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Diagnose von Histomonadose bei Trute,
Huhn, Pfau und Wachtel mittels PCR
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Histomonas meleagridis (H. meleagridis) ist ein einzelliger
begeisselter Parasit mit weltweitem Vorkommen bei
Hithnervogeln (Galliformes). Er reichert sich tiber zwei
Transportwirte im Boden an: der im Blinddarm von
Hithnervogeln vorkommende Pfriemenschwanz Heter-
akis gallinarum (Het. gallinarum) nimmt H. meleagridis
auf und lagert ihn in die Eier ein. Ausgeschiedene infi-
zierte Eier werden von Regenwiirmern aufgenommen
(McDougald, 2005). Ausser Gber die orale Aufnahme
von infizierten Pfriemenschwanz-Eiern oder Regenwiir-
mern konnen sich Hithnervogel auch kloakal tber re-
trograde Peristaltik (,Kloakentrinken®) infizieren
(McDougald, 2005). Die Uberlebensfihigkeit im Kot ist
mit ca. 9 h eher gering (Lotfi et al., 2012). Allerdings
wurde in vitro ein Vermdgen zur Zystenbildung nach-
gewiesen (Zaragatzki et al., 2010), womit Infektionen
ohne augenscheinliche Beteiligung von Het. gallinarum
erkliart werden konnen (Dolka et al., 2015).

Die durch H. meleagridis verursachte Histomonadose
oder Schwarzkopfkrankheit ist vor allem bei Truten
bekannt. Seit dem Verbot der Therapie mit wirksamen
Antiparasitika bei Lebensmittel liefernden Tieren (EU,
2002) und zunehmender Freilaufhaltung von Gefligel
kommt Histomonadose wieder vermehrt vor (Dolka et

al., 2015). Die Mortalitit kann bei Truten 100% betra-
gen, wobei 60% der Herden eine Mortalitit unter 10%
aufweisen (Callait-Cardinal et al., 2007). Erkrankte Tie-
re zeigen Apathie, Schwiche und schwefelgelben Kot.
Andere Galliformes wie Huhn, Fasan und Wachtel sind
empfinglich, wihrend Ente und Strauss resistent sind
(McDougald et al., 2012; Hess et al., 2015). Bei Hithnern
verlduft Histomonadose subklinisch (Reservoir) oder
mild mit wenig spezifischen Symptomen wie Apathie,
Kiimmern und gestriubten Federn. In Osterreich be-
trigt die Seroprivalenz bei Legehennen im Alter von
60-97 Wochen in konventionellen Bodenhaltungen
29.7% und in Freilandhaltungen 46.8% (Grafl et al.,
2011). In den Niederlanden liegt die Herdenseropriva-
lenz bei 70-wochigen Legehennen in allen Haltungsfor-
men bei 100% (Van der Heijden und Landman, 2011).

Die Diagnose der Histomonadose erfolgt bislang vor-
wiegend histologisch. Im nekrotischen und meist
autolytischen Gewebe erschweren mehrere Entwick-
lungsstadien und die geissellose Gewebeform von H. me-
leagridis die Diagnosestellung (Hess et al., 2015). Zudem
kommen andere Einzeller wie Blastocystis spp. und Te-
tratrichomonas gallinarum (T. gallinarum) in den Blind-
dirmen von Galliformes vor. Blastocystis spp. verfugen

Tabelle 1: Anzahl der mit PCR zum Nachweis von Histomonas meleagridis (Hm), Tetratrichomonas gallinarum (Tg) und Blastocystis spp. (Bl) posi-
tiv getesteten Hithnervogel.

Huhn Trute Pfau Wachtel
Gallus gallus domesticus Meleagris gallopavo Pavo cristatus Coturnix japonica/
forma domestica Colinus virginianus
Heterakis Blind-
PCR Leber Blinddarm gallinarum Leber Blinddarm Leber | Blinddarm Leber
. darm
(aus Blinddarm)
Hm konventionell 2/312 3/352 1/10 4/104 4/104 0/1 0/1 0/2 0/2
Hm real-time! 2/312 4/352 4/10 4/104 4/104 0/1 0/1 0/2 0/2
Hm real-time3 5/17 8/17 114 114 1/14 114 1/44 1/44
Tg konventionell 2/312 12/352 0/10 1/10 0/1 7nm 0/2 0/2
Bl konventionell 2/312 9/352 0/10 1/10 0/1 0/1 0/2 2/2

1 Proben Sammelperiode 1 (36 Hiihner, 10 Truten, 1 Pfau, 2 Wachteln)

2|n der ersten Sammelperiode wurden Leber und Blinddarm von 30 Hilhnern gesammelt, bei 1 Huhn nur Leber und bei 5 Hilhnern nur Blinddarm

3 Proben Sammelperiode 2 (17 Hihner, 1 Trute, 1 Pfau, 4 Wachteln)

4 Truten, Pfau und Wachtel mit makroskopischem Sektionsbild verdachtig fiir Histomonadose waren Hm-PCR-positiv (Hm-PCR-negative Tiere
hatten andere Todesursachen)
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nicht iiber krankmachendes Potential (Landman et al.,
2016). T. gallinarum hingegen verursacht histologisch
von Histomonadose kaum unterscheidbare Typhlohe-
patitiden bei Rothiithnern (Liebhart et al., 2014) und
granulomatdse Leber- und Blinddarmverinderungen,
die auch einer Mykobakteriose gleichen kénnen, bei
Legehennen (Landman et al., 2016). Der Erregernach-
weis mittels PCR ist deshalb fiir eine korrekte dtiologi-
sche Diagnose unabdingbar.

Zur Evaluierung der PCR-Diagnose wurden Gewebepro-
ben von 53 Hithner (35 Hybriden und 18 Rassehithner),
11 Truten, 6 Zuchtwachteln (5 Japanwachteln, 1 Virgi-
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niawachtel) und 2 Pfauen eingesetzt. Fiir Histomonado-
se verdichtige und unverdichtige Tiere wurden aus dem
Sektionsgut (Schweiz und Liechtenstein) in 2 Sammel-
perioden (SP1, SP2) 2013-2015 beprobt (Tab. 1). Da der
Nachweis von H. meleagridis am verlisslichsten aus der
Leber und den Blinddirmen gelingt (Grabensteiner et
al., 2006), wurden bei allen Tieren Leber- (Le) und
Blinddarmproben (Cae) entnommen, ausser bei 6 Hiith-
nern (Ix nur Le, 5x nur Cae). Bei 4 Rassehithnern und
6 Legehennen wurde zusitzlich Het. gallinarum mittels
Falcon-R6hrchen mit Nylonfilter aus dem Blinddarmin-
halt ausgewaschen und manuell aus dem Filterriickstand
gelesen. Um die Heterakiseier aufzubrechen, wurden die

Abbildung 1: Trute, ca. 14 Wochen alt (a, b), Legehenne, Hybride, 26 Wochen alt (c, d) und Japanwachtel, 15 Monate alt (e, f)
mit Histomonadose. Leber: stumpfrandig, teils griinlich bis dunkel (a,e), mit unzahligen (a), oder vereinzelten teils konfluie-
renden (c,e) kokardenartigen Nekroseherden (Pfeile). Blinddarme: er6ffneter Blinddarm mit blutigem und kasigem Inhalt

(b, d) oder makroskopisch unauffallig (f). Balken: 2 cm.
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Proben 3x gefroren/getaut, homogenisiert (Precellys®24
apparatus, bertin technologies, Montigny-le-Breton-
neux, Frankreich) und lysiert (Mathis et al., 1996).

DNA wurde aus ca. 25 mg Le, Cae oder Het. gallinarum
mit dem ,,QIAamp DNA Mini Kit“ (Qiagen, Hilden,
Deutschland) extrahiert (Linder, 2015). Proben aus SP1
wurden mit 3 konventionellen Simplex PCRs zum
Nachweis von H. meleagridis, T. gallinarum und Blastocys-
tis spp. nach Grabensteiner und Hess (2006) mit gerin-
gen Anderungen (Linder, 2015) getestet. Als interne
positive Kontrolle diente eGFP (Hoffmann et al., 2005).
Die Elektrophorese wurde auf einem automatisierten
Kapillarsystem durchgefithrt (QIAxcel Advanced Sys-
tem, Qiagen). Die Positivkontrollen von H. meleagridis,
T. gallinarum und Blastocystis spp. wurden freundlicher-
weise von Prof. M. Hess, Universitit Wien und
Dr. C. Frey, Universitit Bern zur Verfiigung gestellt.

Alle Proben wurden mit der H. meleagridis real-time PCR
(Hm real-time PCR) nach Landman et al. (2015) analy-
siert. Diese wurde modifiziert, um sie mit der internen
Kontrolle (eGFP) als Duplex real-time PCR durch-
zufithren. Pro 25 pl Reaktionsansatz wurden 12.5 pl
»TagMan Universal PCR MasterMix (2x)“ (Applied
Biosystems (AB), Foster City, USA), 600 nM Hm5.8F2
und Hm5.8R Primer (Microsynth, Balgach, Schweiz),
200 nM Hm5.P Sonde (AB), 400 nM EGFP1-F und
EGFP2-R Primer (Microsynth), 200 nM EGFP1-S Sonde
(Microsynth) und 5 pl DNA unverdiinnt und 1:10 ver-
diinnt verwendet.

Resultate und Diskussion

Die an Histomonadose erkrankten Truten aus dem eva-
luierten Sektionsgut zeigen in Ubereinstimmung mit
der Literatur eine nahezu pathognomonische Typhlo-
hepatitis mit multiplen kokardenartigen Nekrosen
(,bull’s eye lesions”) in der dunkel bis griinlich verfarb-
ten Leber und verdickte Blinddirme mit kisig-blutigem
Inhalt (fibrinés-ulzerative Enteritis) (Abb. la, b; Gra-
bensteiner et al. 2006). Bei Huhn, Wachtel und Pfau
sind die in der Literatur beschriebenen und auch bei
Schweizer Hithnervogeln aufgefundenen Sektionsbilder
vielfaltiger. Bei Hithnern sind hiufig feste gelbe Massen
fokal oder auf ganzer Linge der Blinddirme vorhanden
(Abb. 1d), wihrend Leberldsionen in unterschiedlicher
Ausprigung vorkommen (Abb. 1c; Dolka et al., 2015),
oder ginzlich fehlen kénnen (Homer und Butcher,
1991).

Bei einer Japanzuchtwachtel und einem 3 Wochen alten
Pfauenkitken wurden in der pathologischen Untersu-
chung ausgeprigte kokardenartige Lisionen in der Leber
festgestellt (Abb. le), wihrend die Blinddirme makros-
kopisch unauffillig waren (Abb. 1f). Diese Befunde
stehen im Gegensatz zu einem Ausbruch von Histomo-
nadose bei Virginazuchtwachteln in den USA mit einer
Mortalitdt von 11%. Dort zeigten 55/56 Wachteln mas-
siv verinderte Blinddirme, aber nur 3/56 Tieren Leber-
lisionen (McDougald et al., 2012).

Bei allen Tieren mit verdichtigem Sektionsbild konnte

H. meleagridis mittels PCR und falls veranlasst mittels
Histologie nachgewiesen werden, ausser bei einer
PCR-positiven Henne, wo histologisch keine Histomo-
naden angesprochen werden konnten. Mehrfachinfek-
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tionen wurden nur bei Hithnern festgestellt: Ein Huhn
war dreifach positiv mit H. meleagridis (nur aus Het. gal-
linarum), T. gallinarum (Le, Cae) und Blastocystis spp.
(Le, Cae), Todesursache war jedoch eine hochgradige
Blutarmut infolge eines massiven Befalls mit der roten
Vogelmilbe; 1 Huhn war H. meleagridis (nur aus Het. gal-
linarum) und T. gallinarum (Cae) positiv; 2 waren H. me-
leagridis (1x Le, Cae; 1x Cae) und Blastocystis spp. (Cae)
positiv und 3 waren T. gallinarum (Cae) und Blastocys-
tis spp. (Cae) positiv. Trotz wenigen positiven Proben
ist die Verbreitung von 7. gallinarum und Blastocystis spp.
bei praktisch allen Hithnervogeln ersichtlich (Tab. 1).
Von den Het. gallinarum Proben wurden 1/10 (konven-
tionelle PCR) beziehungsweise 4/10 (realtime PCR)
positiv getestet, wihrend die Gewebeproben der entspre-
chenden Hithner negativ waren. Dies untermauert die
Reservoirfunktion der Hithner. Fiir die Routinediagnos-
tik ist der Nachweis von H. meleagridis in Het. gallinarum
aber wegen des grossen Aufwands nicht geeignet. Die
Resultate der konventionellen und real-time PCR waren
bis auf eine Cae-Probe kongruent (Tab. 1). Es wurden
keine Kreuzreaktionen in der bisher nicht mit klinischen
Proben validierten Hwm real-time PCR (Landman et al.,
2015) festgestellt.
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Schlussfolgerung

Die makroskopischen Befunde bei Histomonadose sind
bei Truten nahezu pathognomonisch, kdnnen aber bei
Huhn, Pfau und Wachtel stark vom gewohnten Bild
abweichen. Die hier beschriebenen konventionellen und
real-time PCR Methoden werden daher fiir eine korrek-
te dtiologische Diagnose von Histomonadose bei mog-
licher Anwesenheit von morphologisch dhnlichen
Parasiten in den Blinddirmen empfohlen. Huhn und
Wachtel sind weniger anfillig als Truten und kénnen
daher als Reservoir fur H. meleagridis angesehen werden,
was insbesondere der Nachweis von H. meleagridis in
Het. gallinarum bei vier Hithnern mit fehlendem Gewe-
benachweis untermauert. Truten sollten deshalb nie mit
anderen Hithnervogeln zusammengehalten werden.
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