 4 91.000 74 18 (*13) 8
Sensitivitat Spezifitat
Leukozytose 88,89 % (51,75 -99,72) 75,00 % (42,81 - 94,51)
Heterophilie 44,44 % (13,70 - 78,80) 91,67 % (61,52 - 99,79)
Lymphopenie 55,56 % (21,20 - 86,30) 91,67 % (61,52 - 99,79)
Lymphozytose 0 % (0,0 - 28,31) 66,67 % (34,89 - 90,08)
Legende: Nr (Tiernummer); ID (Infektions-/Inokulationsdosis von A. fumigatus-Konidien);

NK (Negativkontrolle); d (Tag); Hist (Histologische Bestatigung der Aspergillose, z. B.
Granulomnachweis); EWBC (Estimated White Blood cell Count / geschatzte
Leukozytenzahl pro pl Blut); Het (Anteil der Heterophilen in %); Lymp (Anteil der
Lymphozyten in %); Mono (Anteil der Monozyten in %); * (Anteil der toxisch veranderten
Zellen); # (der Postinokulationswert wurde an d 16 bestimmt); § (der
Postinokulationswert wurde an d 22 bestimmt); fett-gedruckte Werte Uberschreiten,
kursiv gedruckte Werte unterschreiten die Referenzwerte.

' Quelle der Referenzwerte: WERNERY et al. 2004a
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443 Pathologisch-anatomische Befunde

4431 Versuchsteil A — Immature Falken

Bei 4/5 Falken (A1.1, A1.3, A1.4, A1.5) der Gruppe A1 (107 A. fumigatus-Konidien)
wurden Granulome in den Luftsdcken und bei zwei von diesen (A1.3, A1.5)
zusatzlich in den Lungen festgestellt, wobei die Lasionen nur bei 3/5 Tieren (A1.1,
A1.3, A1.5) im Respirationstrakt beider Korperseiten zu finden waren (siehe
Abbildung 14).

Die Luftsacklasionen variierten hierbei von fibrindsen PS 2-Lasionen (A1.3), Uber
einzelne, granulomatése Herde (A1.4), zu multifokalen, 2 - 6 mm grof3en, granu-
lomatdsen PS 3-Lasionen (A1.1, A1.5). Die Lungen waren dabei teils granulomatés
durchsetzt (A1.3), teils verhartet, atelektatisch und wiesen Verklebungen zum
angrenzenden Luftsack auf (A1.5). Zudem fiel eine aufgehellte und mittel- bis

hochgradig vergroRerte Milz bei zwei Tieren (A 1.4, A1.3) auf.

Abbildung 14: Pathologisch-anatomische Befunde eines immaturen Falken (A1.3) nach
experimenteller Inokulation mit A. fumigatus-Konidien. A) Hochgradig entziindete und
gestaute Lunge; B) Verkdasende Nekrose im kaudalen Thorakalluftsack mit
multifokalen, knotigen Auflagerungen auf den Luftsackwanden und den
angrenzenden Organen.

Ein Falke in Gruppe A2 (10° A. fumigatus-Konidien) (A2.3) hatte ein einzelnes
Granulom im linken Abdominalluftsack. In anderen Organen und Organsystemen
fanden sich keine pathologischen Lasionen.

Bei allen anderen Falken der Gruppen A1 und A2 sowie allen Falken der Gruppe
A3 (10% A. fumigatus-Konidien) und der Kontroligruppe A4 wurden keinerlei
pathologische Veranderungen festgestellt, sodass sich auch keine Hinweise auf

eine Aspergillose fanden.
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Die pathologisch-anatomischen Befunde der immaturen Falken wurden in Tabelle

13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Ubersicht Giber die pathologischen Befunde der 18 immaturen Falken in Versuchsteil A

nach der 28-tdgigen Versuchsperiode

Nr Tr | Sy |Llu|Rlu [KrLTI | KrRTI | KaLTI | KaRTI | LAl | RAI | Per|Le | Mi |GIT | Ni | Na
A4 .1 0 0| 0] O 0 0 0 0 0 0 o(0|O0O|O0]|0]|O
Ad2 | NK| O 0O(0]O 0 0 0 0 0 0 0|0|0]0]|0]|O
A4.3 0 0| 0] O 0 0 0 0 0 0 0|0|0]O0]|0]|O
A1.1 0 00| O 0 0 0 0 0Oo(o0|1,0]0|0
A1.2 0 0| 0] O 0 0 0 0 0 0 0o(o0ojo0oj0]0|0
A13[10%| O 0 0 0 0 0 0 0 2 0|02 0|00
Al1.4 0 0| 0] O 0 0 0 0 0 0|02 0|00
A1.5 0 02 0|0|0]0]|0]|O
A2.1 0 0O(0]O 0 0 0 0 0 0 0O(0|j0j0]0|O
A2.2 0 0| 0] O 0 0 0 0 0 0 0o(0ojo0j0]0|O0
A23 |10l o[ ofofo] o 0 0 o B8 ofofoJofo]o]Jo
A2.4 0 00| O 0 0 0 0 0 0 0O(0|j0j0]0|O
A2.5 0 0O(0]O 0 0 0 0 0 0 0Oo|(0|j0j0]0]|O
A3.1 0 0O(0]O 0 0 0 0 0 0 0O(0|j0j0]0|O
A3.2 0 0| 0] O 0 0 0 0 0 0 0o(o0jo0oj0]0|O0
A33[10°| O 0O(0]O 0 0 0 0 0 0 0O|(0|j0j0]0]|O
A3.4 0 0| 0] O 0 0 0 0 0 0 0O|(0|j0j0]0|O
A3.5 0 0O(0]O 0 0 0 0 0 0 0O|(0|j0j0]0]|O

Legende: Pathologische Scores: 0 (ohne besonderen Befund), 1 (milde Lé&sionen, nicht
aspergillosetypisch), 2 (gering- bis mittelgradige Lasionen, aspergillosetypisch, aber nicht
granulomatds), 3 (granulomattse Lasionen oder andere hochgradige Lasionen, z. B.
Pilzmyzel); Nr (Tiernummer); ID (Infektions-/Inokulationsdosis); NK (Negativ-kontrolle);
Tr (Trachea); Sy (Syrinx); Llu (linke Lunge); Rlu (rechte Lunge); KrLTI (kranialer, linker,
Thorakalluftsack); KrRTI (kranialer, rechter, Thorakalluftsack); KaLTI (kaudaler, linker,
Thorakalluftsack); KaRTI (kaudaler, rechter Thorakalluftsack); LAl  (linker
Abdominalluftsack); RAI (rechter Abdominalluftsack); Per (Perikard); Le (Leber);
Mi (Milz); GIT (Gastrointestinaltrakt und Speiserdhre); Ni (Niere); Na (Nase).

4.4.3.2 Versuchsteil B — Juvenile Falken

Bei 3/3 Falken der Gruppe B1 (107 A. fumigatus-Konidien) wurden Granulome in
den Luftsacken (PS 3) und bei 2/3 Falken (B1.1, B1.3) zusatzlich in der Lunge
nachgewiesen. Die Lunge des Falken B1.2 wies lediglich dunkle und verfestigte

Areale (Atelektasen) auf, die der Kategorie PS 1 zugeordnet wurden. Nur bei einem

Tier (B1.1) waren Granulome in beiden Lungenfligeln sowie in allen untersuchten

Luftsacken und zusatzlich auf dem Magen, in der Niere und in der Milz vorhanden.

Beim Falken B1.3 fanden sich neben den Lasionen im Respirationstrakt auch
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Granulome an der Aorta, an der rechten Brustwand, auf der Niere sowie zwischen
Magen und Herz. Bei diesem Tier war die Leber zudem stumpfrandig und von
bruchiger Konsistenz. Parallel war die Milz dieses Falken vergroRert (Spleno-
megalie) und aufgehellt, was der Kategorie PS 1 entsprach. Bei allen Tieren dieser
Gruppe war eine Perikardtribung feststellbar, die jeweils Adhasionen zum

angrenzenden Thorakalluftsack (Kategorie PS 2) aufwies.

Bei 2/3 Tieren der Gruppe B2 (10° A. fumigatus-Konidien) (B2.1, B2.2) waren
Lasionen der Kategorie PS 2 und PS 3 im Respirationstrakt zu finden. Diese stellten
sich als verfestigte, dunkel gefarbte Lungenbereiche (Atelektasen) sowie granu-
lomatose Veranderungen in Trachea, Syrinx, den kaudalen Thorakal- sowie den
Abdominalluftsacken dar. Eines der Tiere (B2.2) wies zudem schleimig verlegte
Nasenmuscheln sowie eine deutliche Milzvergrélierung mit Hyperplasie der weilden
Milzpulpa (follikuldre Hyperplasie) auf (siehe Abbildung 15). Beim Falken B2.3
zeigte sich lediglich ein geringgradig getribtes Perikard mit geringgradigen, fettigen

Verklebungen am Brustbein, aber sonst keinerlei pathologische Befunde.

In der Gruppe B3 (10° A. fumigatus-Konidien) wiesen 2/3 Tieren (B3.2, B3.3)
Lasionen der Kategorie PS 1 und PS 2 in den Luftsacken und/oder der Lunge und
dem Perikard auf. Diese wurden vor allem durch gelbliche Verfarbungen,
emphysematose Bereiche sowie geringgradige Petechien im Lungengewebe
charakterisiert. Das dritte Tier aus dieser Gruppe (B3.1) wies PS 3-L&sionen in Form
von Granulomen in der Lunge, auf der Ventralseite des Sternums und in mehreren
Luftsacken, eine vergroRerte Milz (PS 1) sowie eine geringgradige, hamorrhagische

Enteritis (PS 1) im Dinndarm auf.

Bei 1/3 Tieren der Gruppen B4 (10* A. fumigatus-Konidien) (B4.2) fanden sich
Lasionen der Kategorie PS 2 in der Lunge und den Luftsacken, welche durch
verdichtete und teils gelblich-graulich verfarbte Areale charakterisiert wurden. Alle
anderen Falken der Inokulationsgruppen B4 zeigten keinerlei pathologische

Veranderungen.

In der Gruppe B5 (102 A. fumigatus-Konidien) fehlten Lasionen der Kategorien PS 2
und PS 3. In der Gruppe B6 (10% A. fumigatus-Konidien) fanden sich nur bei 1/3
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Falken (B6.3) Lasionen der Kategorie PS 2 im linken, kaudalen Thorakalluftsack
und Granulome der Kategorie PS 3 in der Lunge. Daneben wurden Veranderungen
der Kategorie PS 1 bei zwei Falken (B5.3, B6.2) aus diesen beiden Gruppen
nachgewiesen. Diese bestanden aus unspezifischen Lasionen im kranialen
Thorakalluftsack in Form von einzelnen, punktuellen Auflagerungen auf einer
Luftsackwand. Beim Falken B6.2 waren zudem eine Perikardtribung sowie eine
fettige, gelbliche Gewebsverklebung des Perikards mit dem Sternum sichtbar. Alle
anderen Falken der Inokulationsgruppen B5 und B6 zeigten keinerlei pathologische

Veranderungen.

Bei 2/3 Falken (B7.4, B7.2) der Kontrollgruppe B7 wurden lediglich pathologische
Veranderungen der Kategorie PS 1 festgestellt. Diese bestanden in vereinzelten,
gelblichen Auflagerungen und teilweise einer schaumigen Flussigkeit auf den

Luftsackwanden.

Das Vorhandensein pathologischer Lasionen der Kategorien PS 2 und PS 3

korrelierte signifikant mit der Infektionsdosis (rs = 0,684; p < 0,001).

Die pathologisch-anatomischen Befunde der juvenilen Falken werden in Tabelle 14

zusammengefasst und eine Auswahl der Lasionen wird in Abbildung 15 dargestellt.
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Tabelle 14: Ubersicht lber die pathologischen Lasionen der 21 juvenilen Falken 28 Tage nach

experimenteller Inokulation

Nr ID | Tr | Sy |Llu|Rlu|KrLTI| KrRTI | KaLTI | KaRTI | LAl | RAI | Per|Le | Mi |GIT | Ni | Na
B7.2 0 0|0]O 0 1 1 1 1 0 o|jojo0o|O0]|0]|O
B74 | NK ] O 0|0 O 0 0 0 1 0 0 0o|0|O0|0O0]|0]|O
B7.5 0 0|0 O 0 0 0 0 0 0 o|jojo0|O0]|0]|O
B1.1 0 0 0 0
B1.2 |107] O 1 1 0ol1/0|0]|0
B1.3 0 0 0 1] 1 1
B2.1 0| 1 Oj0|O0|O0]|O0Of1
B22 | 108| O 110 1 1 0 0 010 0 0|0
B2.3 0 0|0 O 0 0 0 0 0 1/0|/0]0|0]O
B3.1 0 0 1 0 0 0O|0|1]|1]|]0]|0O0
B3.2 |10°] O 0|0 O 0 0 0 0 0 0O|0|O0|0O0]|0|DO
B3.3 0 0 0 0 1 1/0|/0]0|0]O
B4.1 0 0|0 O 0 0 0 0 0 0 o|jojo0o|O0]|0]|O
B42 | 10| O 0|oO0 0 1 1 0O|1|{0]0]|0|0O0
B4.3 0 0| 0] O 0 0 0 0 0 0 0O|0|O0|O0]|0]|O
B5.1 0 0|0 O 0 0 0 0 0 0 o|jojo0o|O0]|0|O
B52 | 10°| O 0|0 O 0 0 0 0 0 0 0|0|O0|O0]|0]|O
B5.3 0 0| 0] O 0 0 1 0 0 0 0O|0|O0|O0]|0]|O
B6.1 0 0|0] O 0 0 0 0 0 0 o|jojo0o|O0]|0|O
B6.2 | 10| O 0|0 O 0 0 1 0 0 0 1/0|/0]0|0]O
B6.3 oo !!I 0 ! o [olo|lofo[1]o]fo]fO
Legende: Pathologische Scores: 0 (ohne besonderen Befund), 1 (milde L&sionen, nicht

aspergillosetypisch), 2 (gering- bis mittelgradige Lasionen, aspergillosetypisch, aber
nicht granulomatés), 3 (granulomatdse Lasionen oder andere hochgradige Lasionen,
z. B. Pilzmyzel); Nr (Tiernummer); ID (Infektions-/Inokulationsdosis); NK (Negativ-
kontrolle); Tr (Trachea); Sy (Syrinx); Llu (linke Lunge); Rlu (rechte Lunge); KrLTI
(kranialer, linker, Thorakalluftsack); KrRTI (kranialer, rechter, Thorakalluftsack); KaLTI
(kaudaler, linker, Thorakalluftsack); KaRTI (kaudaler, rechter Thorakalluftsack); LAI
(linker Abdominalluftsack); RAI (rechter Abdominalluftsack); Per (Perikard); Le (Leber);
Mi (Milz); GIT (Gastrointestinaltrakt inkl. Speiserohre); Ni (Niere); Na (Nase).
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Abbildung 15: Pathologisch-anatomische Befunde von juvenilen Falken nach experimenteller
Inokulation mit A. fumigatus-Konidien: A) multifokale, knotige Auflagerungen,
Tribungen und GefalReinsprossungen in den Luftsackwanden des kranialen
Thorakalluftsackes, B) Granulomatése Herde, teils schielscheibenartig geschichtet
und mit aktivem Pilzmyzel, C) Verkdsende Nekrose im kaudalen Thorakalluftsack, D)
Pilzgranulom an der Bifurcatio tracheae, E) Pilzgranulome und aktives Pilzmyzel in
der Lunge, F) hochgradig vergréRerte und aufgehellte Milz mit follikularer Hyperplasie.

4.4.4 Histologische und immunhistochemische Befunde

4441 Versuchsteil A — Immature Falken

Die histopathologische Untersuchung der Organe identifizierte heterophile und
granulomatdse Entzindungsherde im Respirationstrakt von 4/5 Falken (A1.1, A1.3,
A1.4, A1.5) der Gruppe A1 (107 A. fumigatus-Konidien) und 1/5 Falken (A2.3) der
Gruppe A2 (10° A. fumigatus-Konidien). Diese Entziindungsherde bestanden
hauptsachlich aus einer Ansammlung heterophiler Granulozyten um ein
nekrotisches Zentrum, welche von ringférmigen Reihen von Epitheloidzellen,
mehrkernigen Riesenzellen und Makrophagen umgeben waren. Mittels PAS-
Reaktion wurden in 3/5 Falken aus Gruppe A1 (A1.1, A1.3, A1.4) und dem einen
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Falken aus der Gruppe A2 (A2.3) Pilzhyphen innerhalb dieser Granulome
dargestellt. Zudem wurden dort mittels Concanavalin A-Farbung die Ansamm-
lungen von Makrophagen und Riesenzellen um das nekrotische Zentrum bestatigt
(siehe Abbildung 16). Somit stellten sich die meisten makroskopisch sichtbaren
Lasionen in den Lungen (A1.3, A1.5) und Luftsacken (A1.1, A1.4, A1.5, A2.3)
histologisch als aspergilloseassoziierte Granulome (Aspergillome) mit typischem
Granulomaufbau dar. Andererseits wurde in den PS 2-Lasionen der Falken A1.3
(rechter Bauchluftsack) und A1.5 (linke Lunge) eine Aspergillose nicht eindeutig

nachgewiesen.

Abbildung 16: Bild eines histologischen Schnittes eines Pilzgranuloms aus dem Luftsack eines
immaturen Falken (A1.3), 28 Tage nach Inokulation von 107 A. fumigatus-Konidien.
Nach Anfarbung mit Peroxidase-markiertem Concanavalin A (20 ug/ml) sind dunkel
gefarbte Makrophagen (gekennzeichnet mit einem Pfeil) am Rand des Granuloms
sichtbar. Diese Abbildung wurde zur Verfliigung gestellt vom Institut fir Pathologie,
Bakteriologie und Vogelkrankheiten der Veterindrmedizinischen Fakultdt der
Universitat Gent, Belgien.

4.4.4.2 Versuchsteil B — Juvenile Falken

Im Respirationstrakt von 9/18 inokulierten Falken (B1.1, B1.2, B1.3, B2.1, B2.2,
B3.1, B3.3, B4.2, B6.3) wurden in der histopathologischen Untersuchung
heterophile und granulomatése Entzindungsherde identifiziert. Diese Entzin-
dungsherde entsprachen vom histologischen Aufbau den Lasionen der immaturen
Falken aus Versuchsteil A. Insgesamt wiesen alle neun Falken Lasionen in den
Luftsacken auf. FUnf von ihnen (B1.1, B1.2, B1.3, B2.1, B2.2) hatten zusatzlich
weitere Veranderungen im oberen Atemtrakt (Trachea und Syrinx) und funf von
ihnen (B1.1, B1.3, B2.2, B3.1, B6.3) zusatzlich in der Lunge. Bei zwei dieser neun
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Falken (B1.1, B1.3) fanden sich zudem Granulome in anderen Organen, namlich in
Perikard, Leber, Niere, Milz und/oder Bursa cloacalis.

Mittels PAS-Reaktion wurden bei allen neun Falken zumindest in einer Lasion
Pilzhyphen im Zentrum der granulomatdsen Herde dargestellt. Mittels Concanavalin
A-Farbung wurde dort die Ansammlung von Makrophagen und Riesenzellen um
diese nekrotischen Zentren bestatigt. Allerdings konnten sieben makroskopisch als
granulomatds oder stark aspergilloseverdachtig eingeschatzte Lasionen (PS 3)
histologisch nicht als solche bestatigt werden (in Milz, Verdauungstrakt und Niere
von B1.1, im rechten Bauchluftsack von B1.2, in der Niere von B1.3, in der Trachea
von B2.1 und in der rechten Lunge von B6.3). Andererseits konnten drei mit
Aspergillose assoziierte Lasionen detektiert werden, wo diese zuvor makroskopisch
nicht als solche vermutet worden waren (in der Syrinx von B1.1 und B1.3, in der

rechten Lunge von B2.2 und im kaudalen linken Thorakalluftsack von B4.2).

Beim Vergleich makroskopisch-pathologischer Befunde mit histopathologischen
Befunden fallt auf, dass die meisten PS 1- und PS 2-Lasionen histologisch keinen
Beleg fur eine Aspergillose lieferten (z. B. einzelnen Lasionen bei B1.1, B1.2, B1.3,
B2.1, B2.2, B2.3, B3.1, B3.2, B3.3, B4.2, B5.3, B6.2, B6.3). Andererseits gab es
auch eine PS 1-Lasion (Rechter Abdominalluftsack von B4.2) und 11 PS 2-Lasionen
bei insgesamt sechs Falken (B1.2, B1.3, B2.1, B2.2, B4.2, B6.3), die zwar
makroskopisch nicht sicher, aber histopathologisch eindeutig mit einer Aspergillose
in Verbindung gebracht werden konnten. Bei den drei Kontrolltieren und bei drei
inokulierten Falken (B3.2, B5.3 und B6.2) konnte keine der makroskopisch

vermerkten Lasionen als positiv fur eine Aspergillose bestatigt werden.

Insgesamt korrelierte das Vorhandensein histopathologisch bestatigter Asper-
gilloselasionen signifikant mit der Infektionsdosis von A. fumigatus-Konidien
(rs=0,626; p = 0,003).

Eine Ubersicht Uber den histopathologischen Nachweis von Pilzhyphen in PAS-

gefarbten Organschnitten von Jungfalken befindet sich in Tabelle 15.
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Tabelle 15:  Histologischer Nachweis von Pilzhyphen in Organschnitten von juvenilen Falken, 28
Tage nach Inokulation

Nr ID |Tr|Sy|Llu|Rlu|KrLTI| KrRTI | KaLTI | KaRTI | LAI | RAI | Per | Le | Mi | GIT | Ni
B7.2 olo[olo] o 0 0 0 olof]ololo[]o]o
B74 |[NK[o]o[o0 ] 0] o 0 0 0 ol ofofolo]o]o
B7.5 olo[olo] o 0 0 0 olo|ofoflolo]o
B1.1 0 olofo]o]o
B1.2 | 1070 ololo] oo
B1.3 0 ololo] oo
B2.1 0 00| ololo]o0]oO
B2.2 | 10°] 0 0 ololo] oo
B2.3 0 0 0ololo|o0 o0
B3.1 olofo o/lolo|lo0]oO
B32 [105]/0][0| 0] O ololo] oo
B3.3 olo[ofo oloflof oo
B4.1 olo[o]o o/olo|lo]oO
B42 |10°lo[ 0|0 |0 ololo] oo
B4.3 olo[olo] o 0 0 0 o/l of[ofoflo]o]o
B5.1 olo|oflo] o 0 0 0 olo|ofoflo|loO]oO
B5.2 |103[o[ o0 [0 o 0 0 0 ol ofofoflo]o]o
B5.3 olo[olo] o 0 0 0 olo|ofoflolo]o
B6.1 ololo|o]| o 0 0 0 olofJololo[o]o
B6.2 |102[o[ o0 [0 o 0 0 0 ol ofofolo[o]o
B6.3 0lo0 ! o o 0 ! 0 ol o|ofoflo]o]oO

Legende: Histologische Scores: 0 (ohne Nachweis von Pilzhyphen), 1 (mit Nachweis von
Pilzhyphen); Nr (Tiernummer); ID (Infektions-/Inokulationsdosis); NK (Negativ-
kontrolle); Tr (Trachea); Sy (Syrinx); Llu (linke Lunge); Rlu (rechte Lunge);
KrLTI (kranialer, linker, Thorakalluftsack); KrRTI (kranialer, rechter, Thorakalluftsack);
KaLTI (kaudaler, linker, Thorakalluftsack); KaRTI (kaudaler, rechter Thorakalluftsack);
LAl (linker Abdominalluftsack); RAI (rechter Abdominalluftsack); Per (Perikard);
Le (Leber); Mi (Milz); GIT (Gastrointestinaltrakt inkl. Speiserdhre); Ni (Niere).

4.4.5 Bakteriologische und mykologische Befunde

4451 Versuchsteil A — Immature Falken

Bei keinem der Falken wurde aus Herzblut, Leber und Lunge ein bakterielles

Wachstum unter aeroben Bedingungen festgestellt.

Bei 3/5 Falken (A1.1, A1.4, A1.5) der Gruppe A1 (107 A. fumigatus-Konidien) wurde

A. fumigatus aus den Luftsacken reisoliert und auf SAB kultiviert. Dabei gelang beim
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Falken A1.5 die Anzucht aus allen untersuchten Luftsacken, obwohl histo-
pathologisch kein Nachweis von Pilzhyphen mittels PAS-Reaktion moglich war.
Eine Reisolierung aus der Lungenlasion dieses Tieres scheiterte jedoch. Gleichsam
scheiterte die Reisolierung von A. fumigatus bei jeweils einem Falken aus den
Gruppen A1 (A1.3) und A2 (10° A. fumigatus-Konidien) (A2.3), bei denen in der
histopathologischen Untersuchung Granulome sowie Pilzhyphen in der Lunge bzw.

im linken Abdominalluftsack nachgewiesen worden waren.

4.45.2 Versuchsteil B — Juvenile Falken

Mittels einer bakteriologischen Untersuchung wurde bei keinem der Falken aus
Herzblut, Leber und Lunge ein bakterielles Wachstum unter aeroben Bedingungen
festgestellt.

Bei 9/18 inokulierten Falken (B1.1, B1.2, B1.3, B2.1, B2.2, B3.1, B3.3, B4.2, B6.3)
wurde A. fumigatus reisoliert. Dabei war eine Anzucht auf SAB bei allen neun Falken
aus den Luftsacken und zudem bei funf dieser Falken aus der Lunge (B1.1, B1.3,
B2.2, B3.1, B6.3) bzw. aus der Trachea und der Syrinx (B1.1, B1.2, B1.3, B2.1,
B2.2) mdglich. Zudem wurde aus der Nase bei zwei Tieren (B1.3, B3.1), aus der
Niere bei zwei Tieren (B1.1, B1.3) und aus der Bursa cloacalis und der Milz bei
einem Tier (B1.1) A. fumigatus isoliert. Damit entsprachen die Ergebnisse der
mykologischen Untersuchung bei juvenilen Falken weitestgehend den Ergebnissen
der Histopathologie, da aus allen histologisch positiven Lasionen auch eine
Pilzanzucht gelang. Allerdings waren bei zwei Falken (B1.1, B1.3) zusatzlich zu
diesen Lasionen auch mykologische Nachweise aus der Trachea, dem Perikard,
der Leber, dem Gastrointestinaltrakt, der Niere und/oder der Milz mdglich. Die PS 2-
Lasionen im Perikard von B1.1 und B1.3 sowie drei granulomatése PS 3-Lasionen
in Milz, Verdauungstrakt und Niere von B1.1 waren zwar histologisch negativ, aber
in der mykologischen Anzucht positiv fur A. fumigatus. Zudem war ein mykolo-
gischer Nachweis aus zwei PS 1-Lasionen in der Leber und der Nase von B1.3
erfolgreich, die histologisch als negativ fir eine Aspergillose gewertet wurden.

Die PS 3-Lasion in der Trachea von B2.1, ebenso wie mehrere PS 1- und PS 2-
Lasionen in verschiedenen Falken (B1.2, B1.3, B2.1, B2.2, B2.3, B3.1, B3.2, B3.3,
B4.2, B5.3, B6.2, B6.3) wurden mykologisch wie zuvor histologisch nicht als

aspergillosetypisch bestatigt. Somit wurde aus einem Tier der Gruppe 3 (B3.2)
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A. fumigatus nicht reisoliert, obwohl die Lasion im kaudalen, linken Thorakalluftsack
makroskopisch als aspergilloseverdachtige PS 2-Lasion eingestuft worden war.
Gleichsam wurde aus keiner der PS 1-Lasionen der Falken B2.3, B5.3, B6.2 sowie

der drei Kontrolltiere A. fumigatus kultiviert.

Insgesamt korrelierte der erfolgreiche Nachweis von Pilzisolaten aus patho-
logischen Lasionen signifikant mit der Infektionsdosis (rs = 0,626; p = 0,003).
Eine Ubersicht Gber die Ergebnisse der mykologischen Anzucht aus den Organen

juveniler Falken befindet sich in Tabelle 16.

Tabelle 16:  Ubersicht tiber die Ergebnisse der mykologischen Reisolierung aus den Organen von
21 juvenilen Falken, 28 Tage nach experimenteller Inokulation

Nr |ID |Tr|Sy |Llu|Rlu|KrLTI| KrRTI | KaLTI | KaRTI| LAl |RAI |[Per (Le |Mi [Bu |Ni |Na
B7.2 0o|0|0|O 0 0 0 0 0 0 0 0o(0j0|0]|O
B74|NKJO| O |0 ]| O 0 0 0 0 0 0 0 0(0j0|0]|O
B7.5 0o|0|0|O 0 0 0 0 0 0 0 0o(0j0|0]|O
0
0

B1.1
B1.2| 107
B1.3
B2.1
B2.2| 10°
B2.3
B3.1
B3.2| 10°
B3.3
B4.1
B4.2| 10*
B4.3
B5.1
B5.2| 103
B5.3
B6.1
B6.2 | 102
B6.3

o

[elel Nolleolieol Nollollo} N ollollo) Nol Nol Nol

elleolie) Nollolio) fololieol Nolio} o} Nol o) Ne]
elleolie) NolNeolio}) Nolloliol Folio) o) Nol Nol Nl
elleolie) Nollolieo) JolNoljleol Nolio) o} Nol o) No] Ne) ]
elleolie) Nolleolio} NolNolilol Noliol o} Nol o) Noj Nel ]

ellelieol Nollolieol Nololiol Nollol ol NolNol Ne)
OOOOOOOOOOO“OOO

ellelleol Noliollo} ol olol Nol Ne)
oO|lOo|lo]j]o|o|ojo|o|o

ellelieol Nolleollol NolNoliol Nol ol No) N

I.OOOOOOOOOO

o

Legende:  Mykologische Scores: 0 (ohne Pilzwachstum), 1 (mit Pilzwachstum); Nr (Tiernummer);
ID (Infektions-/Inokulationsdosis); NK (Negativkontrolle); Tr (Trachea); Sy (Syrinx);
Llu (linke Lunge); Rlu (rechte Lunge); KrLTI (kranialer, linker, Thorakalluftsack);
KrRTI (kranialer, rechter, Thorakalluftsack); KaLTI (kaudaler, linker, Thorakalluftsack);
KaRTI (kaudaler, rechter Thorakalluftsack); LAl (linker Abdominalluftsack); RAI (rechter
Abdominalluftsack); Per (Perikard); Le (Leber); Mi (Milz); Bu (Bursa cloacalis);
Ni (Niere); Na (Nase).
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4.4.6 Molekularbiologische Befunde

Bei allen immaturen und juvenilen Falken, aus denen A. fumigatus reisoliert werden

konnten, war mittels Mikrosatelliten-Langenpolymorphismus ein Genotyp nachweis-

bar, der mit dem Genotyp des verwendeten Isolates identisch war. Eine Ubersicht

uber die Ergebnisse des molekularbiologischen Vergleichs der Reisolate mit dem

Inokulum befindet sich in Tabelle 17.

Tabelle 17:

Ubersicht (iber die molekularbiologische Bestatigung der Reisolate aus den Organen
von 21 juvenilen Falken, 28 Tage nach experimenteller Inokulation

Nr

Tr| Sy |Llu|Rlu |KrLTI | KrRTI | KaLTl | KaRTI | LAl | RAIl |Per |Le |Mi |Bu |Ni

Na

B7.2

B7.4

B7.5

B1.1

B1.2

B1.3

B2.1

B2.2

B2.3

10°

0

0

0
1
5

[=lNe] | NolN o) Ne]

B3.1

(o} ol Nol N

B3.2

10°

B3.3

B4.1

B4.2

104

B4.3

B5.1

B5.2

10%

B5.3

B6.1

B6.2

102

[Nl Nollollol Nolloliol Nol NolNo) N

B6.3

ellelieol Nolleolieo}l Nol N olleo} Nollol ol NolNolNe)
elielieol Nollolieo] Jol N ollol Nollol ol NolNolNe)
Oo|loOo|o]j]o|o|ojo|o|o]l]o|o|o|lo|o| o
OOOOOOOOOOOOOOOOO‘
OOOOOOOOOOOOOOOOO‘
ellelieol Nolleolio}l JolNollol NolNol ol NolNol Ne)

[=lNelieol Nolleollo]l NolNoliol Nol N

o
I.OOOOOOOOOO

O| OO0 |O|O|]|Oo|Oo|O|l|OC|O|N]JO|O| O

Legende:

Molekularbiologische Scores: 0 (ohne Pilzwachstum), 1 (Reisolat identisch zum
Inokulum), 2 (Reisolat abweichend vom Inokulum); Nr (Tiernummer);
ID (Infektions-/Inokulationsdosis); NK (Negativkontrolle); Tr (Trachea); Sy (Syrinx);
Llu (linke Lunge); Rlu (rechte Lunge); KrLTI (kranialer, linker, Thorakalluftsack);
KrRTI (kranialer, rechter, Thorakalluftsack); KaL Tl (kaudaler, linker, Thorakalluftsack);
KaRTI (kaudaler, rechter Thorakalluftsack); LAI (linker Abdominalluftsack); RAI (rechter
Abdominalluftsack); Per (Perikard); Le (Leber); Mi (Milz); Bu (Bursa cloacalis);
Ni (Niere); Na (Nase).
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Lediglich bei einem immaturen Falken (A1.5) unterschieden sich die A. fumigatus-
Isolate aus 3/4 Lasionen und bei einem juvenilen Falken (B3.1) aus 1/5 Lasionen
vom Genotyp des Inokulums. Dabei stimmte bei A1.5 das Isolat aus dem linken
Thorakalluftsack mit dem Inokulum Uberein, wahrend die Isolate aus dem rechten
Thorakalluftsack sowie dem rechten und linken Abdominalluftsack vom Inokulum
differierten. Beim Falken B3.1 wich das Isolat aus der Nase vom Inokulum und von
den ubrigen Isolaten aus der rechten Lunge, dem rechten, kaudalen Thorakal-

luftsack sowie dem rechten und linken Abdominalluftsack ab.

4.4.7 Befunde der Serumdiagnostik

4471 Versuchsteil A — Immature Falken

Vier Serumproben von immaturen Falken, davon eine (A1.3) vor Inokulation (b .i.)
und drei (A1.3, A2.1, A3.1) 28 Tage nach Inokulation (p. i.) mussten auf Grund von
starker Hamolyse von der Serumdiagnostik ausgeschlossen werden. Demnach
standen 17/18 Serumproben vor experimenteller Inokulation und 15/18 Serum-
proben am Versuchsende zur Verfligung. Da in den letztgenannten 15 Proben auch
Proben von drei Kontrolltieren enthalten waren, standen insgesamt 12 Proben von
mit A. fumigatus inokulierten Falken zur Verfugung. Bei drei dieser 12 p. i. - Proben
(A3.2, A3.3, A3.5) konnten jedoch lediglich die Untersuchungen auf A. fumigatus-
Antigene und Anti-A. fumigatus-Antikdrper durchgefiihrt werden, da das
Serumvolumen fur weitere Untersuchungen nicht ausreichte. Somit standen fir die
Untersuchung auf A. fumigatus-Antigene und Anti-A. fumigatus-Antikorper zwar 12,
aber fur die Proteinelektrophorese und die Akute-Phase-Proteinbestimmung
lediglich neun p. i.-Proben von mit A. fumigatus inokulierten Falken zur Verfugung.
Bei den einzelnen Untersuchungen wurde stets ein Vergleich der Werte von
inokulierten Falken ohne Granulombildung (8/12) und nachweislich an Aspergillose
erkrankten Falken mit Granulombildung (4/12) gezogen.

Im Folgenden werden teils individuelle Werte von Falken sowie stets die
Durchschnittswerte (Mean) mit Standardabweichungen (SD) fur die Parameter vor
und nach der Inokulation gegenubergestellt. Zudem werden die Sensitivitat und die
Spezifitat des Tests mit dem 95 % Konfidenzintervall angegeben, die auf Basis der

Probenzahlen fur die jeweiligen Untersuchungsmethoden berechnet wurden. Dabei
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beziehen sich die Sensitivitaten und Spezifitaten jeweils auf die Intra-vitam-
Detektion einer nachfolgend pathologisch und histologisch bestatigten Aspergillose
im Rahmen dieser Studie. Sie erlauben keine Aussage Uber die Qualitat der
Detektion der diagnostischen Zielparameter durch das angewendete Testverfahren

(methodisch-diagnostische Qualitat).
44711 Aspergillus-Antikorper Diagnostik

44.71.1.1 Hamagglutinationstests

Ein kommerzieller Hamagglutinationstest zur Detektion von Anti-Aspergillus-
Antikorpern wurde mit Seren der immaturen Falken (Versuchsteil A) durchgefihrt.
Das Testsystem wies am Versuchsende bei zwei Tieren (A1.5, A3.3) ein negatives
Ergebnis (Titer < 1:40), bei allen anderen Tieren ein unsicheres/fragliches Ergebnis
(Titer > 1:40 bis < 1:320) und bei keinem Tier ein positives Ergebnis (Titer = 1:320)
auf (siehe Tabelle 18).

Tabelle 18: Ubersicht Uiber die Ergebnisse eines humanmedizinischen Hamagglutinationstests zur
Detektion von Aspergillus spp.-spezifischen Antikdrpern

Nr. ID do d 28 Hist
A4 1:80 1:160 -
A4.2 NK 1:160 1:80 -
A4.3 1:80 1:80 -
A1.1 1:80 1:160 +
A1.2 1:80 1:160 -
A1.3 107 1:80 1:80

A1.4 1:80 1:160 +
A1.5 1:80 1:40 -
A2.1 1:160 1:160 +
A2.2 1:80 1:80 -
A2.3 10° 1:40 1:80 -
A2.4 1:80 1:80 -
A2.5 1:80 1:80 -
A3.1 1:80 1:160 -
A3.2 1:80 1:80 -
A3.3 103 1:80 1:40 -
A3.4 1:80 1:80 -
A3.5 1:80 1:160 -

Legende: Titer < 1:40 (negativ, grin hinterlegt); Titer > 1:40 bis < 1:320 (fraglich, gelb hinterlegt);
Titer =2 1:320 (positiv, rot hinterlegt); Nr (Tiernummer); ID (Infektions-/Inokulationsdosis);
NK (Negativkontrolle); d (Tag); Hist (histologische Bestatigung der Aspergillose);
- (negativ); + (positiv).



Ergebnisse 109

Es gab keinen signifikanten Antikorper-Anstieg bei Tieren, die im Verlauf des
Versuchs Granulome entwickelten, und im Vergleich mit Kontrolltieren auch keinen
signifikanten Unterschied zu inokulierten Vogeln.

Bezogen auf die Intra-vitam-Feststellung einer nachtraglich histologisch bestimmten
Aspergillose lag die Sensitivitat bei 0 % (0 - 52,71) und die Spezifitat bei 100 %
(80,74 - 100) auf Basis der vom Hersteller gegebenen Cut-off-Werte. Inwiefern und
mit welcher Sicherheit das Testsystem aber Uberhaupt Anti-Aspergillus-Antikdrper
von Falken detektierte bleibt unbekannt, weshalb diese Werte keine qualitative
Aussage Uber die Spezifitat und Sensitifitdt des Antikdrpernachweises durch den

Test zulassen.

44.71.1.2 Aspergillus-Antikorper ELISA

Die durchschnittlichen Antikorperindizes (Mean + SD) stiegen wahrend des
Infektionsversuches bei den inokulierten Falken von 1,2 + 0,3 auf 1,6 + 0,2. Die
Werte von zwei Tieren (A1.2, A2.4) uberstiegen den Cut-off-Index von 1,4 allerdings
bereits vor Beginn des Versuches, wahrend an dessen Ende 86,7 % (13/15) der
Falken Indexwerte = 1,4 aufwiesen. Unter diesen befanden sich alle vier Vogel mit
Granulombildung, aber auch 7/8 der inokulierten Tiere ohne Granulombildung und
2/3 der Kontrolltiere.

Die Sensitivitat bezuglich des Infra-vitam-Nachweises einer histologisch bestatigten
Aspergillose betrug folglich 100 % (47,3 - 100) und die Spezifitat 18,2 % (2,3 - 51,8).
Ein signifikanter Einfluss der Infektionsdosis (ID) auf die p. i.-Werte fehlte (rs = 0,466;
p = 0,08) ebenso wie eine signifikante Erhdhung der Antikorperindizes bei Tieren

mit Granulomen im Vergleich zu Falken ohne Granulome (p = 0,597).

44.71.2 Aspergillus-Antigen ELISA

Die Galactomannan (GM)-Indizes lagen zu Versuchsanfang durchschnittlich bei
0,4 £ 0,1 und stiegen im Versuchsverlauf auf 0,6 £ 0,9. Dabei erreichten oder
uberstiegen die GM-Indizes am Versuchsende lediglich bei 3/12 inokulierten Falken
(A1.5, A2.3, A2.5) den Cut-off-Index von 0,7, wobei zwei dieser drei Falken
Granulome wahrend des Versuches entwickelten. Es konnte trotzdem kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der ID und den GM-Werten (rs = 0,133;
p = 0,636) gezeigt werden. Ebenso war die GM-Erhdhung bei Tieren mit

Granulomen im Vergleich zu Falken ohne Granulome nicht statistisch signifikant
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(p = 0,130). Die Sensitivitat bezogen auf einen Intra-vitam-Nachweis einer
histologisch bestatigten Aspergillose betrug 50 % (6,8 - 93,2) und dessen Spezifitat
90,9 % (58,7 - 99,8).

44.71.3 Aspergillus-Toxin Fumigaclavin A (FuA) Nachweis mittels EIA

In keiner der Serumproben wurde Fumigaclavin A (FuA) oder dessen Glycosid- oder

Sulfatkonjugate mit einer Nachweisgrenze von 0,7 ng/ml Serum nachgewiesen.
44.71.4 Akute-Phase-Proteinmessung

44.71.41 Serumamyloid A

Die durchschnittlichen Serumamyloid A (SAA)-Werte lagen zu Beginn des Versuchs
bei 35,1 £ 11,3 mg/ml und stiegen im weiteren Verlauf auf 104,5 + 112,0 mg/ml an.
Generell schwankten die SAA-Werte am Versuchsende stark zwischen 17,8 und
291,8 mg/ml und Uberstiegen bei 3/9 immaturen Falken den Vergleichsbereich von
nicht-exponierten Falken. Bei diesen drei Falken wurden nachtraglich Granulomen
nachgewiesen. Mit Bezug auf eine Intra-vitam-Detektion einer histologisch
bestatigten Aspergillose betrug die Sensitivitdt des SAA-Anstieges 75 %
(19,4 - 99,4) und dessen Spezifitat 100 % (68,8 - 100). Die p. i.-Werte von SAA
wurden nicht signifikant von der ID beeinflusst (rs = 0,311; p = 0,326). Aber sie
stiegen bei Vogeln mit Granulomen im Vergleich zu Végeln ohne Granulome
signifikant an (p = 0,042).

4.4.71.4.2 Haptoglobin

Die Haptoglobin (HP)-Werte lagen vor der Inokulation durchschnittlich bei
0,17 £ 0,09 mg/ml und stiegen am Ende der Versuchsphase auf 0,50 + 0,52 mg/ml
an. Individuelle HP-Werte stiegen bei 4/9 Falken an, wobei zu diesen 3/4 der Falken
mit nachgewiesenen Granulomen, aber keine Kontrolltiere zahlten. Insgesamt
wurden die p. i.-Werte signifikant von der ID beeinflusst (rs = 0,665; p = 0,02) und
der HP-Anstieg bei Voégeln mit Granulomen war statistisch signifikant (p = 0,011).
Somit betrug die Sensitivitdt des HP-Anstieges 75 % (19,4 - 99,4) und dessen
Spezifitat 87,5 % (47,4 - 99,7) bezogen auf einen Intra-vitam-Nachweis einer

histologisch bestatigten Aspergillose.
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4.4.71.5 Serum-Protein-Elektrophorese

4.4.7.1.51 Totalprotein

Die Mittelwerte (+ SD) der Totalprotein (TP)-Konzentration lagen zum Anfang der
Versuchsphase bei 3,01 £ 0,51 g/dl und stiegen p. i. auf 4,11 £ 0.98 g/dl an. Dabei
konnte kein signifikanter Einfluss der ID auf die TP-Konzentration nachgewiesen
werden (rs = 0,484; p = 0,111). Vier Falken aus den Infektionsgruppen mit hohen
und mittleren Infektionsdosen (A1.1, A1.2, A1.4, A2.3) wiesen am Ende des
Versuches erhohte TP-Werte auf, wobei 3/4 der Falken mit bestatigten Granulomen
dazugehdrten (Sensitivitat des TP-Anstieges: 75 % (19,4 - 99,4)). Dennoch gab es
keinen signifikanten Unterschied der TP-Werte zwischen Falken mit und ohne
Granulome(n) (p = 0,103). Die Spezifitat des TP-Anstieges in Verbindung mit einer
Intra-vitam-Diagnose einer histologisch bestatigten Aspergillose betrug 87,5 %
(47,4 - 99,7).

44.71.5.2 Albumin

Die durchschnittliche Albuminkonzentration lag zu Versuchsbeginn bei
1,00 £ 0,18 g/dl und der durchschnittliche Anteil von Albumin am TP bei
33,19 £ 3,03 %. Im Versuchsverlauf stieg die Durchschnittsalbuminkonzentration
geringfugig auf 1,14 £ 0,30 g/dl an und war nicht signifikant von der ID beeinflusst
(rs=-0,205; p = 0,524). Der prozentuale Anteil von Albumin an den Serumproteinen
sank im Gegensatz hierzu p. i. auf 28,71 + 8,44 %, was hingegen signifikant durch
die ID beeinflusst wurde (rs = -0,621, p = 0,031). Demnach war mit steigender
Infektionsdosis ein sinkender Albuminanteil zu erwarten.

Individuell sank der prozentuale Albuminanteil zum Ende der Versuchsphase bei
vier Tieren (A1.1, A1.5, A2.3, A2.4), darunter 3/4 der Falken mit nachgewiesenen
Granulomen, unter den Minimalwert aller Falken vor Inokulation. Bezlglich eines
Intra-vitam-Nachweises einer histologisch bestatigten Aspergillose betrug die
Sensitivitat der Senkung des prozentualen Albuminanteils 75 % (19,4 - 99,4) und
der Albuminkonzentration 25 % (0,6 - 80,6). Hingegen betrug die Spezifitat der
Senkung des prozentualen Anteils am TP 87,5 % (47,4 - 99,7) und die der
Albuminkonzentration 100 % (68,8 - 100). Mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

wurde ein signifikanter Unterschied der prozentualen Albuminanteile am TP
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(p = 0,027), aber nicht der Albuminkonzentration (p = 0,497) zwischen Vogeln mit

und ohne Granulome(n) nachgewiesen.

4.4.7.1.5.3 Praalbumin

Die  durchschnittliche Praalbumin  (PA)-Konzentration betrug vor der
experimentellen Inokulation 0,71 + 0,11 g/dl, welches einen Anteil von
23,59 £ 2,30 % an den Serumproteinen darstellte. Die Durchschnitts-PA-
Konzentration sank bei inokulierten Tieren wahrend des Versuchs auf
0,56 + 0,25 g/dl und der durchschnittliche, prozentuale PA-Anteil auf 14,60 + 7,53 %.
Gemal Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman wurde nicht
die PA-Konzentration (rs=-0,554; p = 0,062), aber der prozentuale PA-Anteil am TP
(rs=-0,785; p = 0,003) signifikant durch die ID beeinflusst. Dabei weist die multiple
(p = 0,05) und die einfache (p = 0,044) Regressionsanalyse auch fur die PA-
Konzentration eine signifikante Beeinflussung durch die ID aus. Die individuelle PA-
Konzentration sank p. i. bei zwei Falken (A1.1, A1.5) unter das Minimum der
Ausgangswerte aller Falken, wobei beide Tiere Granulome entwickelten. Mit Bezug
auf einen Intra-vitam-Nachweis einer histologisch bestatigten Aspergillose lag die
Sensitivitat der Senkung der prozentualen PA-Anteile am TP bei 100 % (47,3 - 100)
und der PA-Konzentration bei 50 % (6,8 - 93,2). Deren Spezifitaten lagen bei
62,5 % (24,5 - 91,5) bzw. 100 % (68,8 - 100). Der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
detektierte signifikante Unterschiede flr die Konzentration (p = 0,05) und den
prozentualen Anteil (p = 0,011) von PA zwischen Falken mit Granulomen und ohne

Granulome.

4.4.7.1.5.4 Albumin-Globulin-Verhaltnis

Das Albumin-Globulin (A/G)-Verhéltnis lag zum Anfang des Versuchs im
Durchschnitt bei 1,33 + 0,22 und sank im weiteren Verlauf auf 0,88 + 0,46.

Individuelle A/G-Verhaltnisse verringerten sich bei 5/9 inokulierten Tieren, jedoch
nicht bei den Kontrolltieren. Allerdings sank es bei allen vier Falken mit
nachgewiesenen Granulomen unter die minimalen Ausgangswerte aller Falken. In
Verbindung mit einer Intra-vitam-Detektion einer histologisch bestatigten Asper-
gillose lag die Sensitivitat des A/G-Abfalls bei 100 % (47,3 - 100) und die Spezifitat
bei 75 % (34,9 - 96,8). Statistisch wurden die p. i. AG-Werte signifikant durch die ID
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beeinflusst (rs = -0,745; p = 0,005) und variierten signifikant zwischen Tieren mit und

ohne Granulome(n) (p = 0,017).

4.4.71.5.5 Alpha-1-Globulin

Die durchschnittliche Alpha 1-Globulin (a1)-Konzentration betrug zu Beginn des
Versuchs 0,10 £ 0,03 g/dl und reprasentierte hiermit durchschnittlich 3,28 + 0,73 %
des TP. Sowohl die Konzentration als auch der prozentuale Anteil von a1 stiegen
im Versuchsverlauf auf 0,14 + 0,07 g/dl bzw. 3,58 £ 2,02 %, wobei statistisch keine
signifikante Beeinflussung der ID auf die p. i.-Werte festgestellt werden konnte (a1-
Konzentration: rs = 0,5188; p = 0,084; prozentualer Anteil von a1: rs = -0,269;
p = 0,398).

Individuelle a1-Werte variierten meist im Rahmen der Ausgangswerte. Allerdings
konnte ein signifikanter Anstieg der a1-Konzentration bei Vogeln mit nach-
gewiesenen Granulomen festgestellt werden (p = 0,024), was nicht fur den
prozentualen a1-Anteil am TP galt (p = 0,734).

Die Sensitivitat der Senkung des a1-Anteils lag bezlglich eines Intra-vitam-
Nachweises einer histologisch bestatigten Aspergillose bei 25 % (0,6 - 80,6) und
die der a1-Konzentration bei 50 % (6,8 - 93,2). Die Spezifitat der Senkungen beider
Parameter lag diesbezuglich bei 100 % (68,8 - 100).

4.4.71.5.6 Alpha-2-Globulin

Das arithmetische Mittel (+ SD) der Alpha-2-Globulin (a2)-Konzentration betrug vor
der Inokulation 0,41 = 0,14 g/dl und stellte damit 13,41 + 2,70 % des TP dar. Die
durchschnittliche Konzentration und der prozentuale Anteil von a2 stiegen wahrend
des Versuchs auf 0,87 + 0,49 g/dl bzw. 20,38 * 8,32 % und waren beide signifikant
durch die ID beeinflusst (a2-Konzentration: rs= 0,686; p = 0,014; prozentualer Anteil
von a2: rs = -0,65; p = 0,022). Individuelle a2-Konzentrationen stiegen bei keinem
Kontrolltier, aber bei sechs inokulierten Falken, wobei vier von ihnen Granulome
entwickelten. Folglich betrug die Sensitivitat des a2-Konzentrationsanstiegs sowie
des Anstiegs des a2-Anteils am TP bezogen auf eine Intra-vitam-Diagnose einer
histologisch bestatigten Aspergillose jeweils 100 % (47,3 - 100). Die Spezifitat
dieser beiden Parameter 75 % (34,9 - 96,8) bzw. 100 % (87,5 - 99,7). Zudem

bestanden signifikante Erhdhungen der a2-Konzentration (p = 0,007) und des a2-
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Anteils (p = 0,007) bei Tieren mit bestatigten Granulomen im Vergleich zu Tieren

ohne Granulome.

4.4.71.5.7 Beta-Globulin

Die durchschnittliche Beta-Globulin (B)-Konzentration betrug zu Beginn der
Versuchsphase 0,47 = 0,07 g/dl und der prozentuale Anteil von B am TP
15,74 + 2,36 %. An deren Ende stiegen die durchschnittliche Konzentration von 3
auf 0,70 £ 0,27 g/dl und der prozentuale Anteil auf 16.78 + 3.29 % an.

Fir beide konnte ein signifikanter Einfluss durch die ID nachgewiesen werden
(B-Konzentration: rs = 0,782; p = 0,003; prozentualer Anteil von B: rs = 0,65;
p = 0,022). Bei 5/9 inokulierten Einzeltieren (A1.1, A1.2, A1.5, A2.3, A2.4) stieg die
B-Konzentration p. i. Uber die maximalen Ausgangswerte aller Falken. Unter diesen
funf waren 3/4 der Falken, die Granulome im Versuchsverlauf entwickelten.
Dadurch betrugen die Sensitivitat des 3-Konzentrationsanstieges bezuglich einer
Intra-vitam-Detektion einer histologisch bestatigten Aspergillose 75 % (19,4 - 99,4)
und dessen Spezifitat 75 % (34,9 - 96,8). Die Sensitivitat und Spezifitat des Anstiegs
des Anteils von B am TP lagen diesbezuglich bei 25 % (0,63 - 80,6) bzw.
100 % (68,8 - 100). Die B-Konzentration zum Versuchsende unterschied sich
signifikant zwischen Falken mit Granulomen und ohne Granulome (p = 0,042). Im
Gegensatz dazu konnte ein signifikanter Unterschied beim prozentualen Anteil von

B am TP nicht gezeigt werden (p = 0,09).

44.7.1.5.8 Gamma-Globulin

Die Durchschnittskonzentration der Gamma (y)-Globuline lag zu Versuchsanfang
bei 0,33 = 0,09 g/dl und dies reprasentierte 10,67 + 2,17 % des TP. Die y-
Konzentration stieg im Versuchsverlauf durchschnittlich auf 0,69 + 0,41 g/dl und der
prozentuale Anteil von y auf 15,94 + 5,10 %. Deren Beeinflussungen durch die ID
war gemall Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman
statistisch signifikant (y-Konzentration: rs = 0,681; p = 0,015; prozentualer Anteil von
y: rs=0,701; p = 0,01). Die multiple (p = 0,18 bzw. 0,19) und die einfache (p = 0,136
bzw. 0,137) Regressionsanalyse weisen allerdings flr die Konzentration bzw. den
Anteil von y keine signifikante Beeinflussung durch die ID aus.

Individuelle y-Konzentrationen von 7/9 Falken stiegen p. i. Uber das

Ausgangsmaximum, wobei alle vier Falken mit nachgewiesenen Granulomen
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darunter waren. Dies traf aber zusatzlich auch auf 2/3 Kontrolltiere zu. Folglich
betrugen die Sensitivitat des y-Konzentrationsanstiegs in Bezug auf einen Intra-
vitam-Nachweis einer histologisch bestatigten Aspergillose 100 % (47,3 - 100) und
dessen Spezifitat 37,5 % (8,5 - 75,5). Die Sensitivitat und die Spezifitat des Anstiegs
des prozentualen Anteils von y an den Serumproteinen betrugen diesbezlglich
75 % (19,4 - 99,4) bzw. 87,5 % (47,4 - 99,7).

Es bestand eine signifikante Erhohung der y-Konzentration (p = 0,033) und des
prozentualen Anteils von y (p = 0,017) bei Vdgeln mit bestatigten Granulomen im

Vergleich zu Végeln ohne Granulome.

Die Ergebnisse der Serumuntersuchung (Aspergillus-Antikorperbestimmung,
Aspergillus-Antigenbestimmung mittels ELISA, Serum-Protein-Elektrophorese
sowie Akute-Phase-Proteinbestimmung) wurden fir die immaturen Falken in

Tabelle 19 als Pra- und Post-Inokulationswerte dargestelit.

Die Durchschnittswerte (Mean) mit Standardabweichungen (SD), die Medianwerte
sowie die Spanne (Range) mit Minimum- (Min) und Maximumwerten (Max) flr diese

Parameter vor und nach der Inokulation sind in Tabelle 20 dargestellt.
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4.4.7.2 Versuchsteil B — Juvenile Falken

Zwei Plasmaproben von juvenilen Falken (B1.1, B1.2), welche vor der
experimentellen Inokulation (b. i.) enthommen wurden, mussten wegen starker
Hamolyse von den Untersuchungen ausgeschlossen werden. Demnach standen 19
Proben zu Versuchsbeginn und 21 Proben am Versuchsende (p. i.) zur Verfigung.
Diese 21 Proben verteilten sich auf 3 Kontrolltiere und auf 18 Proben von Falken,
die mit A. fumigatus-Konidien inokuliert wurden. Neun dieser 18 inokulierten Falken

entwickelten im Versuchsverlauf histologisch bestatigte Pilzgranulome.

44.7.21 Aspergillus-Antikorper ELISA

Mittelwerte (£ SD) der Antikérper (AK)-Indizes stiegen von 1,18 + 0,37 vor
Inokulation auf 1,91 £ 0,21 nach Inokulation. Bei 95,2 % (20/21) aller Versuchs-
falken, inklusive zwei von drei Kontrolltieren, wurde der Cut-off-Index = 1,4 zum
Ende des Versuches Uberschritten. Dies war allerdings bei sechs dieser Falken
bereits zu Versuchsbeginn feststellbar. Damit wurde bei allen neun Falken mit
Granulomen, aber auch bei den neun inokulierten Falken ohne Granulome, sowie
bei 2/3 Kontrolltieren p. i. der Cut-off-Index Uberschritten. Folglich lag die Sensitivitat
des AK-Nachweises bezuglich einer Intra-vitam-Detektion einer histologisch
bestatigten Aspergillose zwar bei 100 % (77,9 - 100), die Spezifitat jedoch lediglich
bei 8,3 % (0,2 - 38,5). Es zeigten sich jedoch statistisch signifikante Einflisse und
schwache Korrelationen der Infektionsdosis (ID) auf die p. i.-Werte (rs = 0,532;
p = 0,013). Ebenso waren signifikant erhdhte AK-Werte p. i. bei Tieren mit
nachgewiesenen Granulomen im Vergleich zu Falken ohne Granulome feststellbar
(p =0,018).

4.4.7.2.2 Aspergillus-Antigen ELISA

Die durchschnittlichen Galactomannan (GM)-Indizes lagen zu Anfang des Versuchs
bei 0,24 + 0,09 und veranderten sich im Verlauf nicht merklich (0,24 + 0,07).
Demnach gab es keine signifikante Korrelation der GM-Indizes und der ID
(rs=0,179; p = 0,436). Keines der inokulierten Tiere und keines der Kontrolltiere
zeigte am Ende des Versuchs GM-Indizes, die Uber die Ausgangswerte erhdht

waren.
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Folglich betrug die Sensitivitat des GM-Nachweises in Bezug auf eine Intra-vitam-
Diagnose einer histologisch bestatigten Aspergillose 0 % (0 - 28,3) und die Spezifitat
100 % (77,9 - 100 %).

4.4.7.2.3 Aspergillus-Toxin Fumigaclavin A (FuA) Nachweis mittels EIA

In keiner der Plasmaproben wurde Fumigaclavin A (FuA) oder dessen Glycosid-
bzw. Sulfatkonjugate mit einer Nachweisgrenze von 0,7 ng/ml Plasma detektiert.
Die im Anschluss an die pathologische Untersuchung durchgefiihrte FuA-
Untersuchung von Gewebeproben von drei juvenilen Falken (B1.1, B1.2, B1.3), die
mit 107 A. fumigatus-Konidien inokuliert worden waren, lieferte positive EIA-
Ergebnisse mit FUA Werten oberhalb des Cut-off Wertes fur Gewebe von 1,5 ng/g
Gewebe bei allen drei untersuchten Falken (MADELEINE GROR, personliche

Mitteilung).
447.24 Akute-Phase-Proteine

4.4.7.2.41 Serumamyloid A
Der arithmetische Mittelwert (£ SD) von Serumamyloid A (SAA) lag zu Beginn der

Versuchsphase bei 28,3 + 18,9 mg/ml und stieg im Versuchsverlauf auf
200,3 £ 119,7 mg/ml an. Dabei waren die p. i.-Werte signifikant durch die ID
beeinflusst (rs = 0,484; p = 0,026). Zum Ende des Infektionsversuchs variierten
individuelle SAA-Werte der inokulierten Falken stark zwischen 36 mg/ml und
516,3 mg/ml. Bei 15/18 Tieren wurde 28 Tage nach Inokulation das Maximum der
Ausgangswerte Uberschritten, darunter bei allen neun Falken mit Granulomen. Bei
den Kontrolltieren lagen zeitgleich niedrige SAA-Werte zwischen 5 mg/ml und
35,1 mg/ml vor. Somit lag die Sensitivitat eines SAA-Anstiegs in Bezug auf einen
Intra-vitam-Nachweis einer histologisch bestatigten Aspergillose bei 100 %
(71,7 - 100) und die Spezifitat bei 5001 % (21,1 -78,9). Es gab zudem einen
signifikanten Unterschied zwischen Falken mit Granulomen und ohne Granulome
(p = 0,043).

4.4.7.2.4.2 Haptoglobin
Die durchschnittlichen (£ SD) Haptoglobin (HP)-Werte lagen zu Versuchsanfang bei

0,27 £ 0,15 mg/ml und am Versuchsende bei 1,23 + 0,61 mg/ml, wobei die p. i.-
Werte nicht signifikant durch die ID beeinflusst wurden (rs = 0,350; p = 0,120). Zum
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Ende der Versuchsphase wiesen 15/18 Tiere Uber die Ausgangswerte erhohte HP-
Werte auf, wobei alle neun Falken mit Granulomen und keine Kontrollvogel darunter
waren. Dennoch gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Falken mit
Granulomen und ohne Granulome (p = 0,385). Die Sensitivitat eines HP-Anstiegs
lag bezuglich eines Intra-vitam-Nachweises einer histologisch bestatigten
Aspergillose bei 100 % (71,7 - 100) und die Spezifitat bei 50 % (21,1 - 78,9).

4.4.7.2.5 Plasma-Proteinelektrophorese

4.4.7.2.5.1 Totalprotein

Die Totalprotein (TP)-Konzentration betrug vor der experimentellen Inokulation
durchschnittich 4,11 £ 1,58 g/dl und stieg wahrend des Versuchs auf
4,91 £ 1,59 g/dl an, wobei keine signifikante Korrelation mit der ID feststellbar war
(rs=0,345; p = 0,126). Kein Kontrolltier, aber zwei inokulierte Falken (B1.2, B2.2),
welche beide Granulome entwickelten, hatten p. i. deutlich Gber den maximalen
Ausgangswert erhohte TP-Konzentrationen. Folglich lag die Sensitivitat eines TP-
Anstieges in Bezug auf eine Intra-vitam-Detektion einer histologisch bestatigten
Aspergillose bei 11,1 % (0,3 - 48,3) und die Spezifitdt bei 100 % (77,9 - 100). Ein
signifikanter Unterschied zwischen Individuen mit und ohne Granulome zeigte sich
aber nicht (p = 0,346).

44.7.2.5.2 Albumin

Der Gruppenmittelwert der Albuminkonzentration betrug zu Versuchsbeginn
1,45 + 0,62 g/dl, was damit 35,01 + 3,85 % aller Plasmaproteine entsprach. Sowohl
die durchschnittliche Albuminkonzentration, als auch der prozentuale Albuminanteil
am TP sanken im Versuchsverlauf auf 0,96 + 0,32 g/dl bzw. 22,46 + 7,27 % ab,
wobei lediglich die Veranderung des Prozentanteils von Albumin signifikant von der
ID beeinflusst wurde (rs = -0,657, p = 0,001). Individuell sanken die prozentualen
Albuminanteile zum Versuchsende bei 14/18 Tieren, darunter allen neun Falken mit
Granulomen unter den Ausgangswert von Albumin vor Inokulation. In Verbindung
mit einer Intra-vitam-Diagnose einer histologisch bestatigten Aspergillose lagen die
Sensitivitat der Erniedrigung des Anteils von Albumin am TP und der
Albuminkonzentration bei 100 % (71,7 - 100) bzw. 22 % (2,8 - 60,0). Die Spezifitdten
beider Parameter lagen diesbezuglich bei 50 % (21,1 - 78,9) bzw.
100 % (77,9 - 100).
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Mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
Falken mit Granulomen und ohne Granulome fur den prozentualen Anteil
(p = 0,006), aber nicht fur die Konzentration von Albumin (p = 0,218) festgestellt

werden.

4.4.7.2.5.3 Praalbumin

Vor der Inokulation betrugen die Praalbumin (PA)-Konzentrationen im Durchschnitt
0,79 £ 0,39 g/dl und der prozentuale Anteil von PA an den Plasmaproteinen
18,64 + 4,01 %. Beide Werte sanken wahrend der Versuchsphase auf
0,49 £ 0,30 g/dl bzw. 10,18 = 5,77 % ab. Eine signifikante Beeinflussung durch die
ID konnte nur fur den prozentualen Anteil von PA (rs=-0,531, p = 0,013), nicht aber
fur die PA-Konzentration (rs =-0,266, p = 0,244) gezeigt werden. Bei 4/9 inokulierten
Falken mit nachgewiesenen Granulomen, aber bei keinem Kontrolltier, unter-
schritten die individuellen PA-Konzentrationen am Ende des Versuches das
Minimum der Ausgangswerte.

Folglich betrugen die Sensitivitat der Erniedrigung des PA-Anteils am TP und der
PA-Konzentration bezuglich eines Intra-vitam-Nachweises einer histologisch
bestatigten Aspergillose 88,9 % (51,8 - 99,7) bzw. 444 % (13,7 - 78,8). Die
Spezifitaten beider Parameter lagen diesbezuglich bei 83,33 % (51,6 - 99,7) bzw.
91,7 % (61,6 - 99,8). Mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test konnten signifikante
Unterschiede der Konzentration (p = 0,05) und des prozentualen Anteils von PA
(p = 0,011) zwischen Vogeln mit Granulomen und ohne Granulome nachgewiesen

werden.

4.4.7.2.5.4 Albumin-Globulin-Verhaltnis

Das Verhaltnis von Albumin und Globulin (A/G-Verhaltnis) lag zum Anfang des
Infektionsversuchs durchschnittlich bei 1,20 + 0,35 und sank an dessen Ende auf
0,49 £ 0,30 ab. Insgesamt unterschritten individuelle A/G-Verhaltnisse p. i. bei 16/18
inokulierten Falken, aber nicht bei den Kontrolltieren, den minimalen Ausgangswert.
Dies war auch bei allen neun Falken mit Granulomen der Fall. Somit lag die
Sensitivitat des A/G-Abfalls in Bezug auf eine Intra-vitam-Diagnose einer histo-
logisch bestatigten Aspergillose bei 100 % (71,7 - 100) und die Spezifitdt bei
41,7 % (15,2 - 72,3). Statistisch konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen
den p. i.-A/G-Verhaltnissen und der ID gezeigt werden (rs = -0,639, p = 0,002).
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Ebenso waren die A/G-Verhaltnisse bei apergillosepositiven Falken mit bestatigten

Granulomen signifikant niedriger als bei Tieren ohne Granulome (p = 0,005).

4.4.7.2.5.5 Alpha-1-Globulin

Der Mittelwert der Alpha 1 (a1)-Globulin-Konzentration zu Versuchsbeginn betrug
0,12 £ 0,09 g/dl und stellte damit 2,94 + 1,61 % des TP dar. Die durchschnittliche
a1-Konzentration sank im Versuchsverlauf geringgradig auf 0,11 £ 0,07 g/dl ab und
der prozentuale Anteil von a1 verringerte sich auf 2,12 £ 0,87 %. Beide Werte waren
nicht signifikant durch die ID beeinflusst (a1-Konzentration: rs = -0,146, p = 0,527,
Anteil von a1: rs=-0,165, p = 0,474). Bei den meisten Falken blieben die p. i. Werte
im Rahmen der Ausgangswerte. Nur bei einem Falken (1/9) mit Granulomen wurde
der minimale Ausgangswert fir den a1-Prozentanteil unterschritten. Somit bestand
kein signifikanter Unterschied zwischen Végeln mit Granulomen und ohne
Granulome (p = 0,363 bzw. 0,942). Die Sensitivitaten der Erniedrigung des
prozentualen a1-Anteils am TP und der a1-Konzentration lagen bezuglich eines
Intra-vitam-Nachweises einer histologisch bestatigten Aspergillose bei 11,1 %
(0,3 - 48,3) bzw. 0 % (0 - 28,3) und die Spezifitat beider Parameter bei 100 %
(77,9 - 100).

4.4.7.2.5.6 Alpha-2-Globulin

Die Alpha 2 (a2)-Globulin-Konzentration betrug vor der experimentellen Inokulation
durchschnittlich 0,47 * 0,22 g/dl und ihr Anteil an den Plasmaproteinen
11,49 + 2,47 %. Beide Durchschnittswerte stiegen zum Ende des Versuchs auf
0,94 + 0,69 g/dl bzw. 18,26 + 9,11 %. Dabei wurde lediglich die a2-Konzentration
(rs=0,45, p = 0,041), nicht aber der prozentuale Anteil von a2 (rs= 0,275, p = 0,227),
signifikant durch die ID beeinflusst. Individuelle a2-Konzentrationen Uberschritten
zum Ende der Versuchsphase bei keinem Kontrolltier, aber bei sechs inokulierten
Falken die Ausgangswerte, wobei alle sechs Tiere auch Granulome entwickelten.
Folglich betrug die Sensitivitat des Anstiegs des prozentualen a2-Anteils am TP
bezogen auf eine Intra-vitam-Detektion einer histologisch bestatigten Aspergillose
88,9 % (51,8 - 99,7) und der a2-Konzentration 91,7 % (61,5 - 99,8). Die Spezifitat
des Anstiegs beider Parameter lag diesbezuglich bei 66,7 % (29,9 - 92,5) bzw.
100 % (77,9 - 100). Signifikante Unterschiede in der Konzentration (p = 0,007) und
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im prozentualen Anteil von a2 (p = 0,009) zwischen Falken mit und ohne

Granulome(n) waren zudem feststellbar.

4.4.7.2.5.7 Beta-Globulin

Der arithmetische Mittelwert der Beta (B)-Globulin-Konzentration lag zu
Versuchsanfang bei 0,94 + 0,33 g/dl, was einem prozentualen Anteil von
durchschnittlich 23,38 + 3,95 % am TP entsprach. Sowohl die durchschnittliche
Konzentration, als auch der prozentuale Anteil von (B stiegen im Verlauf der
Versuchsphase auf 1,31 + 0,63 g/dl bzw. 26,22 + 6,67 % an, wobei flir beide ein
signifikanter Zusammenhang mit der ID gezeigt werden konnte (3-Konzentration:
rs=0,543, p =0,011; Anteil von B: rs= 0,594, p = 0,005). Einzeltierwerte Uberstiegen
bei keinem Kontrolltier, aber bei 4/9 inokulierten Falken, die Granulome
entwickelten, die Spannweite der Ausgangswerte. Folglich betrug die Sensitivitat
des Anstiegs des prozentualen B-Anteils am TP in Bezug auf einen Intra-vitam-
Nachweis einer histologisch bestatigten Aspergillose 66,7 % (29,9 - 92,5) und die
des Anstiegs der B-Globulin-Konzentration 44,4 % (13,7 - 78,8). Die Spezifitaten
beider Parameter betrugen diesbezlglich jeweils 100 % (77,9 - 100). Statistisch
konnten signifikante Unterschiede fur die 3-Konzentration (p = 0,031) und fur den
prozentualen B-Anteil am TP (p = 0,002) zwischen Tieren mit Granulomen und ohne

Granulome demonstriert werden.

44.7.2.5.8 Gamma-Globulin

Die durchschnittiche Gamma (y)-Globulin-Konzentration lag zu Beginn der
Versuchsphase bei 0,34 + 0,20 g/dl und machte damit 8,54 + 3,92 % des TP aus.
Nach der Inokulation stiegen die y-Konzentration auf 1,13 + 0,56 g/dl und der
y-Prozentanteil am TP auf 22,75 £ 8,37 % an. Dennoch konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen den p. i.-Werten von y und der ID gezeigt werden
(y-Konzentration: rs = 0,315, p = 0,165; Anteil von y: rs = 0,236, p = 0,303).
Individuelle p. i.-Werte Uberschritten bei 11/18 inokulierten Falken die
Ausgangswerte. Darunter befanden sich 7/9 Falken mit Granulomen, aber auch 6/9
Falken ohne Granulome. Somit betrugen die Sensitivititen des Anstiegs des
prozentualen Anteils von y am TP sowie der y-Globulin-Konzentration bezogen auf

eine Intra-vitam-Diagnose einer histologisch bestatigten Aspergillose jeweils
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77,8 % (40,0 - 97,2). Die Spezifitat der Anstiege beider Parameter betrug
diesbezuglich 33,3 % (9,9 - 65,1) bzw. 50 % (21,1 - 78,9).

Ein signifikanter Unterschied wurde fir die y-Konzentration (p = 0,503) und den
prozentualen y-Anteil am TP (p = 0,376) zwischen Falken mit Granulomen und ohne

Granulome nicht nachgewiesen.

Die Ergebnisse der Serumuntersuchung flur die juvenilen Falken werden in Tabelle

21 und als Pra- und Post-Inokulations-Werte dargestellt.

Die Durchschnittswerte (Mean) mit Standardabweichungen (SD), die Medianwerte
sowie die Spanne (Range) mit Minimum- (Min) und Maximumwerten (Max) fur diese

Parameter vor und nach der Inokulation werden in Tabelle 22 dargestellt.
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44.7.3 Zusammenfassung der Ergebnisse beider Versuchsteile

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Serumdiagnostik zunachst fur die Gruppe der
immaturen und die der juvenilen Falken separat zusammengefasst und danach im

Gruppenvergleich zusammenfassend gegenubergestellt.

Bei den immaturen Falken im Versuchsteil A waren die Werte fur Haptoglobin (HP)
signifikant durch die Infektionsdosis beeinflusst. Ein solcher Zusammenhang konnte
nicht fir den Aspergillus-Antikérper-ELISA, den Aspergillus-Antigen-ELISA  mit
Galactomannan (GM) oder die Messung von Serumamyloid A (SAA) gezeigt werden.
Bezuglich der Proteinelektrophorese waren das Albumin-Globulin-Verhaltnis (A/G-
Verhaltnis), die Konzentrationen von Alpha-2 (a2)-, Beta (8)- und Gamma (y)-Globulinen
sowie die prozentualen Anteile von Albumin, Praalbumin (PA), a2-, B- und y-Globulin
am Totalprotein (TP) signifikant durch die Infektionsdosis beeinflusst. Ein signifikanter
Einfluly konnte ebenfalls bezuglich der Konzentration von PA mittels der einfachen und
der multiplen Regressionsanalyse gezeigt werden, der jedoch durch die Berechnung
des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman nicht bestatigt wurde. Die Konzen-
trationen von TP, Albumin und Alpha-1 (a1)-Globulin sowie der prozentuale Anteil von
a1-Globulin am TP waren hingegen nicht signifikant durch die Infektionsdosis
beeinflusst.

Beim Vergleich von immaturen Falken mit und ohne Granulome gab es signifikante
Unterschiede in den SAA- und den HP-gehalten. Diese Unterschiede fehlten bei den
Ergebnissen des Aspergillus-Antikdrper-ELISAs und des Aspergillus-Antigen-ELISA.
Bezuglich der Proteinelektrophorese waren das A/G-Verhaltnis, die Konzentrationen
von PA, a1-, a2-, B- und y-Globulin sowie die prozentualen Anteile von Albumin, PA,
a2- und y-Globulin am TP signifikant unterschiedlich zwischen Tieren mit Granulomen
und ohne Granulome. Allerdings waren die Konzentrationen des TPs und des Albumins
sowie die prozentualen Anteile von a1-, und B-Globulin am TP nicht signifikant

unterschiedlich.

Bei den juvenilen Falken im Versuchsteil B wurden die Werte des Aspergillus-
Antikorper-ELISA und von SAA signifikant durch die Infektionsdosis beeinflusst,
wahrend HP und die Werte des Aspergillus-Antigen-ELISA dies nicht wurden. Beztiglich

der Proteinelektrophorese waren das A/G-Verhaltnis, die Konzentrationen von a2- und
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B-Globulinen sowie der prozentuale Anteil von Albumin, PA und B-Globulin am TP
signifikant durch die Infektionsdosis beeinflusst. Die Konzentrationen von TP, Albumin,
PA, a1- und y- Globulin sowie der prozentuale Anteil von a1-, a2- und y-Globulinen am
TP waren hingegen nicht signifikant durch die Infektionsdosis beeinflusst.

Beim Vergleich von juvenilen Falken mit Granulomen und ohne Granulome gab es
signifikante Unterschiede in den SAA- und den Aspergillus-Antikorper-ELISA-
Ergebnissen. Diese Unterschiede fehlten bei den Ergebnissen von HP und dem
Aspergillus-Antigen-ELISA. Bezlglich der Proteinelektrophorese waren das A/G-
Verhaltnis, die Konzentrationen von PA, a2- und B-Globulinen sowie die prozentualen
Anteile von Albumin, PA, a2- und B-Globulinen am TP signifikant unterschiedlich
zwischen Tieren mit Granulomen und ohne Granulome. Allerdings waren die
Konzentrationen von TP, Albumin, a1- und y-Globulinen sowie die prozentualen Anteile

von a1- und y-Globulinen am TP nicht signifikant unterschiedlich.

Bei Betrachtung der oben als signifikant berechneten Serumdiagnostika stiegen die
Anti-Aspergillus-Antikorper-Indizes, die Konzentrationen von SAA, a2- und B-Globu-
linen und die prozentualen Anteile von a2- und B-Globulinen am TP im Zuge einer
Aspergillose an. Das A/G-Verhaltnis sowie die prozentualen Anteile von Albumin und
PA am TP sanken im Gegensatz dazu im Zuge einer Aspergillose ab.

Bezogen auf beide Altersgruppen, war der Anstieg bzw. Abfall sowohl bei immaturen
als auch bei juvenilen Tieren bezuglich der Anti-Aspergillus-Antikorper-Indizes, der
Konzentrationen von SAA, HP, a2- und y-Globulinen, des A/G-Verhaltnisses sowie der
prozentualen Anteile von PA, Albumin, a2- und y-Globulinen am TP sensitiv fur eine
Aspergillose (Sensitivitat 275 %). Dies traf zudem fur die Konzentrationen des TP und
der B-Globuline zu, allerdings in beiden Fallen nur fur die Gruppe der immaturen Falken.
Bei immaturen und juvenilen Falken lag eine Spezifitat = 75 % fur Aspergillose bezogen
auf den Anstieg bzw. den Abfall von GM und TP, die prozentualen Anteile von PA, a1-,
a2-, B-Globulinen am TP sowie die Konzentrationen von Albumin, a1-, a2-, B-Globulinen
vor. Dies traf nur fUr die immaturen Falken zudem fir SAA und HP sowie fir das A/G-
Verhaltnis und den prozentualen Anteil von Albumin und y-Globulin am TP zu, wahrend

es nur bei den juvenilen Falken auch auf die Konzentrationen von PA zutraf.
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Zusammenfassend Uber beide Altersgruppen wurden also sowohl bei immaturen als
auch bei juvenilen Falken lediglich das A/G-Verhaltnis, die Konzentrationen von a2- und
B-Globulinen sowie der prozentuale Anteil von Albumin, PA und B-Globulin am TP
signifikant durch die Infektionsdosis beeinflusst. Dabei unterschieden sich alle
genannten Parameter mit Ausnahme des prozentualen Anteils von B-Globulin
signifikant zwischen Tieren mit Granulomen und ohne Granulome in beiden Alters-
gruppen. Dies traf zudem fur den SAA-Gehalt sowie den prozentualen Anteil von a2-
Globulin am TP zu, wahrend sich die Konzentration von PA nur knapp nicht signifikant
unterschied (p = 0,055).

Die Ergebnisse der statistischen Untersuchungen zur Detektion potenzieller Einflisse
der Infektionsdosis und der Ausgangswerte auf die Blutparameter nach Inokulation bei

immaturen und juvenilen Falken befinden sich in Tabelle 23.

Statistische Untersuchung potenzieller Unterschiede zwischen inokulierten Falken mit
und ohne Granulome mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test werden in Tabelle 24

dargestellt.

Einen Uberblick (ber die verdnderten Blutwerte aus Serum-/Plasmaproben von
immaturen und juvenilen Falken nach Inokulation sowie Uber die Sensitivitat und

Spezifitat der einzelnen Tests und Parameter befindet sich in Tabelle 25.
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4.4.8 Bestimmung der minimalen Infektionsdosis

4.4.8.1 Versuchsteil A — Immature Falken

Uber die Anwendung der logistischen Regression im Programm BMDPLE wurden
fur die immaturen Falken die MID1o zs.e)= 10 52109 die MIDsg (+s.£)= 10 802054
und die MIDoo @se) = 10 790 * 092 perechnet, wobei die Ergebnisse der
pathologischen, histologischen und mykologischen Untersuchungen in die Berech-
nungen einflossen. Dieses Ergebnis blieb unverandert, wenn als aspergillosepositiv
nur die Falle in die Berechnung integriert wurden, in denen eine Aspergillose
definitiv per Histologie bestatigt wurde.

Da bei einem Tier, bei dem eine Aspergillose histologisch bestatigt wurde, die
mykologische Anzucht aber scheiterte, anderte sich die Berechnung geringfligig,
wenn nur mykologisch bestatigte Falle als aspergillosepositiv gewertet wurden. So
ergaben sich minimale Anderungen zu einer MID1o sE) = 10 455 £ 084 gjner
MIDso s.E.)= 106:54%0.70 ynd einer MIDgo (+s.c)= 10 856+ 150

Da jedoch im Vorfeld die Histologie als ausschlaggebendes Bestatigungsverfahren
definiert wurde, wurden erstgenannte Werte im Folgenden flir Berechnungen

verwendet und weiter verglichen.

4.4.8.2 Versuchsteil B — Juvenile Falken

Die Berechnung der MID erfolgte auf gleiche Weise wie im Versuchsteil A, wobei
durch eine optimierte Gruppenzusammenstellung und die gleichmaligere
Verteilung der Inokulationsdosen zwischen 102 und 107 die MID mittels logistischer
Regression (Maximale Wahrscheinlichkeitsanalyse) genauer bestimmt werden
konnte.

Fur die Gruppe der juvenilen Falken wurden somit eine MID1o ¢s.g)= 10 185+ 1,16
eine MIDso #sE) = 10 414+ 0.62 gowie eine MIDgo zsE)= 10 45+ 1.13 grmittelt. Wenn
als aspergillosepositiv nur die Falle in die Berechnung integriert wurden, in denen
eine Aspergillose definitiv per histologischer und mykologischer Untersuchung
bestatigt wurde, so ergaben sich geringfigige Anderungen zu einer
MID1o @#se) = 10 195 £ 126 giner MIDso se) = 10 452 * 067 ynd einer

MIDgo ¢s.E) = 10 7:09%1.33,
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4.4.8.3 Statistischer Vergleich der immaturen und der juvenilen
Falken

Zum Vergleich der MIDs der immaturen und der juvenilen Falken wurde der
asymptotische t-Test auf Basis der im logistischen Modell geschatzten MIDs in
Verbindung mit deren Standardfehler genutzt. Hierdurch war ein statistisch
signifikanter Unterschied nur fur die MIDso nachweisbar (p = 0,0309). Dies wies die
juvenilen Falken als signifikant empfindlicher aus als die immaturen Falken. Die
MID1o (p = 0,0748) und MIDg (p = 0,4859) unterschieden sich hingegen nicht
signifikant, allerdings verlief die Kurve im Randbereich (von 10 % bzw. 90 %) der
logarithmischen Funktion auch sehr flach, da dort der Standardfehler auf Grund der

limitierten Anzahl an Beobachtungen grol3 wurde.

4484 Umrechnung der minimalen Infektionsdosis auf eine

Umgebungskonzentration

Setzt man nun die niedrigste MID der empfindlichsten Altersgruppe (MID1o juveniler
Falken) mit dem maximalen Atemzeitvolumen von Prariefalken in Relation kann
eine Umgebungskonzentration mit der zugehorigen Expositionszeit berechnet
werden, ab der die empfindlichste Gruppe der Falken potenziell erkrankten
(Maximaler Sicherheitsbereich). Demnach wurde das maximale Atemzeitvolumen
in Kubikmetern pro Stunde (h) (= 0,0431 m®h) bzw. in Kubikmetern pro Tag (d) (=
1,0332 m?/d) und die MID1o = 1095 Koloniebildende Einheiten (KbE) bzw. ~ 89,1251

KbE) in eine Formel eingesetzt.

Umgebungsk tration/stunde = oL KBE - 06787585 L 1
= — = . *
mgebungskonzentration/Stunde 0,0431 m3/h 87—
. 89,1251 KbE KBE
Umgebungskonzentration/Tag = = * 1d

= —— = 86,26 ——
1,0332 m3/d m3

Um bei maximaler Atemrate ~ 89,1251 KbE mit der Umgebungsluft aufzunehmen,
musste ein Falke Uber eine Stunde eine Umgebungskonzentration von 2.067,87
KbE/m? bzw. Uber einen Tag eine Umgebungskonzentration von 86,26 KbE/m?

einatmen.
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Zur Berucksichtigung eines im Tagesverlauf zeitweise auf Grund von Flugaktivitat
12-fach erhohten Atemzeitvolumens, werden zwei Stunden Flugzeit pro Tag in eine

Formel eingesetzt.

Umgebungskonzentration (Flug) 89,1251 KBE 3
- = 44,95 KBE /m
Tag m3 m3
22 * 0’0431T +(12%2 * 0’04ng
Umgebungskonzentration (Flug) 44,95 KBE /m3 KBE KbE
= = 44,95 *24 h = 1.078,89 *1h
Stunde 1 m3 m3

2

Bei Berlcksichtigung einer anteiligen Flugaktivitat reduzierten sich dieser Wert auf
eine Konzentration von 1.078,89 KbE/m? Uber eine Stunde bzw. 44,95 KbE/m? Uber

einen Tag.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die experimentelle Ermittlung einer minimalen
Infektionsdosis von Aspergillus fumigatus-Sporen bei Grof¥falken, mit welcher nach
einmaliger, intratrachealer Inokulation eine Aspergillose induziert werden kann. Auf
diesem Wert basierend sollten Haltungsempfehlungen fir Grofalken formuliert und
Grenzwerte fur Schimmelpilzsporenexpositionen in Greifvogel-haltungen festgelegt
werden. Diese sollen die Unterbringung und das Management der Haltung dieser
Tiere optimieren. Durch weitere Untersuchungen sollte eine potenzielle Alters-
abhangigkeit der Aspergillose bei Falken Uberprift werden, wobei insbesondere
Empfindlichkeitsunterschiede zwischen juvenilen und immaturen Grolifalken im
Fokus standen.

Im Anschluss an eine experimentelle Infektion mit A. fumigatus-Konidien sollte die
Entwicklung mdglicher klinischer Symptome Uber 28 Tage nach Inokulation verfolgt
sowie die hamatologischen, serumdiagnostischen, pathologischen, histopatho-
logischen und immunhistochemischen Befunde einer Aspergillose erhoben werden.
Hierdurch sollte eine Aspergillose besser charakterisiert und daraus ableitend deren
Intra-vitam-Diagnostik verbessert werden. Diesbezuglich wurde ein besonderer
Fokus auf die Hamatologie, die Serum-/Plasma-Proteinelektrophorese sowie die
Bestimmung von Akute-Phase-Proteinen, Anti-Aspergillus-Antikorpern, Aspergillus-
Antigenen und Aspergillus-Toxinen gelegt. Dadurch sollte der Einsatz dieser
diagnostischen Methoden bei Falken erprobt bzw. optimiert, die Fruherkennung der
Aspergillose verbessert und somit die Initiation einer frihzeitigen Therapie sowie

eine Verbesserung der therapeutischen Prognose ermdglicht werden.

5.1 Ermittlung einer minimalen Infektionsdosis von
A. fumigatus-Konidien und Untersuchung von
altersspezifischen Empfanglichkeitsunterschieden

Als Versuchstiere wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Ger-Hybridfalken
gewahlt, da diese in der kommerziellen Falkenzucht regelmaRig gezlchtet und
international vielfach verkauft werden (HEIDENREICH et al., 1993). Die exemplarische
Untersuchung dieser Tiere spiegelt somit die aktuelle wirtschaftliche und veterinar-

medizinische Situation gut wider. Zudem erschienen sie als Versuchstiere fur die
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durchgefuihrten Experimente sehr geeignet, da sie als Falken aus nordischen
Regionen neben Merlinen und deren Hybriden als besonders anfallig fur eine
Aspergillose gelten (BAILEY, 2008, DEeM, 2003, FORBES, 1991, HEIDENREICH, 2013a,
JOSEPH, 2000, MULLER, 2009, NALDO UND SAMOUR, 2004, REDIG, 1993, REDIG,
2007). Somit koénnen Ger-Hybridfalken sozusagen als eine Sentinelart unter den
Greifvogel angesehen werden. Das Alter der untersuchten Tiere entsprach dem
gangigen Verkaufsalter (immature Falken) bzw. dem Alter, in dem haufig Infektionen
(juvenile Falken) in den Zuchtbetrieben auftreten (HEIDENREICH, 2013a, REDIG,
1980b). Als Alternative zu den hier eingesetzten Hybriden hatten artreine Ger- oder
Sakerfalken ebenfalls flr diese Versuche verwendet werden kénnen. Der Einsatz
von Hybriden war aber moglich, da keine potenzielle Beeinflussung der Ergebnisse
durch eine Hybridisierung zu befurchten war. Hybridisierungen zwischen Ger- und
Sakerfalken treten tatsachlich regelmafig in der Natur auf, ohne dass es dabei zu
einer erhdhten Morbiditat oder Mortalitat kommt (ELLIS, 1995, NITTINGER et al., 2007,
PFANDER, 1998, SEIBOLD et al., 1993, WINK et al., 2004). Auch in klinischen
Fallberichten finden sich keine Hinweise auf eine vergleichsweise hdhere oder
niedrigere Anfalligkeit von Hybridfalken flr eine Aspergillose im Vergleich zu
artreinen Individuen (BAILEY, 2008). Hybriden sind jedoch flr Artenschutzprojekte
oder Erhaltungszuchtprogramme als Zuchttiere ungeeignet und dariber hinaus sind
gezuchtete Hybridfalken auf Grund ihrer Haufigkeit fir solche Versuche verflugbar.
Die Ergebnisse und Erkenntnisse dieser Arbeit konnen damit zwar nicht ohne
hinterfragt zu werden auf reine Gerfalken, Sakerfalken oder andere Falkenarten

ubertragen werden, jedoch bieten sie geeignete Orientierungswerte fur Grol3falken.

Bisherige experimentelle Studien zur aviaren Aspergillose verfolgten
unterschiedliche Zielsetzungen. Im Vordergrund stand dabei meistens die sichere
Induktion der Aspergillose bei den gewahlten Versuchstieren, um nachfolgend
entweder die pathologischen und histologischen Veranderungen (ATASEVER UND
GUMUSSOY, 2004, BEERNAERT et al., 2008, ELMUBARAK UND FADLELMULA, 1991,
FEMENIA et al., 2007, GUMUSSOY et al., 2004, HERMAN UND SLADEN, 1958, JULIAN UND
GORYO, 1990, KUNKLE UND RIMLER, 1996, REDIG, 1980b, RICHARD et al., 1973,
RICHARD UND THURSTON, 1983, TAYLOR UND BURROUGHS, 1973) oder die
Ansatzpunkte einer medikamentdsen Behandlung einer Aspergillose zu erforschen

(BEERNAERT et al., 2009a, BEERNAERT et al., 2009c, FORBES et al., 1992, GUMUSSOY
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et al., 2004, TELL et al., 2010, VAN CUTSEM et al., 1989, WLAZ et al., 2015). Nur
wenige Arbeitsgruppen richteten den Fokus auf altersspezifische Empfanglich-
keitsunterschiede (AusTwICK, 1969, BEERNAERT et al., 2008, KUNKLE UND RIMLER,
1996) und lediglich in einer Studie wurde bisher eine Infektionsdosis bei Vogeln, in
diesem Fall bei Wachteln, in Form der letalen Dosis 50 % (LDso) berechnet. Hier
wurden die dosisabhangigen Veranderungen durch eine Infektion mit Aspergillus
fumigatus und die krankheitsauslosende Mindestmenge an aufzunehmenden

Schimmelpilzkonidien untersucht (CHAUDHARY UND SADANA, 1988).

In der vorliegenden Arbeit wird der erste Infektionsversuch bei Grof3falken mit
Aspergillus fumigatus-Konidien dargestellt. Es ist zudem die erste Studie, welche
die Ermittlung einer minimalen Infektionsdosis von Aspergillus-Konidien bei
Greifvogeln zum Ziel hat. Da auf Grund dieser Zielsetzung eine exakte
Quantifizierung der applizierten Konidienmenge erforderlich war, schloss sich eine
experimentelle Inokulation Uber die Inhalation eines pilzsporenhaltigen Aerosols in
Inhalationskammern von vornherein aus. Diese Inokulationsmethode hatte zwar die
naturliche, aerogene Infektion am besten nachgestellt und ware vergleichsweise
wenig invasiv gewesen, hatte aber keine Mdglichkeit der genauen Quantifizierung
der individuell aufgenommenen Sporendosis und somit keine Maoglichkeit der
Ermittlung einer minimalen Infektionsdosis von Pilzsporen ermdglicht (FEMENIA et
al., 2007). In bisherigen Studien, bei deren Durchflihrung Inhalationskammern zur
Infektion von Vdgeln genutzt wurden, fehlen genaue Angaben zur applizierten
Pilzsporenmenge (JULIAN UND GORYO, 1990, O'MEARA UND CHUTE, 1959, RICHARD et
al., 1981, RICHARD UND THURSTON, 1983, TAYLOR UND BURROUGHS, 1973). Bei
vergleichenden Studien an Eintagskiken von Hihnern, Wachteln und Puten finden
sich zwar gemittelte Angaben zur Expositionsdosis, diese wurden jedoch lediglich
einmalig am Ende der Expositionsphase durch Messung eines kommerziellen
Luftprobensammlers bestimmt (GHORI UND EDGAR, 1973). In einzelnen
Teilexperimenten dieser Studie war mit dieser Technik allerdings teilweise keine
Ermittlung der Expositionsdosis moéglich (GHORI UND EDGAR, 1973). In anderen
Untersuchungen finden sich Angaben Uber die Sporenmenge, die Uber zehn
Minuten in eine Inhalationskammer hineingegeben wurde, jedoch ohne
Kontrollmessungen aus verschiedenen Bereichen der Kammer (RICHARD et al.,

1981, RICHARD et al., 1984). Daraus folgt, dass keine Aussage Uber die Kontinuitat
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und die gleichmaRige Verteilung der Sporenexposition wahrend des Versuches
gemacht werden konnte. Belegmessungen aus verschiedenen Bereichen der
Inhalationskammer und zu verschiedenen Expositionszeitpunkten waren jedoch fur
eine Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Daten erforderlich gewesen.
Inwiefern eine gleichmalige Sporenkonzentration wahrend der gesamten
Expositionsphase und in allen Bereichen der Inhalationskammer gegeben war,
bleibt somit unbekannt. Dabei erscheint die technische Umsetzung einer gleich-
mafigen Sporenkonzentration bei verschiedenen Expositionsdurchlaufen, nach
wiederholtem Offnen der Inhalationskammertiiren und bei unterschiedlichen
Laftungsraten generell schwierig, sodass eine Standardisierung der Infektionsdosis
in der Inhalationskammer kaum moglich zu sein scheint (FEMENIA et al., 2007).
Unabhangig davon kann selbst bei genau festgelegter und konstanter
Expositionsdosis innerhalb der Inhalationskammer nicht angegeben werden,
welches Tier welche Sporenmenge tatsachlich inhaliert hat. Dies musste Uber die
individuelle Atemfrequenz und das individuelle Atemzugvolumen (= Tidalvolumen)
wahrend der jeweiligen Expositionszeit je Tier einzeln berechnet werden, was
wiederum fehleranfallig und schwer umsetzbar erscheint. Ein weiterer Punkt, der
gegen die Verwendung von Inhalationskammern spricht, ist ein potenzielles
Expositions- und Infektionsrisiko fur das wissenschaftliche Personal (REDIG, 1980b).
Somit ist die Verwendung von Inhalationskammern arbeitsschutzrechtlich
abzulehnen. Aus den oben genannten Grinden wurden Inhalationskammern in der

vorliegenden Studie nicht zur Inokulation der Pilzkonidien gewahlt.

Die Nutzung der intratrachealen Inokulation ermdglichte hingegen eine genaue
Quantifizierung der applizierten Konidienmenge. Diese Methode wurde in
vorangegangenen Studien bei Enten (GRACZzYK et al., 1998), Wachteln (CHAUDHARY
UND SADANA, 1988, GUMUSSOY et al., 2004, TELL et al., 2010, WLAZ et al., 2015),
Staren (ATASEVER UND GUMUSSOY, 2004), Tauben (BEERNAERT et al., 2008), Puten,
Breitfligel- und Rotschwanzbussarden (REDIG, 1980a, REDIG, 1980b) bereits
erfolgreich angewendet. Somit lagen nur fir diese Inokulationsroute Erfahrungen
an Greifvogeln (ReDIG, 1980a, REDIG, 1980b) und mit exakten Inokulations-
dosisberechnungen vor (CHAUDHARY UND SADANA, 1988). Zwar zeigten ver-
gleichende Studien (BEERNAERT et al., 2008, FEMENIA et al., 2007, KANE UND ZAMANI,

2014), dass zur sicheren experimentellen Induktion der Aspergillose die Inokulation
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in den kranialen Thorakalluftsack noch besser geeignet gewesen ware. Der Fokus
in diesen Studien mit Luftsackinokulation lag dabei jedoch explizit auf einer sicheren
Induktion der Aspergillose als Ausgangspunkt fur therapeutische Folgestudien und
nicht auf einer Bestimmung der hierzu erforderlichen Konidiendosis. So wurde in
keiner dieser Studien eine minimale Infektionsdosis ermittelt. Die Luftsack-
inokulation bot auferdem im Gegensatz zur intratrachealen Inokulation keine
Moglichkeit der experimentellen Verfolgung der natirlichen Infektionsroute Uber die
oberen Atemwege (Trachea und Bronchien). Desweiteren ist die Luftsack-
applikation (BEERNAERT et al., 2008, FEMENIA et al., 2007, KUNKLE UND RIMLER, 1996,
KUNKLE et al., 1999, PEDEN UND RHOADES, 1992) im Vergleich zur intratrachealen
Applikation als invasiver anzusehen, da hierzu Haut, Muskulatur und Luftsack
erdffnet werden missen. Ahnliches gilt fur die intrapulmonale (BEERNAERT et al.,
2008, PERELMAN, 1993), die intravendse (ELMUBARAK UND FADLELMULA, 1991, VAN
CUTSEM et al., 1989) und die intraperitoneale (OKOYE UND OKEKE, 1986) Inokulation,
welche alle invasiv sind und vom naturlichen Infektionsweg abweichen. Fur die
Durchfuhrung einer intratrachealen Applikation waren hingegen keine Punktionen
oder Inzisionen notwendig. Zudem wurde im Gegensatz zu etablierten intratrache-
alen Infektionsmodellen bei Hihnern (ANTAO et al., 2008) die tiefe intratracheale
Inokulation bei den Falken unter Allgemeinanasthesie durchgefuhrt, um zusatzlich
Stress fur die Tiere zu vermeiden sowie Abwehr- und Hustenreflexe der Tiere zu
unterbinden. Zusammenfassend erschien demnach die intratracheale Inokulation
im Hinblick auf die Zielsetzung der Studie und unter Abwagung infektions-
medizinischer, experimenteller, arbeitsschutz- und tierschutzrechtlicher Gegeben-
heiten am besten geeignet und wurde deshalb als Inokulationsroute fur die
vorliegende Studie gewahlt. Die Auswertbarkeit des Versuches und die statistisch
als signifikant ermittelten, infektionsdosisabhangigen Ergebnisse belegen die

Anwendbarkeit des vorliegenden Infektionsmodells.

Bei der Festlegung einer einmaligen intratrachealen Inokulationsdosis von
A. fumigatus-Konidien fur Falken konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf
keine Erfahrungen aus Infektionsversuchen bei dieser Tierart zurickgegriffen
werden. Es finden sich zwar einzelne Fallbeschreibungen bei Falken, die im
Anschluss an eine erhdhte Sporenexposition durch Einstreuwechsel, Erntearbeiten

oder Volierenreinigung akut an Aspergillose verstarben (REDIG, 1980b, 2007), aber
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in diesen Berichten fehlen Angaben zur Hohe der Sporenkonzentration in der
Umgebungsluft. Studien bei anderen Vogelfamilien weisen darauf hin, dass es
deutliche familiare und teils tierartliche Unterschiede in der Empfanglichkeit
gegenuber einer Infektion mit Schimmelpilzsporen zu geben scheint (COLWELL et
al., 1973, GHORI UND EDGAR, 1973). Daher ist familien- bzw. speziesspezifische
Forschung als notwendig anzusehen. In Ermangelung von speziesspezifischen
Vergleichsstudien musste fur die Auswahl der Inokulationsdosen bei Falken auf
Erfahrungen aus Studien bei anderen Vogelspezies zuriuckgegriffen werden. Aus
Versuchen mit Rotschwanz- und Breitfligelbussarden gab es einzelne quantitative
Orientierungswerte fur Greifvogel. Allerdings waren diese Versuche deutlich anders
aufgebaut, da sie nicht die Ermittlung einer minimalen Infektionsdosis sondern die
Verbesserung der Aspergillosediagnostik mittels Untersuchung der Immunantwort
auf einen Kontakt mit A. fumigatus zum Ziel hatten (REDIG, 1980a, REDIG, 1980b).
Somit waren die Werte aus diesen Versuchen nur eingeschrankt tbertragbar.
Prazise Angaben zu experimentell bestimmten Infektionsdosen finden sich lediglich
bei Wachteln (CHAUDHARY UND SADANA, 1988).

Zur Dosisermittlung wurden im Versuchsteil A Konidienkonzentrationen von
2,25 x 103, 1,89 x 10% und 2,5 x 107 KbE/0,5 ml Inokulat pro Falke gewahlt. Damit
wurden die Werte der normalen Umgebungskonzentration in Innenrdumen von
102 Konidien/m® Umgebungsluft Gberschritten (AULT UND ScHOTT, 1994), die in
Vorversuchen bei Puten keinerlei klinische, pathologische oder histologische
Aspergillosebefunde zur Folge hatten (REDIG, 1980b). Andererseits sollte bei den
circa 1 kg schweren Falken eine intratracheale Inokulationsmenge von
108 A. fumigatus-Konidien/kg Korpergewicht unterschritten werden, da diese mit
einer Mortalitdt von 100 % bei Puten assoziiert war (ReDIG, 1980b). Auch
Erfahrungen aus anderen Studien bestatigen, dass einmalige intratracheale
Inokulationsmengen von mehr als 107 A. fumigatus-Konidien mit einer 100 %-igen
Mortalitat bei unterschiedlichen Vogelarten verbunden waren und deshalb im
Rahmen der vorliegenden Fragestellung als Obergrenze nicht Gberschritten werden
sollten (GUMUSSOY et al., 2004, REDIG, 1980b). Basierend auf den Erfahrungen aus
dem Versuchsteil A, wurde unter Berucksichtigung einer moglichen, hoheren
Empfindlichkeit von juvenilen Tieren und vor allem, um den mittleren Dosisbereich
zwischen 102 und 10° A. fumigatus-Konidien besser untersuchen zu konnen, die

Graduierung im Versuchsteil B feiner gewahlt. Dementsprechend wurden alle
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Dosisstufen von 102 bis 107 A. fumigatus-Konidien abgedeckt, namlich 1,50 x 102,
0,80 x 103, 0,66 x 104, 0,88 x 105, 0,78 x 108 und 1,20 x 107 KbE/0,5 ml Inokulat.

Um sicherzustellen, dass eine einmalige experimentelle Inokulation einer
definierten Konidiendosis bei den immaturen und den juvenilen Hybridfalken eine
Aspergillose induziert, und diese nicht durch andere Faktoren hervorgerufen wird,
wurden etwaige Kontaminationen und begunstigende Faktoren bestmdglich
ausgeschlossen. Hierzu wurde beginnend mit der Aufzucht im Herkunftsbetrieb bis
zur Unterbringung in den Versuchsraumen auf eine Minimierung von krankheits-
beglnstigenden Faktoren geachtet. So wurden die Falken unter Standard-
bedingungen aufgezogen und gehalten (KUSPERT et al., 1993) und schonend an den
Menschen gewdhnt, wobei etablierte, falknerische Methoden zum Einsatz kamen
(SCHONEBERG, 2009). Hierdurch wurden ein moglichst stressarmes Handling sowie
ein stressarmer Transport der Tiere fiur den Versuch umgesetzt. Dies geschah vor
dem Hintergrund, dass Stress bei nicht an den Menschen gewohnten Wildvogeln
eine pradisponierende Rolle fur eine Aspergillose zugeschrieben wurde (KAPLAN et
al., 1975, REDIG, 1980b). Inwiefern Stress aber in der vorliegenden Arbeit trotzdem
einen Einfluss hatte, kann abschlieRend nicht genau beurteilt werden, da dieser
durch diese VorbereitungsmalRnahmen zwar minimiert aber sicher nie vollig
ausgeschlossen werden kann. Die geringgradige Leukozytose, die in der
hamatologischen Untersuchung bei sechs Falken vor Versuchsbeginn festgestellt
wurde, kénnte eventuell als Folge von geringgradigem Stress wahrend des
Transports und der Untersuchungen der Tiere interpretiert werden. Andererseits
kann es sich hier auch um Zufallsbefunde handeln, da im Vergleich zu
speziesspezifischen Referenzwerten fir Grolfalken (WERNERY et al., 2004a) auch
erhohte Leukozytengehalte bei gesunden, nicht gestressten Falkennestlingen (DEL
PILAR LANzAROT et al, 2001) nachgewiesen wurden. Zum Ausschluss
aspergillosebegunstigender Co-Infektionen wurden ein Befall der Versuchstiere mit
Parasiten bereits im Zuchtbetrieb Uberwacht und regelmaRige parasitologische
Kotuntersuchungen sowie Entwurmungen durchgefiihrt. Klinisch waren die Tiere
bei Versuchsbeginn unauffallig und in den Voruntersuchungen fanden sich keine

Hinweise auf Vorerkrankungen oder organische Anomalien.
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Um eine Infektion durch ubiquitar vorkommende Aspergillussporen in der
Umgebungsluft der Versuchsrdume auszuschlieBen, wurden diese grundlich
gereinigt, mehrfach mit Sprih- und Rauchgas-Desinfektionsmitteln desinfiziert und
ein Luftfiltersystem zur Reduktion der Sporenbelastung in der Raumluft eingesetzt.
Die Sporenkonzentration in der Raumluft wahrend der Versuche lag durchschnittlich
zwischen 91,43 + 32,70 KbE/m?® und 117,14 + 65,84 KbE/m?3. Unter Verwendung
der fur weibliche Prariefalken angegebenen Atemvolumina bei Raumtemperatur
(19 - 21 °C) und dieser in der Raumluft gemessenen A. fumigatus-
Konidienkonzentrationen kann eine tagliche Sporenaufnahme von 13 - 41
Konidien/Tag/Falke aus der Umgebungsluft der Versuchsraume geschatzt werden.
Zur Berechnung der taglichen Sporenaufnahme der Ger-Saker-Hybridfalken muss
dabei auf Daten von verwandten und ahnlich groRen, weiblichen Prariefalken
(KAISER UND BUCHER, 1985) zurlickgegriffen werden, da bei Gerfalken spezifische
Studien fehlen und Atemvolumina starke familienspezifische Schwankungen
aufweisen konnen (SCHEID UND PIIPER, 1987, SCHMIDT-NIELSEN, 1997). Diese
Konidienmenge I6ste bei keinem der Kontrolltiere eine klinische Erkrankung oder
pathologisch-anatomische sowie histologische Lasionen aus. Insgesamt lag die
Konidienkonzentration in der Raumluft der Versuchsrdume damit im Rahmen der
ublichen Sporenkonzentration in Innenrdumen von 135 KbE/m? (JOVANOVIC et al.,
2001) bzw. < 175 KbE/m? Luft (AULT UND SCHOTT, 1994). Zum Vergleich lagen diese
Werte weit unter Messungen in Geflugelstallen im Frahling, bei denen
Sporenkonzentrationen von bis zu 2060 KbE/m? Luft gemessen wurden (AULT UND
ScHOTT, 1994). Allerdings Uberschritten sie auch Ergebnisse aus Berichten Uber
deutlich geringere Sporenkonzentrationen, die in Tauben und Gefligelstallen
zwischen 3 + 1 KbE/m® und 43 + 24 KbE/m? Luft betrugen (VANHEE et al., 2009,
VANHEE et al.,, 2010). Gleichzeitig lag die Sporenkonzentration in den
Versuchsraumen aber auch im Bereich der uUblichen Aufenluftkonzentration flr
Aspergillus spp. in verschiedenen Regionen Deutschlands, Danemarks und den
USA: Diese variierten von 10 (0 - 52) KbE/m? tiber 55 (10 - 109) KbE/m? (TRAUTMANN
et al., 2005), 145 KbE/m*® (JovANoviIC et al., 2001) und 150 KbE/m?* bis hin zu
204 KbE/m? Luft (AULT UND ScCHOTT, 1994). Somit kann zusammenfassend

festgestellt werden, dass die Konidienlast in der Raumluft der besetzten
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Versuchsraume durch die durchgeflihrten Reinigungs- und Desinfektions-
malnahmen im Bereich der Ublichen Umgebungskonzentration gehalten werden

konnte, die bei keinem Kontrollfalken zur Ausbildung einer Aspergillose fuhrte.

Im Anschluss an den Versuch wurde das experimentell, intratracheal inokulierte
A. fumigatus-lsolat K125 mit allen aus den Versuchstieren rickgewonnenen
Isolaten mittels etablierter Mikrosatelliten-Langenpolymorphismus-Methoden
verglichen (VAN WAEYENBERGHE et al., 2011). Es war bei allen Falken ein mit dem
experimentellen Inokulum K125 identisches Reisolat nachweisbar. Damit kann das
hier genutzte Infektionsmodell flr eine gezielte Induktion einer Aspergillose als
geeignet angesehen werden.

Zusatzlich wurde bei einem immaturen Tier (A1.5) in den Luftsdcken auch ein
anderer A. fumigatus-Genotyp detektiert. Da dieser aus makroskopisch sichtbaren
und histopathologisch bestatigten Aspergilloselasionen isoliert wurde, kann von
einer Sekundar- oder Superinfektion ausgegangen werden. Eine ahnliche Co-
Infektion mit mehreren Schimmelpilzisolaten wurde bereits bei Weillstdrchen
beschrieben, wobei keine Aussage Uber eine synergistische Wirkung der
verschiedenen Isolate getroffen wurde (OLIAS et al., 2011a, OLIAS et al., 2011b). Im
vorliegenden Fall erscheint eine gegenseitige Begunstigung der beiden
A. fumigatus-Stamme jedoch wahrscheinlich, da die Sporenbelastung der
Umgebungsluft alleine nicht ausreichte, um eine Aspergillose bei den Kontrolltieren
zu induzieren. Es kann hier aber keine abschlieRende Aussage uber den Grad einer
potenziellen Beteiligung von Sekundarisolaten am Krankheitsgeschehen getroffen
werden.

Bei einem juvenilen Falken (B3.1) fand sich ebenfalls ein vom Inokulum
abweichender, zusatzlicher A. fumigatus-Genotyp in der Nase. Hier waren weder
klinische Symptome noch makroskopisch-pathologisch oder histologisch
nachweisbare Lasionen feststellbar. Aus allen Lasionen innerhalb der Kérperhohle
dieses Tieres war ausschliel3lich das Inokulum K125 nachweisbar. Deswegen kann
in diesem Fall von einer Kontamination mit Sporen aus der Umgebungsluft bzw. bei
der Probenentnahme ausgegangen werden, die kurz vor dem Tod des Tieres oder
eventuell erst wahrend der pathologischen Untersuchung stattgefunden hat. Eine

genaue Quelle des abweichenden Isolates konnte nicht identifiziert werden.
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Mit der intratrachealen Inokulation von A. fumigatus-Konidien wurden klinische
Symptome bei 80 % der immaturen Falken erzeugt, bei denen eine Aspergillose
mykologisch und/oder histologisch diagnostiziert wurde nachdem sie mit hohen
(107 A. fumigatus-Konidien) bzw. mittleren (10° A. fumigatus-Konidien) Konidien-
dosen inokuliert worden waren. Diese Symptome entsprachen mit Vomitus,
Inappetenz und Grunverfarbungen des Urins den zuvor bei Falken beschriebenen
Krankheitsanzeichen einer Aspergillose (BAILEY, 2008). Jedoch zeigte auch ein
Falke aus der Gruppe mit der hdchsten Inokulationsdosis Erbrechen, ohne dass
anschlie3end eine Aspergillose bestatigt werden konnte. Da Erbrechen, Inappetenz
und Grlnverfarbung der Exkremente im Rahmen vieler anderer Erkrankungen und
durch mehrere Ursachen hervorgerufen werden, konnen diese Symptome
aulBerhalb des kontrollierten Tierversuches nicht als aspergillosespezifisch
angesehen werden (BAILEY, 2008, DAHLHAUSEN, 2006). Sie kénnen allerdings im
Rahmen der Routinediagnostik Hinweise auf eine aviare Aspergillose geben. |hre
Beurteilung muss jedoch mit Vorsicht erfolgen und andere Differentialdiagnosen
mussen stets ausgeschlossen werden.

Eine deutliche Dyspnoe fehlte bei den immaturen Falken und nur zeitweise waren
ein geringgradiges, atemsynchrones Schwanz- bzw. Fligelwippen, eine
geringgradige Bauchatmung sowie ein geringgradig aufgeplustertes Gefieder
festzustellen. Da in diesem Versuchsteil jedoch lediglich die Abwesenheit bzw. das
Vorhandensein deutlicher klinischer Symptome im Fokus standen, wurde diese
minimale Symptomatik nicht weiter ausgewertet. Im Versuchsteil B wurden zur
Ermoglichung einer weiterfuhrenden statistischen Auswertung der klinischen
Symptome Uber den 28-tagigen Versuchsverlauf kombinierte Scores in Form eines
Dyspnoe-Scores (DS) und eines Klinischen Scores (KS) etabliert. Mittels des DS
sollte dabei der Fokus auf zwei haufige Dyspnoeanzeichen (abdominale Atmung
und Schwanzwippen) gelegt werden. Mittels des KS sollten neben der Atmung auch
die Korperhaltung, das Verhalten, der Aufplusterungsgrad des Gefieders, die
Futteraufnahme und das Auftreten von anderen Symptomen (z. B. Erbrechen)
bewertet werden. Es zeigte sich, dass ein hoher DS = 0,8 und ein hoher KS = 3
ausschlielich bei Falken auftraten, die mit der hochsten Inokulationsdosis infiziert
worden waren und bei denen auch nachfolgend eine Aspergillose mykologisch
und/oder histologisch bestatigt wurde. Damit erscheint eine deutliche klinische

Symptomatik im hohen Scorebereich des DS und des KS als geeigneter Hinweis
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auf eine bestehende Aspergillose im Rahmen des kontrollierten Tierversuches. Die
Auspragung der beiden Scores war signifikant abhangig von der eingesetzten
Konidiendosis. Dennoch wiesen 6/9 Falken mit bestatigter Aspergillose lediglich
einen mittelgradig abweichenden DS (DS 0,6 - 0,7) und drei dieser Tiere zudem
einen mittelgradig abweichenden KS (KS 2) auf. Identische Scorewerte traten aber
auch bei vielen aspergillosenegativen Falken und den Kontrolltieren auf, sodass
keine Abgrenzung zwischen negativen Tieren und erkrankten Falken im unteren
und mittleren Scorebereich madglich war. Deshalb erscheint nur eine schwere
klinische Symptomatik diagnostisch nutzbar, wobei dann immer eine Abklarung der
modglichen Differentialdiagnosen vorgenommen werden muss (BAILEY, 2008,
GIRLING, 2005, JONES UND OROsz, 2000). AuRerhalb des Tierversuchs kdnnen eine
Vielzahl verschiedener Erkrankungen zu Dyspnoe und Abweichungen in Haltung,
Verhalten, Aufplusterungsgrad des Gefieders und Fressverhalten flhren, die auf
Grundlage der klinischen Symptomatik nicht ausgeschlossen werden kénnen.
Demnach bestatigen diese Ergebnisse die Aussagen anderer Autoren, dass die
Feststellung einer Aspergillose allein basierend auf klinischen Symptomen unsicher
ist (FORBES et al., 1992, JONES UND OR0OSz, 2000, JOSEPH, 2000).

Mortalitat und Euthanasieindikationen lagen bei den immaturen Falken im
Versuchsteil A nicht vor. Dies war in Studien bei adulten Tauben (BEERNAERT et al.,
2008) und bei Rotschwanzbussarden (REDIG, 1980b) ebenfalls der Fall, bei denen
nach intratrachealer Applikation von 0,2 x 108 bzw. 0,96 - 1,22 x 10° A. fumigatus-
Konidien/Tier eine experimentelle Aspergillose ohne Mortalitat induziert wurde. Im
Gegensatz dazu erkrankten und starben in einer Studie mit Staren 100 % der
inokulierten Tiere nach intratrachealer Applikation von 1,35 x 10% A. fumigatus-
Konidien/Tier (ATASEVER UND GUMUSSOY, 2004). Auch in Versuchen an Puten wird
nach intratrachealer Gabe von 10° bzw. 108 Konidien/Tier eine hohere Mortalitat von
50 % bzw. 88 % beschrieben (REDIG, 1980b). Demnach erscheint die Mortalitat bei
immaturen Falken nach Applikation einer vergleichbar hohen Konidiendosis ahnlich
der bei Tauben und Bussarden, aber auffallig geringer als bei Puten und Staren.
Dabei muss jedoch bedacht werden, dass die individuell applizierte Dosis bei Staren
und den 300 g schweren Puten bezogen auf das Korpergewicht der Tiere, um ein
vielfaches hoher gewertet werden musste, als die gleiche individuell applizierte

Dosis bei den circa ein Kilogramm schweren Falken. Demnach konnten diese
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Unterschiede rein dosisbedingt sein. Zudem muss bedacht werden, dass eventuell
der Beobachtungszeitraum zu gering angesetzt wurde und eine Mortalitat eventuell
zu einem spateren Zeitpunkt aufgetreten ware.

Im Versuchsteil B gab es eine euthanasiebedingte Mortalitat von 66,7 % bzw.
33,3 % bei den juvenilen Falken aus den beiden Gruppen mit den hochsten
Inokulationsdosen (107 bzw. 108 A. fumigatus-Konidien), aber in keiner der anderen
Gruppen. Die Mortalitat lag damit Uber der bei zwei Wochen alten Wachteln, bei
denen die Mortalitat nach Inokulation von 6,25 - 50 x 10° A. fumigatus-Konidien/Tier
lediglich 20 % betrug (CHAUDHARY UND SADANA, 1988). Demnach kdnnte eine
héhere Empfindlichkeit von juvenilen Falken im Vergleich zu juvenilen Wachteln
vermutet werden. Allerdings wurde in einer anderen Studie mit drei Wochen alten
Wachteln nach Inokulation von 0,5 - 5 x 108 A. fumigatus-Konidien/Tier eine
Mortalitat von 100 % beschrieben (GUMUSSOY et al., 2004), was diese Vermutung
wieder relativiert.

Zusammenfassend erscheint demnach die Mortalitat bei juvenilen hoher als bei
immaturen Falken. Die Mortalitaten in beiden Versuchsteilen waren aber mit denen
aus Studien bei anderen Vogelarten in jeweils ahnlichen Altersstufen weitestgehend

vergleichbar.

Die pathologischen Lasionen bei 4/15 immaturen und 9/18 juvenilen, inokulierten
Falken variierten von weil3-gelblichen und kasigen Uber gelatindse und knotige bis
hin zu konfluierend-diphtheroiden Auflagerungen, teilweise mit flauschigem,
pigmentierten Pilzmyzel. Solche Lasionen traten dabei generell im gesamten
Respirationstrakt, inklusive Luftrohre, Lunge und Thorakal- sowie Abdominal-
luftsacken auf. Dieses Verteilungsmuster der Lasionen wurde bisher haufig mit
einem chronischen Krankheitsverlauf assoziiert, wahrend bei akuten Krankheits-
verlaufen die Lasionen auf die Lunge und die oberen Atemwege beschrankt bleiben
sollten (ReDIG, 1993, REDIG, 2007). Luftsacklasionen konnten aber bei Puten auch
nach perakuten bzw. akuten Krankheitsverlaufen nachgewiesen werden (FEMENIA
et al., 2007, KUNKLE UND RIMLER, 1996) und auch bei Wachteln fanden sich
Luftsacklasionen bereits 14 Tage nach intratrachealer Inokulation (GUMUSSOY et al.,
2004). Deshalb erscheint das Auftreten von Lasionen im gesamten Respirations-
trakt bei den Falken im Zuge von akuten und subakuten Krankheitsverlaufen nicht

ungewodhnlich und ist demnach nicht nur auf chronische Verlaufe limitiert.
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Bei juvenilen Falken wurden neben dem Respirationstrakt auch andere Organe und
Organsysteme, wie Milz, Bursa cloacalis und Niere, befallen. Dies deutet auf eine
invasive Form der Aspergillose mit kanalikularer oder hamatogener Ausbreitung
oder auf eine Streuung per Abklatschinfektion hin (BARATHIDASAN et al., 2013,
CacciuTToLO et al., 2009, RICHARD UND THURSTON, 1983). Diese Form wurde beim
Menschen vielfach beschrieben (ABAD et al., 2010, BARTON, 2013), wahrend sie bei
Vogeln bisher nur beim Himalayageier (Gyps himalayensis) explizit nachgewiesen
(BARATHIDASAN et al., 2013) und bei Puten pathogenetisch vermutet wurde (OLIAS
et al., 2010b).

Es konnte eine direkte Abhangigkeit zwischen der eingesetzten Konidiendosis und
der Auspragung von Schimmelpilzldsionen und mykologischen Reisolaten
festgestellt werden. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen von Studien
bei jungen Puten und Tauben Uberein (BEERNAERT et al., 2008, RICHARD et al.,
1973). So wurden nach intratrachealer Inokulation der hoéchsten Dosis von
107 A. fumigatus-Konidien sowohl bei 80 % der immaturen, als auch bei 100 % der
juvenilen Falken histologisch bestatigte Aspergilloselasionen erzeugt. Letztere
stimmen mit Nachweisraten bei einwochigen Puten und 4 - 5 Wochen alten Tauben
Uberein, die nach Inhalation von ~2.6 x 10" (RICHARD et al., 1973) bzw. nach
intratrachealer, intraaerosaccularer und intrapulmonaler Inokulation von
108 A. fumigatus-Konidien (BEERNAERT et al., 2008) ebenfalls erreicht wurden.

Andererseits liegt die Nachweisrate Uber der bei Eintagsputenkiken, bei denen
lediglich 60 % der Tiere nach intraaerosaccularer Injektion von 107 A. fumigatus-

Konidien mykologisch bestatigte Lasionen einer Aspergillose entwickelten (FEMENIA

et al., 2007).
Nach Inokulation der etwas geringeren Dosis von 10% A. fumigatus-Konidien

entwickelten 66,7 % der juvenilen Falken Granulome. Damit lag die Nachweisrate
auf dieser Dosisstufe geringfligig Uber den Ergebnissen aus Studien bei Puten, in
denen 50 % der Tiere nach intratrachealer bzw. intraaerosaccularer Inokulation von
108 A. fumigatus-Konidien bestatigte Aspergilloselasionen ausbildeten (HERMAN UND
SLADEN, 1958, REDIG, 1980b). Andererseits lag sie unter der bei 21 Tage alten
Wachteln, die nach intratrachealer Inokulation von  durchschnittlich

2,7 x 108 A. fumigatus-Konidien 100 % betrug (GUMUSSOY et al., 2004). Insgesamt
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ist aber der Zusammenhang der Lasionen und der Reisolationsrate mit der
Inokulationsdosis tendenziell mit der bei anderen Vogelarten vergleichbar.

Bei zwei immaturen und einem juvenilen Falken, die mit 107 bzw. 10° A. fumigatus-
Konidien inokuliert worden waren, wurden nodulare Lasionen festgestellt, aus
denen mykologisch keine Erreger reisoliert werden konnten. Eine wahrscheinliche
Erklarung hierflr ist eine sterile Infektion nach Bekampfung und Beseitigung der
Pilzerreger im Wirtstier, wie sie auch in Studien mit Puten und Huhnern schon
berichtet wurde (FEMENIA et al., 2007, TAYLOR UND BURROUGHS, 1973). Darin konnte
kein Pilznachweis aus zuvor klinisch erkrankten Tieren erbracht werden, weshalb
diskutiert wurde, ob eine Aspergillose in Einzelfallen auch als selbstlimitierende

Erkrankung auftreten kann (FEMENIA et al., 2007, TAYLOR UND BURROUGHS, 1973).

Aspergilloselasionen bei Falken wichen in den vorliegenden Versuchen histologisch
nicht von Aspergilloselasionen bei anderen Vogelarten wie Tauben, Huhnern,
Mowen und Rothihnern ab (BEERNAERT et al., 2010, CAcciutTOLO et al., 2009,
CHUTE UND O'MEARA, 1958, FEMENIA et al., 2007, RICHARD et al., 1973, RICHARD et
al., 1981). Histologisch ahnelten sie auch den Lasionen bei Puten nach experimen-
teller Infektion, die aus einer ringférmigen Ansammlung von heterophilen Granulo-
zyten, Epitheloidzellen, mehrkernigen Riesenzellen und Makrophagen um ein
nekrotisches Zentrum mit Konidien und Pilzhyphen bestanden (PEDEN UND
RHOADES, 1992). Histologisch kdnnen also bei Grof¥falken die fir andere Vogelarten
etablierten Nachweismethoden problemlos angewendet werden.

Die exakten, mittels logistischer Regression ermittelten, minimalen Infektionsdosen
von A. fumigatus-Konidien bei immaturen Falken lagen bei MID1o = 10 452 * 1,09,
MIDso = 10 602054 ynd MIDgo = 10 7-50*0.92 Unterstltzt werden diese Werte dadurch,
dass nach Inokulation von 107 Konidien 80 % und nach Inokulation von 10° Konidien
20 % der immaturen Falken erkrankten. Nach Inokulation von 10° Konidien waren
demnach 50 % Erkrankte zu erwarten gewesen, was der errechneten MIDso
entspricht, aber im Versuchsteil A nicht als Inokulationsdosis explizit getestet wurde.
Fir juvenile Falken konnte im Vergleich zu den immaturen Falken eine signifikant
niedrigere minimale Infektionsdosis 50 % (MIDso = 10 #°2 * 067 A fumigatus-
Konidien) ermittelt werden (p = 0,0309). Demnach erkrankten vergleichsweise mehr

juvenile Falken als immature Falken bei gleicher Konidiendosis, wodurch eine
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héhere Empfindlichkeit juveniler Falken ableitbar ist. Flr die MID1o (p = 0,0748) war
der Unterschied zu den immaturen Falken knapp und fur die MIDgo deutlich
(p = 0,4859) nicht signifikant. Dies ist jedoch durch den flachen Verlauf der
logarithmischen Funktion im Randbereich von 10 % bzw. 90 % zu erklaren, da dort
der Standardfehler auf Grund der limitierten Anzahl an Beobachtungen, also der
histologisch bestatigten Aspergillosefalle, entsprechend gro® war. Um im Rand-
bereich der Kurve einen deutlicheren Unterschied darstellen zu kdnnen, hatten
mehr Beobachtungen im Bereich der MID1o und der MIDgo liegen mussen. Trotzdem
wird beim direkten Vergleich der MID1o der immaturen und der MIDso der juvenilen
Falken deutlich, dass ein Empfindlichkeitsunterschied bestehen musste. Beide
waren mit 10 452 A. fumigatus-Konidien sehr &hnlich, allerdings wiirden bei dieser
Dosis lediglich 10 % der immaturen Falken im Gegensatz zu 50 % der juvenilen
Falken erkranken. Dies steht im Einklang mit Studien bei anderen Vogelarten, in
denen festgestellt wurde, dass Jungvdgel empfindlicher auf Schimmelpilzsporen
reagierten als immature Individuen (AusTwicK, 1969, BEERNAERT et al., 2008). Bei
Huhnern etwa lag die Konidiendosis bei Kuken circa eine Zehnerpotenz niedriger
als bei immaturen Huhnern, um eine Aspergillose experimentell zu induzieren
(AusTwiICK, 1969). Bei 4 - 5 Wochen alten Tauben konnte mit einer Infektionsdosis,
die bei immaturen Tieren nicht zu einer Erkrankung fuhrte, eine akute Aspergillose
experimentell induziert werden. Somit kann auch fir Falken eine altersspezifisch
héhere Empfindlichkeit bei Jungtieren, im Vergleich zu alteren Tieren angesetzt
werden, wie diese auch bei anderen Vogelarten bereits beschrieben wurde
(FEMENIA et al., 2007, O'MEARA UND CHUTE, 1959).

Der Vergleich der bei Falken ermittelten MID zu Infektionsdosen in Studien bei
anderen Vogelarten ist schwierig, da diese meistens nicht explizit berechnet
wurden. So liegen die MIDso-Werte juveniler Falken zwar ungefahr im Bereich von
Infektionsdosen bei Pekingenten, bei denen 3,5 x 10* Aspergillus spp.-Sporen zu
einer histologisch bestatigten Infektion bei 60 % der Tiere fihrten (GRACZYK et al.,
1998), aber in dieser Arbeit wurde keine MID berechnet. In einer Studie bei
Wachteln wurden hingegen mit 12,03 x 10® A. fumigatus-Sporen eine letale Dosis
50 % (LDso) als Infektionsdosis ermittelt (CHAUDHARY UND SADANA, 1988). Jedoch
kann eine minimale Infektionsdosis 50 % naturlich nicht mit einer letalen Dosis 50 %

in direkten Bezug gesetzt werden, zumal da im Versuchsteil A keine Todesfalle
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auftraten. Auf Grund solcher methodischer Unterschiede sowie Unterschieden in
der Infektionsroute, der Inokulationsdosis oder dem Alter der Versuchstiere, ist ein
Vergleich der Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer Studien nahezu unmaglich.
Ein weiterer Faktor, der die Vergleichbarkeit der Studien untereinander limitiert, ist
die Nutzung verschiedener Aspergillus-Isolate, welche eine unterschiedliche
Virulenz aufweisen konnen (PEDEN UND RHOADES, 1992). Darum konnen in der
vorliegenden Arbeit lediglich Aussagen bezuglich des verwendeten Isolates K125
getroffen werden. Virulenzunterschiede der Erregerstamme konnen im Vogel-
organismus zu einer unterschiedlichen Morbiditat und Mortalitat fihren. Dies konnte
erklaren, warum in einigen Studien mit Tauben keine Erkrankung nach Inokulation
mit einer im Vergleich hohen Dosis von 108 A. fumigatus-Konidien erzeugt werden
konnte (BEERNAERT et al., 2008), wahrend in einer anderen Studie der gleichen
Arbeitsgruppe nach Inokulation mit der gleichen Methode von 107 A. fumigatus-
Konidien klinische Symptome und pathologische Lasionen bei Tauben erzeugt
werden konnten (VAN WAEYENBERGHE et al., 2012a). Ahnliche Virulenzunterschiede
von A. fumigatus-Stammen wurden zuvor bei Puten (PEDEN UND RHOADES, 1992),
Huhnern und Mausmodellen fur eine invasive Aspergillose beschrieben (AUFAUVRE-
BROWN et al.,, 1998, MONDON et al., 1996). Andererseits wurde die Bedeutung
unterschiedlicher Virulenzen von Pilzisolaten bei Feldinfektionen von Storchen als
untergeordnet dargestellt (OLIAS et al., 2011a), sodass ohne weiterflUhrende
Untersuchungen und der vergleichenden Verwendung verschiedener Pilzisolate
hierlber keine Aussage getroffen werden kann. In diesem Zusammenhang sollte
aber bedacht werden, dass unter naturlichen Bedingungen und bei hohen
Sporenbelastungen in der Umwelt auch viele verschiedene Aspergillus-Genotypen
parallel vorliegen konnen, worunter potenziell virulente Stamme oder ein
Zusammenwirken ahnlich virulenter Stdmme das Krankheitsgeschehen dominieren
(OrlAs et al., 2011b). Da das verwendete Isolat K125 aus einem an Aspergillose
erkrankten und nachfolgend verstorbenen Gerfalken isoliert wurde, ist hier von
einem Isolat mit einer gewissen Virulenz auszugehen. Demnach sind die in dieser
Arbeit ermittelten Werte als Orientierungshilfe wertvoll, auch wenn unter
Praxisbedingungen beim Vorliegen virulenterer Isolate oder bei der Kombination

mehrerer Isolate die Empfindlichkeit noch durchaus hoher liegen kdnnte.
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Die experimentell ermittelten minimalen Infektionsdosen kénnen zur Formulierung
von Haltungsempfehlungen sowie zur Festlegung von Grenzwerten fur die
Belastung mit A. fumigatus-Konidien in der Umgebungsluft von Greifvogelhaltungen
und somit zum Schutz der Tiere genutzt werden. Hierzu sollten die errechneten
MID-Werte auf die jeweiligen Umweltbedingungen Ubertragen werden. Dabei war
es sinnvoll, die ermittelten Werte von juvenilen Falken fur diese Berechnung zu
verwenden, da sie die empfindlichste Altersklasse reprasentieren. Zudem wurde die
Gruppengrolle, die Gruppenanzahl sowie die Abstufung der verwendeten
Inokulationsdosen im Versuchsteil B zur Berechnung der MID optimiert, wodurch
die bei juvenilen Falken gewonnenen Werte als exakter anzusehen sind.

Bei der einmaligen, experimentellen, intratrachealen Inokulation in dieser Arbeit
handelte es sich um eine akute Exposition, die von einer wiederholten, chronischen,
experimentellen Exposition zu unterscheiden ist, da diese in Auspragung und
Verlauf der Aspergillose deutlich abweichen kann (REDIG, 1980a). Daher erschien
es sinnvoll, die ermittelten Werte auf einen begrenzten Expositionszeitraum von
einer bzw. 24 Stunden zu Ubertragen. Die Expositionszeit von einer Stunde
entsprach dabei modellhaft einer akuten, einmaligen und kurzen Belastung, wie
diese z.[] B. wahrend Stroh- bzw. Einstreuwechsel vorkommen kann. Diese
kurzzeitige Belastung erschien laut Fallbeschreibungen bei Greifvogeln besonders
wichtig, da sie einem Groldteil der in der Praxis vermuteten Expositionszeitraume
vor Ausbrichen von akuter Aspergillose entspricht (REDIG, 1980b, 2007). Der
Expositionszeitraum von 24 Stunden/einem Tag entsprach modellhaft einer
kurzzeitigen, temporar-konstanten, aber immer noch auf eine akute Exposition
begrenzten Exposition unter Feldbedingungen (z. B. einem Tag mit Erntearbeiten
in der Umgebung von Falkenhaltungen).

Um eine Risikoabschatzung fir Falken mit grof3tmoglicher Sicherheit
durchzufihren, wurden juvenile Falken als empfindlichste Altersgruppe, die MID1o
als niedrigste Infektionsdosis und das hdchste angegebene Atemzeitvolumen zur
Berechnung der Umgebungskonzentration berucksichtigt, die zur Induktion der
Aspergillose inhaliert werden mussten. Diesbezlglich wurde das maximale
Atemzeitvolumen von 717,5 ml/min fur nah verwandte, weibliche Prariefalken
verwendet (KAISER UND BUCHER, 1985), da die Korpermalie und Gewichte dieser
Weibchen denen der mannlichen Ger-Hybridfalken aus der vorliegenden Studien

ahnelten. Jedoch muss in Falkenbestanden bedacht werden, dass weibliche
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Gerfalken durchaus doppelt so schwer und so grol3 wie weibliche Prariefalken
werden konnen, weshalb die hier ermittelten Konzentrationswerte fur diese Tiere
eventuell auf Grund hoherer Atemparameter deutlich tiefer angesetzt werden
mussen (FRAPPELL et al., 2001). Bezogen auf die maximale Atemrate von
Prariefalken wirde die Aufnahme der MID1o (MID10 = 10 "%) eine Inhalation von
2.067 KbE/m* Umgebungsluft Uber eine Stunde bzw. 86 KbE/m?® Umgebungsluft
uber 24 Stunden erfordern. Damit wurden durch Nutzung der maximalen Atemrate
die starken temperaturbedingten Schwankungen der Atemfrequenz und des
Atemzeitvolumens bedacht, die vor allem im Bereich sehr hoher (> 31 °C) und
niedriger (< 9 °C) AulRentemperaturen ansteigen (KAISER UND BUCHER, 1985). Dies
konnte die deutlich erhohte Erkrankungsrate wahrend der Sommermonate erklaren,
da auf Grund der gesteigerten Atemparameter in diesen extremen Temperatur-
bereichen verhaltnismalig weniger Konidien zur Induktion einer Aspergillose nétig
waren als im thermoneutralen Bereich (REDIG, 1993, REDIG, 2007). Hinzukommend
begunstigen eine jahreszeitlich vergleichsweise hohere Konidienbelastung wahrend
der Sommermonate sowie Aktivitdten mit hoher Sporenexposition (z. B. Mah- und
Erntearbeiten) in dieser Zeit eine Aspergillose zusatzlich (TRAUTMANN et al., 2005).
Zusatzlich zur AuBentemperatur musste bei der Kalkulation der Konidien-
konzentration in der Umwelt eine flugbedingte Erhdhung des Atemminuten-
volumens (HART UND Roy, 1966, TORRE-BUENO, 1978) wahrend einer geschatzten
Flugzeit von 2 Stunden pro Tag (CRAIG, 1997, HAAK, 1982) bericksichtigt werden.
In diesem Fall waren bei AuRentemperaturen von 0 - 42 °C lediglich 1.079 KbE/m?
Umgebungsluft dber eine Stunde bzw. 45 KbE/m?® Umgebungsluft iber 24 Stunden
zur Erreichung der MID1o der juvenilen Falken erforderlich. Letztgenannte
Sporenkonzentrationen lagen bereits im und teils sogar unter dem Bereich Ublicher
Sporenkonzentrationen in der duReren Umgebungsluft, die mit 145 - 204 KbE/m?
angegeben werden (AULT UND SCHOTT, 1994, JovANoviC et al., 2001). Allerdings
wurden in neueren Studien deutlich geringere Medianwerte der normalen
Umgebungsluftkonzentrationen fir A. fumigatus ermittelt, die zwischen
5 - 10 KbE/m? in den Wintermonaten und 10 - 55 KbE/m?® in den Sommermonaten
betrugen und die damit grofdtenteils Uberschritten waren (TRAUTMANN et al., 2005).
Eine erhohte Aspergilloserate oberhalb dieser Werte stimmt mit Berichten bei

Falken und Steppenmdwen Uberein, bei denen eine Konzentration von 400 KbE/m?
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Luft (ScHuLz et al., 2007) bzw. 450 - 525 KbE/m?* Luft (NARDONI et al., 2006) mit
einer erhohten Inzidenz von Aspergillose und erhohter Mortalitat assoziiert wurden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bieten zusammenfassend erste Orientierungswerte
zur Beurteilung der Relevanz von A. fumigatus-Umgebungskonzentrationen flr die
Entstehung einer Aspergillose bei Falken. Unterhalb der ermittelten Empfehlungs-
werte sollte es bei gesunden nicht vorbelasteten Falken kaum zu Erkrankungen in
einem Bestand kommen. Wenn hdhere A. fumigatus-Emissionen vorliegen, diese
langere Zeit bestehen bleiben oder es zu kurzzeitigen Emissionspeaks kommt,
konnen die Erkrankungszahlen, auch bei vollig gesunden Falken, hingegen deutlich
steigen. Gemessene Umweltkonzentrationen kdnnen nun mit den in der Literatur
angegebenen Atemparametern in Bezug zu den ermittelten MIDs gesetzt werden.
Dabei kdonnen diese Parameter auch modellhaft zur Risikoberechnung einer
maximalen Expositionszeit in einer bestimmten Umwelt genutzt werden. Die
ermittelten Werte mussen stets auf Grund von individuellen Variationen des
Atemzeitvolumens und diversen Einflussfaktoren auf die Atmung (z. B. Umgebungs-
temperatur oder Bewegung) interpretiert werden. Diese Einflussfaktoren erklaren,
dass die Tiere in einem Bestand meist variabel erkranken und die Erkrankungsrate
sowohl im Jahresverlauf als auch bezogen auf die jeweiligen Individuen stark

schwanken kann.

5.2 In-vivo-Diagnostik zur Detektion der Aspergillose

Die In-vivo-Diagnose einer aviaren Aspergillose gilt gegenwartig als schwierig, da
klinische Symptome oft unspezifisch sind, lange unerkannt bleiben und viele
Diagnostika nicht hinreichend in der Vogelmedizin etabliert sind (ARCA-RUIBAL et al.,
2006, BUrco et al., 2011, CRrRAY et al., 2009a, JONES UND OR0sSz, 2000). Deshalb ist
die Neu- und Weiterentwicklung diagnostischer Methoden und Testsysteme in
diesem Bereich notwendig. Durch eine frihere Erkennung der Erkrankung kann
potenziell eine frihere Initiation der antimykotischen Therapie und dadurch eine
Verklrzung von erkrankungsassoziierten Leiden und Schmerzen sowie eine
Reduktion der Mortalitat ermdglicht werden (FLACH et al., 1990). Bisher richtete man
jedoch nur in wenigen Untersuchungen den Fokus auf eine Intra-vitam-Diagnostik

einer Aspergillose bei Vogeln (BURcO et al., 2011, CHAUDHARY UND SADANA, 1988,
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GRACZYK et al., 1998, GUMUsSSsOY et al., 2004, PEDEN UND RHOADES, 1992, REDIG,
1980b, RICHARD et al., 1973).

Im Rahmen der klinischen Voruntersuchung wurden konventionelle und etablierte
diagnostische Methoden wie die rontgenologische Untersuchung und die
endoskopische Laparoskopie (BEERNAERT et al., 2010, DEeM, 2003, JONES UND
Orosz, 2000, JosepH, 2000) genutzt, um Vorerkrankungen der Versuchsfalken
bestmdglich auszuschlieRen. Die Endoskopie gilt in Verbindung mit Proben-
entnahmen fur mykologische oder histologische Untersuchungen als die sicherste
Intra-vitam-Methode, um eine aviare Aspergillose zu diagnostizieren (BAILEY, 2008,
JONES UND OROSZ, 2000, TAYLOR, 1997). Sie stellt allerdings einen invasiven Eingriff
dar, der die Durchtrennung von Haut, Muskulatur und Luftsackwand sowie eine
Allgemeinanasthesie erfordert. Daher sollten weniger invasive Intra-vitam-
Methoden zur Untersuchung des Blutes von infizierten Falken, wie die Hamatologie,
ein Galactomannan-ELISA, ein Antikérper-ELISA, ein FUA-EIA, elektrophoretische
Veranderungen und die Bestimmung von Akute-Phase-Proteinen (APP) im Hinblick
auf ihren Nutzen fur die Diagnosestellung einer Aspergillose untersucht werden.
Diese Methoden wurden hier erstmals anhand von Blutproben evaluiert. Die Daten
wurden anschlieBend mit der Inokulationsdosis, dem Krankheitsbild sowie den
Ergebnissen aus pathologischen und histologischen Untersuchungen korreliert.
Weiterhin waren ein Vergleich der Parameter vor und nach Inokulation von
A. fumigatus-Konidien in denselben Tieren und der Vergleich von inokulierten

Tieren mit Kontrolltieren maoglich.

5.2.1 Hamatologie

Bei 11/18 Falken im Versuchsteil B wurde nach experimenteller Inokulation von
A. fumigatus-Konidien eine Leukozytose festgestellt, die in 5/18 Fallen mit einer
Heterophilie und einer Lymphopenie verbunden war. Dies entspricht den
Ergebnissen von Infektionsstudien bei Wachteln (PANDITA et al., 1991) und den
bisher in der Literatur mit einer Aspergillose assoziierten, hamatologischen
Veranderungen (CAMPBELL UND ELLIS, 2007, JONES UND OROSZ, 2000, PANDITA et al.,
1991, PENDL, 2008b). Unter den elf Falken mit Leukozytose waren acht, die
granulomatdse Lasionen entwickelten. Damit erscheint eine Leukozytose mit
88,9 % sehr sensitiv fur den Intra-vitam-Nachweis einer spater histologisch

bestatigten Aspergillose. Zudem war deren rechnerische Spezifitat mit 75 %
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ebenfalls hoch. Daher kénnte sich die Auspragung einer Leukozytose als ein
Symptom fur die Diagnosestellung einer Aspergillose bzw. einer granulomatosen
Entzindung eignen. Jedoch wiesen auch drei inokulierte, aber nicht erkrankte
Falken und zwei nicht inokulierte Kontrollfalken ebenfalls eine Leukozytose auf,
weshalb die Aussage dieses Parameters eher vorsichtig interpretiert werden sollte.
Limitierend muss auch bedacht werden, dass eine Leukozytose teils nur auf einen
kurzen Zeitraum nach der Infektion beschrankt ist und das Hamatogramm
aulderhalb dieses Zeitraums unverandert erscheinen kann (PANDITA et al., 1991).
Demnach besteht die Gefahr von falsch negativen Testergebnissen. Zudem ist die
Entwicklung einer Leukozytose aullerhalb dieses kontrollierten Tierversuchs als
nicht spezifisch fur eine Aspergillose anzusehen, da viele Erkrankungen, u. a. eine
Mykobakteriose oder eine Chlamydiose, ebenfalls haufig mit einer Leukozytose
einhergehen, die nicht von einer Leukozytose durch Aspergillose unterscheidbar ist
(CAMPBELL UND ELLIS, 2007, PENDL, 2008a, b).

Es wurde bei 2 - 17 % der Lymphozyten aus dem Blut der Falken eine Aktivierung
festgestellt, die definitionsgemal durch eine GréRenzunahme, eine Verdichtung
des nuklearen Chromatins und eine Basophilie des Zytoplasmas bestimmt wird und
mit einer Stimulation durch erfolgten Antigenkontakt assoziiert zu sein scheint
(CAmMPBELL UND ELLIS, 2007, PENDL, 2008a, b). Diese Aktivierung steht mit den
bisherigen Erkenntnissen zum hamatologischen Bild einer Aspergillose und den
Reaktionen auf einen mykotischen Erreger im Einklang, wobei sie auch als Reaktion
auf viele andere Infektionserreger beschrieben wurde und somit nicht als

aspergillosespezifisch zu sehen ist (CAMPBELL UND ELLIS, 2007, PENDL, 2008a, b).

Zu den haufig mit einer Aspergillose assoziierten, hdmatologischen Veranderungen
zahlt auch eine Monozytose, welche jedoch hier nicht festgestellt wurde. Grund
hierfir konnte sein, dass diese bisher meist mit einer chronischen Aspergillose
einhergeht, also einer Erkrankungsdauer Uber 30 Tagen (CAMPBELL UND ELLIS,
2007). Die Versuchsdauer von 28 Tagen war moglicherweise fur die Entwicklung
einer Monozytose zu gering, obwohl sich auch akute Monozytosen als direkte
Reaktion auf Infektionserreger manifestieren konnen (BRANTON et al., 1997).
Monozyten werden als ein Teil des angeborenen Immunsystems bereits im Embryo

angelegt und produziert, hamatogen transportiert und als Makrophagen ins Gewebe
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eingelagert (CAMPBELL UND ELLIS, 2007). Deshalb sollten sie generell auch bei
subakuten Prozessen in Erscheinung treten. Dies wird in der vorliegenden Studie
bestatigt, da Makrophagen histologisch in vielen der granulomatdsen Lasionen der
Falken nachgewiesen wurden. Deshalb ist es wahrscheinlicher, dass die
Monozyten im Organismus vorhanden waren, aber in die sich formierenden
Granulome einwanderten, ohne dabei erhdhte Zahlen von Monozyten im Blut zu
formieren. Abschliefend und retrospektiv kann die Ursache und der Hergang der

ausbleibenden Monozytose nicht vollstandig geklart werden.

Zusammenfassend erscheinen hamatologische Veranderungen im Hinblick auf die
Intra-vitam-Diagnose einer Aspergillose insgesamt diagnostisch wenig hilfreich, da
kaum eine Differenzierung zwischen einer Aspergillose und einer anderen
granulomatdsen Erkrankung maoglich ist (CAMPBELL UND ELLIS, 2007), sodass die
Hamatologie stets im Zusammenhang mit anderen klinischen und diagnostischen

Befunden bewertet werden sollte (JONES UND OROSz, 2000).

5.2.2 Aspergillus-Antikorperbestimmung

Zur Feststellung einer spezifischen Reaktion des erworbenen Immunsystems auf
den inokulierten Erreger wurden in Blutproben von Falken zwei Testsysteme zur
Detektion von Anti-A. fumigatus-Antikérper genutzt. Ein im Versuchsteil A
verwendeter, kommerzieller, humanmedizinischer Hamagglutinationstest ergab bei
keinem der inokulierten Tiere, weder vor noch nach Inokulation von A. fumigatus-
Konidien, und bei keinem Kontrolltier ein positives Ergebnis. Der Test wies
allerdings gemal} Herstellerangaben nur bei einem Falken vor Versuchsbeginn und
bei zwei anderen Tieren am Versuchsende das Ergebnis als sicher negativ aus
(Titer < 1:40). Stattdessen waren bei allen anderen Falken zu beiden
Messzeitpunkten die Resultate als unsicher/fraglich zu bewerten (Titer 1:80 bis
< 1:320). Demnach konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
aspergillosepositiven Falken, die im Versuchsverlauf Granulome entwickelten, und
aspergillosenegativen Falken festgestellt werden. Ebenso fehlten signifikante
Unterschiede zwischen inokulierten Tieren und Kontrolltieren. Unklar ist, inwiefern
hier Inkompatibilitditen des avidren Serums mit dem humanmedizinischen
Testsystem eine Rolle spielten. Dieser Hamagglutinationstest wurde auflierdem

auch in einer anderen Untersuchung anhand von 154 Blutproben von Falken mit
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bekanntem Aspergillosestatus (endoskopisch bzw. pathologisch bestatigt) als nicht
aussagekraftig eingestuft (FISCHER et al. unverodffentlichte Daten). Daher erschien
er fur die Aspergillosediagnostik bei Falken ungeeignet und wurde im Versuchsteil

B nicht mehr verwendet.

Mittels einer spezifisch an Vogel adaptierten ELISA-Methode wurden in beiden
Versuchsteilen am Versuchsende positive Antikorperindizes (Antikorperindex = 1,4)
bei 93,3 % aller inokulierten Falken und 92,3 % aller Falken mit Granulomen
nachgewiesen. Dies zeigte somit die sehr hohe Sensitivitat dieser Methode von
100 % bezulglich eines Intra-vitam-Nachweises fur eine nachfolgend histologisch
bestatigte Aspergillose und zugleich die Reaktion des Immunsystems auf den
inokulierten Erreger. Allerdings entwickelten 4/6 Kontrolltiere aus beiden
Altersgruppen ebenfalls eine Serokonversion, und zwei immature und sechs
juvenile Falken wiesen bereits vor der experimentellen Inokulation einen positiven
Antikorperindex auf. Demnach war die Spezifitat des Antikdrpernachweises mit
18,2 % bei den immaturen bzw. 8,3 % bei den juvenilen Falken bezuglich eines
Intra-vitam-Nachweises fur eine nachfolgend histologisch bestatigte Aspergillose
sehr gering. Dabei sagen die hier berechneten Sensitivitaten und Spezifitaten nichts
uber die Qualitat bzw. Gulte dieses Testverfahrens zum Nachweis von Anti-
A. fumigatus-Antikdrpern aus, die im Vergleich zu einem Goldstandard oder einer
anderen etablierten, einschlagigen Nachweismethode hatte evaluiert werden
mussen. Demnach kann beispielsweise nicht gesagt werden, ob hiermit mehr oder
weniger bzw. besser oder schlechter Antikorper detektiert wurden, als mit einer
anderen Testmethode zum Antikdrpernachweis. Sie belegen aber, dass die
Eignung eines Antikorpernachweises mit dieser Testmethode fir den Nachweis
einer klinischen Aspergillose insgesamt als fraglich bewertet werden kann. In
diesem Zusammenhang muss allerdings bedacht werden, dass der verwendete
Antikorper-cut-off-Index hauptsachlich anhand von bestatigten Aspergillosefallen
bei Papageien eingestellt und evaluiert wurde (CRAY et al., 2009b, IVEY, 2000). Eine
Anwendbarkeit dieses Indexes wurde bisher bei anderen Vogelfamilien nicht
hinreichend untersucht (CRAY et al., 2009b). In einer vergleichenden Studie mit
verschiedenen Vogelfamilien war zwar der durchschnittliche Antikdrper-Index bei
der aspergillosepositiven Gruppe im Vergleich zur aspergillosenegativen Gruppe

erhdht, aber dies war nicht statistisch signifikant (CRAY et al., 2009b). Zudem lagen
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in der aspergillosepositiven Gruppe 42 % aller Proben unterhalb des
Antikorperindexes von 1,4, wobei die Grunde hierfur nicht genau geklart werden
konnten. Demnach erscheint eine Anpassung dieses Cut-off-Wertes fur Falken
sinnvoll (CRAY et al., 2009b), wobei hierzu mehr Kontrollfalken und
Vergleichsproben erforderlich waren.

Die Haufigkeit der Detektion von anti-Aspergillus-spezifischen Antikorpern
unabhangig von einer klinischen Erkrankung entspricht vorherigen Studien. Bei
93 % der Pinguine in zoologischen Einrichtungen wurden Anti-Aspergillus-
Antikorper nachgewiesen, ohne dass es einen direkten Bezug zu klinischen
Aspergillosen zu geben schien (GERMAN et al., 2002). Auch bei Greifvogeln wurde
bereits Uber hohe Antikorpertiter gegen Aspergillus-Antigen berichtet, wobei diese
sowohl bei klinisch gesunden als auch bei mit A. fumigatus infizierten Individuen
detektiert wurden (CRAY et al., 2009b). Bei Pekingenten fehlte ebenfalls eine
Korrelation zwischen Antikorpertitern, histopathologischen Befunden und anderen,
mit einer Aspergillose assoziierten Veranderungen der Blutwerte (GRACzYK et al.,
1998). Variable Antikdrperspiegel scheinen daher lediglich einen Beleg fur eine
Immunreaktion des Individuums auf Schimmelpilze, aber nicht flr eine klinische
Aspergillose darzustellen. Dabei muss bei Pilzinfektionen bedacht werden, dass der
zellvermittelten Immunitat neben der humoralen Immunantwort eine besondere
Bedeutung zukommen kann, die nicht durch Antikorpertiter darstellbar ist (BLANCO
UND GARCIA, 2008, SHOHAM UND LEVITZ, 2005). Die erhdhten Antikorperindizes bei
sechs juvenilen und zwei immaturen Falken vor Versuchsbeginn konnten also durch
einen vorherigen Kontakt der Falken zu aerosolierten A. fumigatus-Konidien
begrindet sein. Dabei erscheint es zunachst widersprichlich, dass mehr Jungvogel
als immature Falken erhdhte Antikdrperindizes aufwiesen, obwohl letztere auf
Grund ihres hoheren Alters mit hdherer Wahrscheinlichkeit bereits Kontakt zu
A. fumigatus-Konidien gehabt haben kdnnten. Obwohl alle Vogel aus dem gleichen
Zuchtbetrieb stammten und dort unter identischen Bedingungen aufgezogen und
gehalten wurden, sind Unterschiede in der Exposition zu Schimmelpilzen vor
Versuchsbeginn moglich. Insbesondere saisonal schwankende Expositionen mit
Umwelterregern oder unterschiedliche Witterungseinflusse konnten hier in den
jeweiligen Aufzuchtphasen eine Rolle gespielt haben. Bei den juvenilen Falken
konnte zudem die Prasenz maternaler Antikorper eine Rolle spielen. Diese

erscheint bei den 7 - 8 Wochen alten Tieren allerdings aulRerst unwahrscheinlich,
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da maternale Antikorper bei anderen Vogelarten bereits nach 2 - 4 Wochen nicht
mehr nachweisbar sind (HASSELQUIST UND NILSSON, 2009). Andererseits konnten die
Antikorperspiegel bei den immaturen im Gegensatz zu den juvenilen Falken nach
langer zurlckliegender Exposition wieder abgefallen sein, da unerforscht ist, wie
lange Antikorperspiegel nach Kontakt mit Aspergillus spp. bestehen bzw. wie lange
diese im Vogelorganismus nachweisbar sind.

Ein signifikanter Unterschied der Antikorperindizes am Versuchsende zwischen
Falken mit Granulomen und ohne Granulome wurde nur bei den juvenilen Falken,
aber nicht bei den immaturen Falken nachgewiesen. Der Grund hierfur kdnnte eine
methodische Abweichung sein, da Antikérpertiter in Serumproben (Versuchsteil A,
immature Falken) eventuell weniger gut detektiert werden konnten als in
Plasmaproben (Versuchsteil B, juvenile Falken). Zwar besteht laut Hersteller-
angaben keine Einschrankung fir die Verwendung von Serumproben, jedoch
wurden in bisherigen Studien mit dieser Methode ausschlieRlich mit Lithium-Heparin
versetzte Plasmaproben untersucht (CRAY et al, 2009b). Somit kann die
gleichartige Eignung von Serum- und Plasmaproben von Falken fur die Anti-
Aspergillus-Antikdrperdiagnostik sowie das potenzielle Auftreten von unbekannten
Kreuzreaktionen, z. B. durch das im Plasma vorhandene und im Serum entfernte
Fibrinogen (KummMROW et al., 2012) nicht sicher Uberpruft werden.
Zusammenfassend erscheint die Aspergillus-Antikorper-Methode allein nicht
ausreichend, um klinische Falle von Aspergillose bei Falken festzustellen.
Allerdings mag sie einen gewissen Nutzen im Rahmen von Verlaufskontrollen und
zur Uberwachung von Greifvogelbestanden beziiglich einer erhdhten Schimmelpilz-
exposition haben, was aber durch weiterfihrende Studien anhand von grdélieren

Tierzahlen genauer untersucht werden musste.

5.2.3 Aspergillus-Antigenbestimmung

Die Identifizierung von Antigenen von A. fumigatus, wie dem zellwandassoziierten
Polysaccharid Galactomannan (GM), werden vielfach in der Humanmedizin und
anfanglich in der Tier- und Vogelmedizin als schnelle und wenig invasive Diagnostik
einer Aspergillose genutzt (DENIKUS, 2004, MARTY UND Koo, 2009, ARCA-RUIBAL et
al., 2006, Burco et al., 2011, CrRAY et al.,, 2009a, CrAY et al., 2009c). In der
vorliegenden Arbeit konnte GM mittels eines Antigen-ELISAs bei drei immaturen

Falken und damit bei 50 % der immaturen Falken mit Granulomen, aber nur bei
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22,2 % der juvenilen Falken mit Granulomen nachgewiesen werden. Daneben
wurde keiner der inokulierten, juvenilen und nur einer der inokulierten, immaturen
Falken ohne Granulome positiv auf GM getestet. Dennoch konnte weder ein
signifikanter Zusammenhang der Inokulationsdosen auf die GM-Spiegel noch ein
signifikanter Unterschied zwischen den Werten von Falken mit Granulomen und
ohne Granulome nachgewiesen werden. Die rechnerische Sensitivitdt des GM-
Nachweises fur die Intfra-vitam-Diagnose einer nachfolgend histologisch bestatigten
Aspergillose war vergleichsweise gering (beide Altersgruppen gemittelt: 15,38 %;
nur Immature: 50 %; nur Juvenile: 0 %) aber die Spezifitdt hoch (beide Alters-
gruppen gemittelt: 95,65 %, nur Immature: 90,9 %; nur Juvenile: 100 %). Dies ent-
spricht den Ergebnissen einer vorherigen Studie bei Falken, in der eine geringe
Sensitivitat des GM-Sandwich ELISAs mit 12 % und eine hohe Spezifitat dieses
Testsystems von 95 % festgestellt wurden (ARCA-RUIBAL et al., 2006). Die Spezifitat
lag damit auch im Bereich von 90 - 100 %, die in der Humanmedizin fir diese
Methode angegeben werden (MAERTENS et al., 1999, PINEL et al., 2003). Die
Sensitivitat lag allerdings weit hinter den humanmedizinischen Werten von
31 - 100 % (MAERTENS et al.,1999) bzw. 50 % (PINEL et al., 2003) zurick. Auch in
zwei Studien an Psittaziden wurden héhere Sensitivitaten festgestellt, da erhoéhte
GM-Werte bei 67 % (CRAY et al., 2009c) bzw. 83 % (CRAY et al., 2009a) der
bestatigten Aspergillosefalle nachgewiesen wurden. Andererseits ahnelt die
niedrige Nachweisrate des zirkulierenden GM den Ergebnissen einer Studie bei
Groldtrappen (Chlamydotis undulate), in der bei keinem von finf pathologisch
bestatigten aspergillosepositiven Tieren GM nachzuweisen war (ARCA-RUIBAL et al.,
2006). Zudem wurde bei Falken in einer anderen Studie lediglich in 14 von 272
Serumproben, darunter 90 Serumproben von aspergillosepositiven Falken, GM
nachgewiesen (ARCA-RUIBAL et al., 2006). Demnach kénnte eine unterschiedliche
Reaktion und damit eine unterschiedliche Eignung von Seren verschiedener
Vogelspezies fur den verwendeten GM-ELISA vermutet werden. DarUber hinaus
wurden in anderen Studien weitere Ursachen fur eine fehlerhafte bzw. ausbleibende
Detektion von zirkulierendem GM diskutiert (FRANCIS et al., 1994, MAERTENS et al.,
1999, PINEL et al., 2003, VERWELU et al., 1995, VERWEL et al., 2000). So konnten die
Abkapselung der Schimmelpilze mit nachfolgend ausbleibender Freisetzung von
Aspergillus-Antigenen in den Blutkreislauf, eine nur begrenzte Pilzinvasion in die

LungengefalBe, ein hoher Titer antigenbindender Antikérper und geringe
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GM-Freisetzungsraten durch den Pilz als moégliche Grinde eine Rolle spielen
(FRANCIS et al., 1994, MAERTENS et al., 1999, PINEL et al., 2003, VERWELJ et al., 1995,
VERWEIJ et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden neben der geringen
Nachweisrate von GM ebenfalls hohe Antikdrpertiter in 93,3 % der inokulierten
Falken beobachtet. Daher konnten Antikorper das zirkulierende Antigen gebunden
haben, wodurch es entfernt und dem Nachweissystem entzogen worden sein
konnte. Die Lasionen durch die Aspergilloseinfektion waren auf den
Respirationstrakt beschrankt, wodurch eine geringe oder ganzlich ausbleibende
Invasion in die BlutgefalRe (z. B. in den Luftsacken) und die geringe Konzentration
von zirkulierendem GM erklart werden konnte. Weiterhin ist bekannt, dass
verschiedene A. fumigatus-Stamme eine unterschiedlich hohe Produktion von GM
aufweisen (PINEL et al., 2003, VERWEL et al., 2000), sodass die GM-Nachweisrate
mdglicherweise auf Grund der Verwendung des Aspergillus-Stammes K125 so
gering war. Ob die Nachweisrate bei Verwendung eines invasiveren Stammes
hoher gewesen ware, bleibt jedoch ebenfalls unklar. Daruber hinaus waren die
Messungen in den hier durchgefuhrten Versuchen nur auf einen terminalen
Zeitpunkt beschrankt. Eventuell hatten frihere oder mehrfach wiederholte
Messungen andere Resultate ergeben. In Einklang mit den Ergebnissen vorheriger
Studien (ARCA-RUIBAL et al., 2006), deuten die Daten dieser Arbeit aber derzeitig
darauf hin, dass ein GM-ELISA zum Intra-vitam-Nachweis einer Aspergillose bei

Falken ungeeignet zu sein scheint.

5.2.4 Fumigaclavin A-Nachweis aus Blutproben

Schimmelpilze der Gattung Aspergillus spp. sind in der Lage, Mykotoxine wie das
Clavin-Alkaloid Fumigaclavin A (FuA) zu bilden (ABAD et al., 2010, ABRAMS et al.,
2001, MUCKE UND LEMMEN, 2004, RICHARD, 1997). Die Detektion von FuA sollte hier
als Intra-vitam-Diagnostikmethode zum Nachweis einer Aspergillose untersucht
werden. Dabei bestanden fur die dazu genutzte EIA Technik bereits
vielversprechende Erfahrungen aus der Untersuchung von Organproben von an
Aspergillose erkrankten Vogeln, in denen bei 67 % der aspergillosepositiven und
keinem der aspergillosenegativen Vogel FUA nachweisbar war (GRoss et al., 2013).
In der vorliegenden Arbeit wurde FuA jedoch in keiner der Blutproben detektiert.
Moglicherweise lag die FuA-Konzentration im Blut der Falken unterhalb der

Nachweisgrenze des Testsystems von 0,7 ng/g. Eine andere Erklarung kénnte sein,
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dass der hier verwendete A. fumigatus-Stamm K125 kein FuA produzierte, sodass
es folglich auch nicht nachgewiesen werden konnte. Dagegen spricht jedoch, dass
eine nachtraglich durchgefuhrte Untersuchung von Gewebeproben dreier Falken
aus Versuchsteil B, welche Aspergillome aufwiesen, deutlich positive EIA-
Testergebnisse lieferte. Es konnte aber auch sein, dass FuA zwar im Gewebe
gebildet wurde, jedoch nicht vom Gewebe ins Blut der Falken gelangte. Sollte
Fumigaclavin C (FuC) statt FuA in den Gewebeproben vorgeherrscht haben, konnte
es durch eine bekannte Kreuzreaktivitat mit FuA zu falsch positiven EIA
Testergebnissen in den Gewebeproben geflihrt haben. Dafir wirde sprechen, dass
FuC in A. fumigatus-Kulturen ein haufiges Endprodukt der Biosynthese innerhalb
der Fumigaclavine darstellt (FRISVAD et al., 2009, ROBINSON UND PANACCIONE, 2012).
Da diese Kreuzreaktivitat aber meist gering ist (circa 10 %), hatte in diesem Fall
eine sehr hohe FuC-Konzentration vorgelegen haben missen, damit sie im EIA des
Serums/Plasmas noch als positiv bewertet worden ware (LATIF et al., 2015).
Eventuell wurde FuA aber auch in eine Form metabolisiert, welche im EIA nicht
detektierbar war. FuA, Vorlaufertoxine und Festuclavine lassen sich dabei meist nur
fir eine kurze Zeit nachweisen (LATIF et al., 2015). Ahnliche Transformationen
wurden auch bei anderen Mykotoxinen und Testsystemen beschrieben, z. B. beim
Aflatoxin B1-Metaboliten Aflatoxin-M1 in der Milch von Kihen (VELDMAN et al.,
1992). Zur Metabolisierung solcher Alkaloide bei Vogeln gibt es gegenwartig keine
spezifischen Daten, sodass diese Hypothese weder bestatigt noch entkraftet
werden kann. Um dies aber bestmdglich auszuschlieBen, wurde hier eine
Vorbehandlung der Falkenseren mit Glucuronidase und Sulfatase durchgefuhrt, um
einige potenziell storende Konjugate gegebenenfalls zu entfernen. Unklar bleibt
aber, ob dies zum Erfolg fUhrte oder ob andere Metaboliten wahrend der
Pathogenese oder der Probenaufbereitung auftraten, welche mit dem EIA
interferiert haben konnten. Aus welchen Grinden auch immer, aktuell scheint der
Test nicht geeignet zu sein, um FuA im Blut von Falken nachzuweisen und weitere
Studien sind zur Klarung einer zuklnftigen diagnostischen Anwendbarkeit

erforderlich.

5.2.5 Akute-Phase-Proteine

Das Vorkommen von Akute-Phase-Proteinen (APP), wie dem Serumamyloid A

(SAA) und dem Haptoglobin (HP), wurde bei Saugetieren und Hihnern im
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Zusammenhang mit diversen Entziindungen, Infektionen, Neoplasien, Traumata
und Stress nachgewiesen (CHAMANZA et al., 1999b, CONNER et al., 1988, CONNER
et al., 1989, CrAY, 2012, MURATA et al., 2004, NAzIFI et al., 2010). In dieser Arbeit
sollte ihre Aussagekraft in Bezug auf die Diagnose einer aviaren Aspergillose
Uberpruft werden. Diesbezlglich wurde SAA bereits in einer Studie mit 259 Falken
als Gesundheitsindikator untersucht, wobei es im Blut von Tieren mit entzindlichen
Erkrankungen signifikant anstieg und im Falle von mykotischen Atemwegs-
infektionen auch dauerhaft erhéht blieb (CALIENDO et al., 2013). Letzteres stimmt mit
einem signifikanten Anstieg von SAA im Blut von Falken der vorliegenden Arbeit
uberein. Dieser wurde ebenso wie ein Anstieg von HP bei 75 % der immaturen und
100 % der juvenilen Falken mit Granulomen, aber nicht bei Kontrolltieren
beobachtet. Somit kdnnen SAA und HP als vergleichsweise sensitive Mess-
parameter fur eine klinische Aspergillosediagnostik angesehen werden. Gemal
dieser Ergebnisse scheint SAA bei Falken ein ,positives APP“ zu sein, welches
definitionsgemal als Reaktion auf eine Noxe ansteigt (MURATA et al., 2004). Da sich
bei immaturen Falken mit Granulomen aber neben einem SAA-Anstieg auch
signifikant erhéhte HP-Werte zeigten scheint auch HP ein positives APP zu sein.
Dies widerspricht jedoch den Ergebnissen einer Studie bei experimentell infizierten
jungen Wachteln, bei denen die HP-Werte nach einer Infektion mit A. fumigatus
sanken (GOETTING et al., 2013). Somit wurde HP bisher bei Végeln als ,negatives
APP“ angesehen (MURATA et al., 2004), was aber nun auf Grund der Reaktionen
bei Falken Uberdacht werden sollte.

Die Spezifitaten der SAA- und HP-Anstiege bezuglich des Intra-vitam-Nachweises
einer nachfolgend bestatigten Aspergillose schwankte mit 100 % bzw. 87,5 % bei
immaturen Falken und 50 % bei juvenilen Falken stark. SAA und HP stiegen somit
nicht nur bei Falken an, die auch Granulome entwickelten, sondern auch bei 66,7 %
bzw. 20 % der Falken ohne eindeutige histopathologische Nachweise einer
Aspergillose. Die Inokulation von A. fumigatus-Konidien und die Reaktion des
Immunsystems darauf konnten somit bereits den Anstieg der APPs verursacht
haben. Das hiel3e, dass diese APPs im Zuge einer Infektion mit A. fumigatus
vielleicht bereits ansteigen, bevor makroskopische Lasionen entstehen
(subklinische Aspergillose). In diesem Zusammenhang ware es fur zukinftige
Untersuchungen interessant, ob SAA und HP bei Falken mit Granulomen dauerhaft

erhoht bleiben und bei Tieren ohne Lasionen wieder absinken. Ob subklinische
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Sekundarinfektionen oder nicht-infektiose Ursachen wie Stress den Anstieg der
APPs bei den Falken mit verursachten, kann retrospektiv nicht geklart werden.

AbschlieBend kann die Aussagekraft dieser beiden APPs und vor allem die
Bedeutung dieses Tests fur die Aspergillosediagnostik mit den vorliegenden Daten
nicht sicher beurteilt werden. Dennoch scheint die Ermittlung von APPs eine
vielversprechende Methode zu sein, die in zukUnftigen Studien mit an Aspergillose

und an anderen Krankheiten erkrankten Vogeln weiter untersucht werden sollte.

5.2.6 Proteinelektrophorese

Die Menge und das Verteilungsmuster der Serum-/Plasmaproteine kdnnen beim
Saugetier auf spezifische Erkrankungen, Stoffwechselsituationen oder Belastungen
hinweisen (CRAY UND TATUM, 1998, TOTHOVA et al., 2016). Auch beim Vogel wurde
die Proteinelektrophorese bereits als nutzlich fir die Diagnose verschiedener
Erkrankungen, inklusive der Aspergillose beschrieben, wobei eine Differenzierung
zwischen verschiedenen Erkrankungen nur eingeschrankt moglich war (CRAY UND
TATUM, 1998, KUMMROW et al., 2012). Bei Falken dieser Studie stiegen im Anschluss
an eine Inokulation von A. fumigatus-Konidien die durchschnittlichen Konzen-
trationen Alpha-2-Globulin (a2-), Beta-Globulin (B-) und Gamma-Globulin (y-) sowie
der prozentuale Anteil dieser drei Globulinfraktionen am Totalprotein an. Dabei
wurde der Anstieg der Konzentration der a2- und [B-Globuline sowie der
prozentualen Anteile der B-Globuline in beiden Altersgruppen und der Anstieg der
prozentualen y- und a1-Globulinanteile sowie der y-Globulinfraktion nur bei den
immaturen Falken signifikant durch die Inokulationsdosis beeinflusst. Im Gegensatz
dazu sanken die prozentualen Anteile von Albumin und Praalbumin (PA) sowie die
Konzentrationen von PA und das Albumin-Globulin-Verhaltnis (A/G-Verhaltnis) bei
inokulierten Falken, wobei das A/G-Verhaltnis sowie die prozentualen Anteile von
Albumin und PA in beiden Altersgruppen signifikant durch die Inokulationsdosis
beeinflult waren. Diese Beobachtungen entsprechen Ergebnissen von Studien bei
Voégeln, in denen ebenfalls ansteigende Konzentrationen von - und y-Globulinen
und absinkende Konzentrationen von Albumin sowie ein erniedrigtes A/G-Verhaltnis
als markante elektrophoretische Veranderungen durch eine Aspergillose
beschrieben wurden (CRAY UND TATUM, 1998, CRAY et al.,, 2009c, IVey, 2000,
REIDARSON UND McBAIN, 1995). Fur die Konzentration von PA konnte ein

signifikanter Zusammenhang nur bei den immaturen Falken gezeigt werden. Damit
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stimmt dies mit Ergebnissen einer kirzlich bei Falken durchgeflhrten Studie
uberein, in der signifikant erniedrigte PA-Konzentrationen bei aspergillosepositiven
Falken nachgewiesen wurden (KuMMROW et al., 2012). Warum dieser Unterschied,
ebenso wie die unterschiedlichen Reaktionen bei den a1- und y-Globulinen, im
Rahmen der vorliegenden Studie jedoch nur bei immaturen Falken signifikant durch
die Infektionsdosis beeinflusst wurde bleibt unklar. Allerdings muss bedacht
werden, dass bei den immaturen Falken Serumproben und bei den juvenilen Falken
Plasmaproben fur die Untersuchungen verwendet wurden. Von Serumproben ist
bekannt, dass sie abweichende Elektrophoreseresultate liefern, v. a. im Bereich der
B-Globulin-Fraktion (CRAY et al., 2007, KuMMROW et al., 2012). Die erhdhten
B-Fraktionen der Plasmaproben stammen in diesen Fallen von den erhdhten
Fibrinogenanteilen, welche in Serumproben nicht mehr vorhanden sind (KuUMMROW
et al., 2012). Vorangegangene Studien zogen die Nutzung von Plasmaproben der
Nutzung von Serumproben vor, da diese besser flur weiterfihrende klinische oder
blutchemische Analysen verwendet werden konnen (CRAY et al., 2007). Generell
sollte bedacht werden, dass flur eine korrekte Interpretation der Ergebnisse die
Proben immer im gleichen Labor untersucht werden sollten, da deutliche
Unterschiede zwischen verschiedenen Analysesystemen gezeigt wurden (CRAY et
al., 2011).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit waren folgende elektrophoretische
Abweichungen bei Uber 75 % der Falken mit Granulomen sichtbar: erniedrigte A/G-
Verhaltnisse, erniedrigte Prozentanteile von PA und Albumin, erhohte
Prozentanteile und Konzentrationen von a2- und y-Globulinen. Alle aufgefuhrten
Parameter stellen somit rechnerisch hoch sensitive (> 75 % Sensitivitat)
Messparameter dar, die sich auler im Falle der y-Globuline in beiden Altersgruppen
signifikant zwischen inokulierten Falken mit Granulomen und ohne Granulome
unterschieden. Zusatzlich bestanden zwischen Falken mit und ohne Granulome
signifikante Unterschiede in der Konzentration von f-Globulinen in beiden
Altersgruppen, der Konzentration von PA, a1-, y-Globulinen sowie der Prozent-
anteile von y-Globulinen nur bei immaturen Falken und der Prozentanteile von [3-
Globulinen nur bei juvenilen Falken. Ein Grund fur diese Unterschiede zwischen den
Altersgruppen konnten die oben genannten unterschiedlichen Reaktionen und
Zusammensetzung von Serum und Plasma sein, wobei auch echte altersbedingte

Unterschiede nicht ausgeschlossen werden kdnnen.
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Daruber hinaus blieben einige dieser oben als sensitiv herausgestellten Parameter
bei der Mehrheit der Kontrolltiere und der aspergillosenegativen Tiere unverandert,
sodass die rechnerische Spezifitat einer Erniedrigung der Prozentanteile von PA
sowie einer Erhdhung der Prozentanteile und Konzentrationen von a2-Globulinen
mit Uber 75 % ebenfalls hoch war. Allerdings waren bei einigen inokulierten Falken
ohne makroskopische Aspergilloselasionen das A/G-Verhaltnis, die Konzentration
der y-Globuline und der Prozentanteil von Albumin und y-Globulinen auf ahnliche
Weise verandert wie bei Falken mit Granulomen, sodass flr diese Parameter
lediglich eine geringe Spezifitat festgestellt werden kann. Eventuell kdnnten diese
Parameter als Reaktion auf den Erreger angestiegen sein, bevor makroskopische
Lasionen entstehen konnten. Allerdings stiegen sie teilweise in einzelnen
Kontrollfalken ebenfalls an, weshalb falsch-positive Testresultate bei der Inter-

pretation solcher Testergebnisse bedacht werden mussen.

Zusammenfassend kann die Proteinelektrophorese demnach zur Diagnose der
Aspergillose beitragen, mit ihr kann diese aber nicht alleine gestellt werden.
Gegenwartig kann die Kombination etablierter, diagnostischer Methoden wie der
Endoskopie, der rontgenologischen Untersuchung, der kulturellen Anzucht und der
Histologie durch diese Blutuntersuchungen nicht ersetzt werden, da es andere
Erkrankungen gibt, die ebenfalls zu einer Veranderung dieser Werte fuhren kdnnten
(CRAY UND TATUM, 1998, CRAY, 2012). Unklar bleibt, ob diese Parameter bei Falken
mit Granulomen dauerhaft erhoht bleiben und ob und wann sie wieder absinken.
Zudem muss weiter geklart werden, ob und wie die Veranderung der Parameter bei
Grolfalken durch differentialdiagnostische Ursachen auftreten wirden. Diese
Fragen sollten in zukinftigen Studien untersucht werden, um eine bessere

Identifikation und Abgrenzung der Aspergillose zu erreichen.
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5.3 Schlussbetrachtung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass klinisch gesunde Falken nach
einer einmaligen, intratrachealen Inokulation einer definieten Menge von
A. fumigatus-Konidien eine akute bis subakute Aspergillose mit eindeutigen
pathologischen, histologischen und mykologischen Befunden entwickeln konnen.
Auf diese Weise konnte experimentell eine minimale Infektionsdosis flr
A. fumigatus-Konidien bei Falken ermittelt werden. Die signifikant hdhere minimale
Infektionsdosis bei immaturen Falken im Vergleich zu juvenilen Tieren bestatigt die
Annahme, dass junge Falken empfindlicher gegenuber A. fumigatus zu sein
scheinen als altere Falken. Eine Umgebungskonzentration von 45 A. fumigatus-
Konidien/m? Luft Uber 24 Stunden bzw. 1.079 KbE/m? Luft Uber eine Stunde sollte
in der Umgebung von Falkenhaltungen nicht Uberschritten werden, um Kkein
erhohtes Aspergilloserisiko einzugehen.

Die Hamatologie, die Anti-Aspergillus fumigatus-Antikorperbestimmung, sowie die
Fumigaclavin-A- und die Galactomannan-Bestimmung bieten keinen feststellbaren
Nutzen flr die Intra-vitam-Diagnostik der Aspergillose bei Falken. Allerdings
schienen das Akute-Phase-Protein Serum Amyloid A gemeinsam mit einzelnen
Proteinfraktionen der Proteinelektrophorese (A/G-Verhaltnis, die Konzentrationen
von Alpha-2- und Beta-Globulinen sowie die prozentualen Anteile am Totalprotein
von Albumin, Praalbumin, Alpha-2- und Beta-Globulin) signifikante Hinweise auf
eine Aspergillose zu liefern.

Die etablierten, diagnostischen Methoden wie die Endoskopie und die kulturelle
Anzucht bzw. die histologische Untersuchung nach Probenentnahme konnen

hierdurch jedoch nicht ersetzt werden.
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6 Zusammenfassung

Die Aspergillose wird meist durch Aspergillus fumigatus ausgelost und stellt eine
haufige und lebensbedrohliche Atemwegserkrankung bei Greifvogeln dar. Unter
den Greifvogeln gelten Gerfalken (Falco rusticolus) und ihre Hybriden als besonders
empfindlich, wobei juvenile Falken als am empfindlichsten angesehen werden.
Allerdings mangelte es bisher an experimentellen Studien, die dies belegen, und es
gibt keine Angaben zu einer minimalen Infektionsdosis von Schimmelpilzkonidien.
Darlber hinaus ist die Intra-vitam-Diagnose der aviaren Aspergillose aullerst
schwierig. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit die minimale Infektionsdosis von
A. fumigatus bei Gerfalkenhybriden, eine mogliche Altersabhangigkeit und
verschiedene diagnostische Intra-vitam-Methoden fur eine Aspergillose untersucht
werden.

Hierzu wurde die Entwicklung einer Aspergillose bei immaturen (8 Monate alten,
n = 18, Versuchsteil A) und bei juvenilen (7 - 8 Wochen alten, n = 21,
Versuchsteil B), gesunden Ger-Saker-Hybridfalken (F. rusticolus X F. cherrug) nach
einmaliger, intratrachealer Inokulation verschiedener A. fumigatus-Konidien-Dosen
(Versuchsteil A: 107, 10°, 103 und Kontrolltiere; Versuchsteil B: 107, 10°, 10°, 104,
103, 102 und Kontrolltiere) untersucht. Uber 28 Tage wurde die Entwicklung von
klinischen Symptomen uUberwacht. Eine hamatologische und serumdiagnostische
Untersuchung wurde zu Beginn und Ende des Versuchs vergleichend durchgefuhrt.
Es erfolgten pathologisch-anatomische, histologische, bakteriologische und
mykologische Untersuchungen sowie ein Vergleich der aus den Falken reisolierten
Schimmelpilzisolate mit dem experimentellen Inokulum per Mikrosatelliten-Langen-
Polymorphismus.

Klinische Symptome waren bei 80 % der aspergillosepositiven immaturen Falken
sichtbar und bei juvenilen Falken korrelierten sie signifikant mit der Infektionsdosis.
Granulome wurden in Luftsdcken und Lungen von 4/15 inokulierten, immaturen
Falken und von 10/18 inokulierten, juvenilen Falken, aber nicht von Kontrolltieren
festgestellt. Sie wurden histopathologisch als Pilzgranulome bestatigt, aus denen
mykologisch die Reisolation von A. fumigatus bei 3/15 immaturen und 9/18
inokulierten, juvenilen Falken gelang. Die Reisolate waren molekularbiologisch mit

dem Inokulum identisch.
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Basierend auf der Histologie als Bestatigung einer Aspergillose wurde die ,Minimale
Infektionsdosis® fur die einmalige intratracheale Inokulation von A. fumigatus-
Konidien bei den immaturen Falken mit MID1o= 10 452109 dje M|Dso= 10 6:02£054
und die MIDgo = 10 750 £ 0.92 grmittelt. Bei den juvenile Falken wurden diese mit
MID1o= 10 195126 MIDso = 10 #52% 067 ynd MIDgo = 10 79°*1.33 berechnet. Von der
MID1o der juvenilen Falken ableitend sollte eine Umgebungskonzentration von
45 A. fumigatus-Konidien/m? Luft Gber 24 Stunden bzw. 1.079 KbE/m? Luft Uber eine
Stunde in Falkenhaltungen nicht Gberschritten werden.

In der Serumdiagnostik korrelierten die Antikorpertiter mit der Inokulationsdosis,
nicht aber mit der klinischen Erkrankung. Das Akute-Phase-Proteine Serum
Amyloid A war gemeinsam mit einzelnen Proteinfraktionen der Proteinelektro-
phorese (A/G-Verhaltnis, Konzentrationen von Alpha-2- und Beta-Globulinen sowie
prozentuale Anteile am Totalprotein von Albumin, Praalbumin, Alpha-2- und Beta-
Globulin) diagnostisch flr eine Intra-vitam-Diagnose einer Aspergillose hilfreich.
Zusammenfassend belegt die vorliegende Arbeit erstmalig, dass eine einmalige
intratracheale Applikation von A. fumigatus-Konidien und somit vermutlich eine
einmalige erhdhte Exposition mit der Umgebungsluft zur Induktion einer klinischen
Aspergillose bei immaturen und juvenilen Falken ausreicht. Juvenile Falken sind
dabei signifikant empfindlicher als immature Falken. Zudem konnten erstmalig
minimale Infektionsdosen fur A. fumigatus-Konidien bei Falken und Empfehlungen
fur deren Maximalkonzentrationen in der Umgebungsluft von Falkenhaltungen

etabliert werden.
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7 Summary

Aspergillosis caused by Aspergillus fumigatus is a common and life-threatening
respiratory disease in raptors. Among raptors, gyr falcons (Falco rusticolus) and
their hybrids are often declared to be highly susceptible with juvenile individuals
being regarded as most susceptible. However, proofing species specific
experimental studies and data about a minimal infectious dose of A. fumigatus
conidia are lacking. Moreover, the antemortem diagnosis of avian aspergillosis is
very challenging. Therefore, the main study aimed to detect a minimal infectious
dose of A. fumigatus and potential age-dependent susceptibility differences in gyr-
hybrid falcons. Moreover, the diagnostic intra vitam assays for aspergillosis should
be improved.

To this end, the development of aspergillosis was investigated in 8-months-old
(N =18, Trial A) and in 7 - 8-weeks-old (N = 21, Trial B), healthy gyr-saker hybrid
falcons (F. rusticolus X F. cherrug) after a single intratracheal inoculation of different
dosages of A. fumigatus conidia (trial A: 107, 105, 103 and negative control; trial B:
107, 108, 10°, 104, 103, 102 and negative control). Over 28 days, clinical signs were
monitored. Hematological and serodiagnostic examinations were compared before
and after the trials. Afterwards, necropsy, histopathology, bacteriology, and
mycology were performed. Moreover, the re-isolated fungal isolates were compared
to the inoculum using microsatellite length polymorphisms.

Clinical signs were observed in 80 % of the aspergillosis-positive, immature falcons
and in the juvenile falcons the clinical signs correlated significantly with the
infectious dose. Necropsy revealed the presence of granulomas in the air sacs and
lungs of 4/15 inoculated, immature falcons and in 10/18 inoculated, juvenile falcons,
but not in the control animals. From these lesions, fungal granulomas were
confirmed by histopathology and A. fumigatus was re-isolated in 3/15 immature
falcons and 9/18 juvenile falcons. All fungal strains re-isolated from lesions were
identical to the inoculum based on microsatellite length polymorphism. Based on
histopathology results minimal infectious doses were MIDio = 10 452 * 1.09
MIDso = 10 6-02£054 gnd MIDgo = 10 7-%0 %092 jmmature and MID1o = 10 '-95%1.26
MIDso = 10 452+ 067 gnd MIDgo = 10 7% * 133 in juvenile individuals. Derived from

MID1o in juvenile falcons, it can be recommended to not exceed levels(| of 45
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A. fumigatus conidia/m® ambient air for 24 hrs or 1,079 A. fumigatus conidia/m?
ambient air for one hour at falcon husbandry sites, respectively.

In the serumdiagnostic antibody titers correlated significantly with the infectious
dose, but not with the clinical disease. The acute phase protein Serumamyloid A
was in addition to single parameters of protein electrophoresis (A/G-ratio,
concentrations of alpha-2- and beta-globulins and percental share of total proteins
of albumin, prealbumin, alpha-2- und beta-globulin) helpful for an intra vitam
diagnostics to detect aspergillosis.

In conclusion, the study shows for the first time that falcons are susceptible to
aspergillosis after inoculation of a single dose of conidia intratracheally and thus
most likely after increased conidia exposition with the ambient air too. Juvenile
falcons are significantly more susceptible than immature falcons. Moreover, a
minimal infectious dose for A. fumigatus conidia in falcons was calculated for the
first time enabling the formulation of husbandry recommendations for maximum

conidia concentrations in the ambient air.
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Anhang Il Listen

ll.I Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

IL.LI Reagenzien und Verbrauchsmaterial fir die

Aspergillosediagnostik

suchungen

und die Vorunter-

Kryokonservierung des Schimmelpilzisolates:

Microbank™

Galleria mellonella Virulenztest:
Myjector U-100 Insulin syringe

Wachsmottenlarven

Desinfektionsmittel:
F 10 (1:250, 30 Minuten)

Mold Bomb

Neopredisan 135-1

Pro-Lab Diagnsotics, Novolab

SPRL, Geraardsbergen, Belgien

Verdifarm, Beringen, Belgien
Fauna Tropics GmbH,

Marbach/Neckar-Rielingshausen

Health & Hygiene, Florida Hills,
Sudafrika

Bio Cide Laboratories, Cumming,
GA, USA

MENNO Chemie Vertrieb GmbH,
Norderstedt

Testsysteme fiir die Serodiagnostik:

Hamagglutinationstests:
Hemkit® Aspergillus IHA

Glucuronidase-Sulfatase-Lésung

Aspergillus-Antigen ELISA:
Platelia™ ELISA Kit

Ravo Diagnostika, Freiburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA
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Aspergillus-Antikorper ELISA:
unfraktioniertes Aspergillus-Antigen

Nunc Maxisorp Immunomodule
ELISA plates

10 %-ige Kasein-Losung
Anti-Huhn-Meerrettich Peroxidase
Konjugat (Anti chicken IgG)
2,29-Azino-bis-3-Ethylbenzthiazolin-
6-Schwefelsaure

Tween® 20

Aspergillus-Toxin (FuA) EIA
FuA StandardI6sung ( ALX-630-
110; 200 ng/ml) - 98 % Reinheit,
Molekulargewicht 298,4 in
Methanol, mit Adsorptionsmaxima
bei 224 nm, 275 nm, 281 nm und
292 nm.

Polyklonales Schweine anti-
Kaninchen IgG-Meerrettich
Peroxidase Konjugat
(anti-rabbit-IgG-HRP)

Methanol

Kasein-Natriumsalz

Tween® 20

Immuno-Mycologics, Norman, OK,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Kirkegaard and Perry,
Gaithersburg, MD, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Alexis Biochemicals, Lausen,

Schweiz

Dako A/S, Glostrup, Danemark

Merck KgaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen

Serum-/Plasma-Proteinelektrophorese

Split Beta gels

Rocket Stain - Coomassie Acid

Blue,

Helena Laboratories, Beaumont,
TX, USA
Helena Laboratories, Beaumont,
TX, USA
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Akute-Phase-Proteinmessung:
Eiken SAA kit

Tridelta Phase HP Kit

Farbelosung fur die Hamatologie:
Shandon Wright-Giemsa Stain Kit

Eindeckmedium:
Kaisers Glyceringelatine
Entellan® Neu

Molekularbiologie

Formamid

GS 500 LIZ size standard

ABI Prism 3100 Genetic Analyzer

Fixierlosung fiir die Histologie:
gepuffertes Formalin 10% (pH 6,9)

Hamalaun nach Mayer:
Hamatoxylin (Monohydrat) fur die
Mikroskopie

Eosin G-Ldsung wassrig
Natriumiodat zur Analyse NalO3
Aluminiumkaliumsulfat-
Dodecahydrat (Kalialaun)
Chloralhydrate pure
Citronensaure-Monohydrat

Immunhistochemie
Concanavalin A (L6397)

Eiken Chemical Co Ltd., Tokio,
Japan
Tridelta, Boston, NY, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt

Amresco Inc., Ohio, USA
Applied Biosystems, Halle, Belgien
Applied Biosystems, Halle, Belgien

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co KG,

Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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PAS (Periodic-Acid-Schiff) Reaktion:

Periodsaure

Schiffs Reagenz
Hamatoxylin Lésung n. Gill 1l
Xylol

Waschldsungen:

PBS tablets (1 Tabl. Auf 1.000 mi
Aqua dest., pH 7,4 einstellen)
Triton X 100

Pufferlosung:

Tween® 20

Hank’s balanced salt solution
(HBSS)

Verbrauchsmaterial:

SuperFrost*/Plus-Objekttrager

Coverplates

Immersionsol 104699

Medien

Sabouraud Dextrose Agar (SAB)
CMO0041
Columbia-Agar-Fertigplatte

mit Schafblut (CSB)
Gassner-Nahrboden-Fertigplatten
Brilliantgrinagar

Gepuffertem Peptonwasser

Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt
Merck KgaA, Darmstadt

Medicago AB, Uppsala, Schweden

Carl Roth GmbH & Co KG,

Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen

Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Astmoor, Runcorn, UK
Merck KgaA, Darmstadt

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel

Oxoid Deutschland GmbH, Wesel
Oxoid Deutschland GmbH, Wesel
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Endotrachealtubus
Paediatric endotracheal tube 2.5
(2,5 mm Innen- und 3,5 mm Aul3en-

durchmesser, 165 mm Lange)

Blutentnahmematerial:
Octenisept Hautdesinfektionsspray
Kanule Finejekt 25G x 5/8,

0,5x 16 mm

Einmalspritzen BD Discardit 5 m

Mikro-Probengefal® 1,3 ml LH
Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Mullkompresse 8-fach, 5 x 5 cm

Nahtmaterial:
Coated Vicryl Plus 4-0

Vygon, Ecouen, Frankreich

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt
Henkel Sass Wolf, Tuttlingen

Rogg Verbandstoffe GmbH & Co.
KG, Fahrenzhausen

Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Eppendorf AG, Hamburg
NOBAMED Paul Danz AG, Wetter/
Ruhr

Ethicon LLC, Guaynabo, Puerto
Rico, USA

I.LLLII Reagenzien und Verbrauchsmaterial fur die Durch-

fihrung des Tierversuchs

Narkose- und Euthanasiemedikamente:

Isoflo®
T61

Medini NV, Oostkamp, Belgien
Intervet Deutschland GmbH, MSD
Tiergesundheit, Unterschleillheim
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ILLIIl Sonstiges Verbrauchsmaterial

Deckglaser

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

Objekttrager, gebrauchsfertig,
gereinigt

Neubauer® Zahlkammer

Papiertischtuch mit Damast-

pragung 100 m x 1,2 m weil}

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co KG, Sondheim
Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co KG, Sondheim

LO - Laboroptik Ltd., Lancing, UK

PAPSTAR GmbH, Kall

LIl Liste der verwendeten Gerate

Gerate zur Untersuchung der Falken:

Phonendoskop:

Littmann Classic Il Stethoskop

Réntgengerat:
Gierth HF 400A

Waage:
MTB 20

Endoskop:
TelePack PAL 20043020

Hopkins® GroRbild-Vorausblick-
Optik 30°; @ 2,7 mm,

Lange 18 mm

3M Deutschland GmbH, Neuss

GIERTH X-Ray international GmbH,

Riesa

Adam Equipment, Kingston, Milton
Keynes, MK10 OBD, UK

KARL STORZ GmbH & Co. KG,
Tuttlingen

KARL STORZ GmbH & Co. KG,
Tuttlingen
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Telecam Ein-Chip-Kamerakopf mit

Parfocal Zoom Objektiv
25-50 mm

KARL STORZ GmbH & Co. KG,
Tuttlingen

Gerate zur Durchfuihrung von Inokulum- und Probenbearbeitung:

Mikroskope:

Axioskop

Leica DM 2500

Digitale Mikroskopkameras:
Leica ICC 50 HD

Leica DFC 425 C

Zentrifugen:
Hettich Universal 32R, r = 97 mm

Mikro20

Rotanta/T

Werkbanke:

Safeflow 1.2

Sterile Werkbank Microflow
Sterile Werkbank S@feflow 1.2

Isoflurane Vapor 19.3

Automatische Pipetten:

Eppendorf Reference ®, 0,5 - 10

Eppendorf XPlorer®, 15 - 300
Pipetman®, P10, 1 - 10 pl;

P20, 2 - 20 pl; P100, 20 - 100 yl;
P200, 50 - 200 pl;

P1000, 200 - 1.000 pl

Carl Zeiss AG, Jena

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar

Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar

Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen
Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen

Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden
Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden
Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden
Dragerwerk AG, Libeck

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Gilson International France S.A.S.,

Villiers-le-Bel, Frankreich
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Brutschrank:

Sanyo CO2 Incubator Sanyo, Minchen

CO2Auto Zero Heraeus Instruments, Hanau
Keltvitron® t Heraeus Instruments, Hanau

Luftprobensammler:
MAS-100 Eco Merck-Whitehouse Station, New
Jersey, USA

Gerate fir die Durchfiihrung des Aspergillus-Antikorper ELISAs:
Molecular Devices plate reader Molecular Devices Ltc, Sunnyvale,

CA, USA

Gerate fur die Durchfiihrung des FuA EIA:

Model Sunrise Plate Reader Tecan, Crailsheim, Germany
Peristaltischer Homogenisator Seward Seward, West Sussex, UK
Stomacher® 400 Circulator

Gerate fiir die Durchfiihrung der APP-Messungen:
Randox Daytona Analyzer Randox Laboratories,

Kearneysville, VA, USA

Gerate fiir die Durchfiihrung der Proteinelektrophorese:

Helena SPIFE 3000 system Helena Laboratories, Beaumont,
TX, USA
Ortho Vitros 250 Analyzer Ortho Clinical Diagnostics,

Rochester, NY, USA

Vortex-Schiittler:
REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co
KG, Schwabach

Gerate fur die Durchfiihrung der PCR:
ABI Prism 3100 Genetic Analyzer Applied Biosystems, Halle, Belgien
QlAcube Qiagen GmbH, Hilden
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NanoDrop 2000c
PTC-200 Peltier Thermal Cycler
Rotor-Gene Q

Thermomixer Comfort

TissueLyser LT

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE, USA

MJ Research Inc, St. Bruno,
Kanada

Qiagen GmbH, Hilden
Eppendorf AG, Hamburg
Qiagen GmbH, Hilden

ILIll Liste der verwendeten Programme (Software)

Software zur Auswertung des
EIA
Magellan EIA Software

Software zur Auswertung der PCR

Genemapper v3.5

BioNumerics version 6

Tecan Group Ltd., Mannendorf,

Schweiz

Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA
Applied Maths, St-Martens-Latem,

Belgien

Software zur statistischen Auswertung

BMDP1, BMDP3D, BMDP6D

BiAS* (Biometrische Analyse von
Stichproben) fur Windows, Version
9.08

Microsoft Excel 2013

BiAS fur Windows, Version 9.14

BMDP Statistical Solutions,
Stonehill Corporate Center, Saugs,
MA, USA

Epsilon-Verlag, Hochheim,

Darmstadt

Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA
Dr. rer. med. Hanns Ackermann,

Goethe-Universitat-Frankfurt
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