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1 Einleitung

Die Exotenhaltung erfreut sich stetig wachsenddreB#heit. Deshalb werden auch in der
Tierarztpraxis immer haufiger Reptilien vorstelldgren Besitzer v. a. durch das Internet oft
gut informiert sind. So haben die Halter von Riessfitangen konkrete Vorstellungen
dartiiber, worauf ihre Tiere untersucht werden sollenter anderem wird die gezielte
Untersuchung auf die Einschlusskorperchenerkrank(frielusion body disease®, 1BD)
gewdilnscht, da sich die Nachricht vom ,Schlangen&ihnter den Haltern schnell herum-
spricht und im Internet davor gewarnt wird. Die r€iezeigen dabei oft Regurgitation und
haufig auch zentralnervose Stbérungen, wobei esekpathognomonischen Anzeichen fir
diese Erkrankung gibt. Als diagnostische MalRnahmienflir gelten die Beurteilung von
Blutausstrichen und Organbiopsien, wobei auf dmsghen Einschlusskdrperchen geachtet

wird. Uber die Atiologie der Krankheit ist allerdjs noch wenig bekannt.

Das Ziel dieser vorliegenden Arbeit ist der Vergevon Blutausstrichen und Leberbiopsien
im Hinblick auf das Vorhandensein solcher intrapjdsmatischen Einschlusskérperchen,
welche fir IBD charakteristisch sind. Es soll usteht werden, inwiefern eine Aussage uber
ein IBD positives bzw. negatives Ergebnis getroffeerden kann, ob u. U. eine alleinige
Beurteilung von Blutausstrichen ausreicht oder pemd eine zuséatzliche Leberbiopsie fur
die Diagnosestellung notwendig ist.

Somit soll die Dissertation einen Beitrag zu eiaewendbaren Diagnostik leisten und auch
dem Tierschutz dienen. Denn wenn ein Blutausstadlein flr die Diagnosefindung
ausreichend ist, ware das im Vergleich zur Biogswohl fur das Tier als auch fur den Halter
von Vorteil: eine Blutentnahme ist weniger invasehneller in der Praxis durchfiihrbar — u.
U. auch zu Hause bei den Besitzern, ist kostengjamstdas Ergebnis liegt zeitnah vor, das
Narkoserisiko fir eine Biopsieentnahme entfallt wamit auch die z. T. zeitaufwendige
Nachsorge. Vielleicht waren dann auch mehr Schiamgjéer dazu bereit, ihre Tiere
vorsorglich auf IBD untersuchen zu lassen. Mit diadlurch erhaltenen Daten kbénnte eine
Aussage Uber das Ausmal} der Verbreitung von IBDeutschland getroffen werden und die

Weiterverbreitung lie3e sich besser eindammen.



2 Literaturubersicht

2.1 Taxonomie der Schlangen

(Mattison 1999, Ahne et al. 2000)

Die Klasse Reptilia beinhaltet dieOrdnung SquamataSchuppenkriechtiere), die wiederum
in die Unterordnung Ophidia (Serpenteseingeteilt wird. Die Schlangen sind charakterisie
durch folgende Merkmale: ihr Kdrper ist lang gesitteund sie besitzen keine Gliedmalien;
sie weisen eine ,Brillenbildung® auf (Verwachsungrd.ider); sie haben kein aul3eres Ohr
oder Trommelfell und auch keine Harnblase. Momesetastieren 18 Familien, von denen 15
Familien in dieUberfamilie Alethinophidiaeingeordnet sind. Deren Charakteristika bestehen
darin, dass sie meist keine Uberreste des Becketgjiaufweisen, mit Ausnahme mancher
Boiden, welche Aftersporen besitzen. Zum Tell istr hre linke Lunge entwickelt. Im
Folgenden werden einige Familien mit einer AusvahlArten erwahnt, die fur diese Arbeit

von Bedeutung sind.

Der Familie Boidae(Riesenschlangen) werden momentan 25 Arten zligddese sind alle
vivipar (lebend gebarend), besitzen Grubenorgane undNéineung besteht hauptsachlich aus
Vogeln und Saugetieren, teilweise auch aus EcHbiea.jeweiligen Lebensraume sind sehr
unterschiedlich und bestehen aus Wisten, Waldenpiibis hin zu tropischen Regen-
walder. Ihre Verbreitung reicht von Amerika, tUbée &aribik, Stdpazifik, Madagaskar bis
Neuguinea. Sie sind Bewohner der Neuen Welt.

In derUnterfamilie Boinaesind folgendesattungen vertreten:
Boa Arten: Boa constrictor constrictor = Abgottschlange oder

Kdnigsschlange
Boa constrictor occidentalis = ArgentinischeaB
constrictor
Boa constrictor imperator = Brasilianische Boa
constrictor, Kaiserboa (Kolumbien)
Boa dumerili = Dumerils Boa (friiher: Acrantaph
dumerili = Sidwestmadagaskarboa)



Candoia = Pazifikboa Arten

Corallus = Hundskopfboa Arten

Epicrates = Schlankboa Arten

Eunectes = Anakonda Arten:

Boa madagascariensis = Madagaskar-Boa (friher:

Acrantophis madagascariensis = Erdboa)

: Candoia carinata = Pazifikboa

: Corallus annulatus = Geringelte Hundskopfboa

Corallus caninus = Gruner Hundskopfschlinger

. Epicrates cenchria = Regenbogenboa

Epicrates striatus = Haitiboa
Eunectes murinus = GrolRe Anakonda

Eunectes notaeus = Sid-/ Gelbe Anakonda

In derUnterfamilie Erycinaeist u. a. folgend&attung vertreten:

Charina = Zwergboa Arten:

Charina trivirgata = Dreistreifen-Rosenboa (fnidhe

Lichanura trivirgata)

Die Familie Pythonidae(Pythonschlangen) besteht aus 26 Arten. Histongatden sie der

Familie Boidaezugeteilt. Heute bilden sie eine eigenstéandigeiklamuch diese Schlangen

besitzen Grubenorgane. Sie sind allerdiagpar (Eier legend) und leben in den tropischen

Gebieten der Alten Welt (Afrika, Australien, Asidndonesien). Ihre Nahrung besteht haupt-

sachlich aus Saugetieren, teils auch Reptilien \dadel. Ihre Lebensraume sind Wisten,

Grasland, Walder und Regenwalder. Folgende wicl@@ungen seien hier erwahnt:

Morelia = Rautenpython Arten:

Morelia boeleni = Boelens Rautenpython
Morelia spilota = Diamantpython

Morelia spilota variegata = Teppichpython
Morelia viridis = Griner Baumpython (friher:
Chondropython viridis)

Python Arten: Python curtus = Blutpython oder Buntpython

Python molurus molurus = Tigerpython (hell)
Python molurus bivittatus = Dunkler Tigerpytho
Python regius = Kdnigspython

Python reticulatus = Netzpython

Python sebae = Felsenpython



Zur Uberfamilie Caenophidiawerden u. a. digamilien Colubridae (Echte Nattern) und
Viperidae(Vipern) gezahlt.
Die Nattern stellen mit 1858 Arten die artenreieh&@ruppe dar. Sie besitzen weder einen
Beckengurtel noch die linke Lunge. Daflr ist maisie Tracheallunge gut entwickelt. Sie
sind in fast allen Lebensraumen vertreten: SuRwsese, Berge, Hohlen, Walder, Stimpfe
bis hin zu den trockensten Wisten und kommen aoénaallen Erdteilen vor. Ausnahme
bildet Zentral- und Sidaustralien, sowie kalte Gelgd. |Ihre Nahrung besteht aus
Wirbellosen, Saugetieren und z. T. Végel und Ech&ga meisten Colubriden sinavipar.
Zwei Gattungen sollen hier aufgefiihrt werden:
Elaphe = Kettennattern Arten: Elaphe carinata = Gekielte Kletternatter
Elaphe guttata = Kornnatter
Elaphe longissima = Askulapnatter
Elaphe obsoleta = Kukennatter, Erdnatter
Elaphe quadrivittata/ quadrivirgata =
Japanische Vierstreifennatter
Elaphe quaturolineata = Vierstreifennatter
Elaphe obsoleta quadrivittata = Gelbe
Rattenschlange, Vierstreifenkiikennatter
Elaphe radiata = Strahlennatter
Lampropeltis = Kdnigsnattern ~ Arten: Lampropeltis getulus = Gewohnliche
Kdnigsnatter
Lampropeltis getulus californiae =
Kalifornische Konigsnatter

Lampropeltis zonata = Korallen-Kénigsnatter

Die Vertreter defFamilie Viperidaesind gekennzeichnet durch ihren kurzen und staemig
Kdrperbau und einen dreieckigen, breiten Kopf. I8oluppen sind meist gekielt. Sie haben
lange bewegliche Giftzahne und ein paar Grubenerg8&re stellen die hochstentwickelte
Gruppe dar. Zu ihnen zahlen ca. 228 Arten. Es fietlee nochmalige Unterteilung in zwei

Unterfamilien statt:



Die Unterfamilie Viperinae = Echte Vipern leben hauptsachlich in Afrika, alaeich im
Mittleren Osten, in Europa und Asien sind sie \&ten. Man findet sie in sdmtlichen Lebens-
raumen: Berge, Walder, Wiesen und Wiisten. Sie een&ich von Echsen, Insekten, Vogeln
und Kleinsaugern. Die hier aufgezahl@attungen sindvivipar:
Bitis = Puffottern Arten: Bitis gabonica = Gabunviper
Bitis nasicornis = Nashornviper
Vipera = Echte Vipern Arten: Vipera russelli = Kettenviper

Vipera aspis = Aspisviper

Die Mitglieder derUnterfamilie Crotalinae = Grubenottern besitzen warmeempfindliche
Grubenorgane zwischen Augen und Nase. Sie sindrBasier Baumbewohner und in der
Alten und Neuen Welt zu finden (Asien und AmerikBs gibt sowohlvivipare als auch
ovipare Vertreter. Ihre Nahrung besteht aus Amphibien,seah Vogeln und Kleinsadugern.
FolgendeGattungen gehdren dazu:
Bothriechis = Palmenlanzenottern Arten: Bothriechis marchi = Marchs
Palmenlanzenotter
Bothrops = Amerikanische LanzenotternArten: Bothrops jararaca = Jararaca
Lanzenotter
Bothrops jararacussu = Jararacussu
Grubenotter
Bothrops moojeni = Brasilianische
Lanzenotter
Crotalus = Klapperschlangen Arten: Crotalus horridus =
Waldklapperschlange
Crotalus unicolor = Aruba-
Klapperschlange
Crotalus cerastes = Gehdrnte
Klapperschlange
Crotalus lepidus =

Felsenklapperschlange



2.2 Einschlusskorperchenkrankheit
(English: Inclusion body disease ,IBD")

2.2.1Definition

IBD (Inclusion body disease), auch Einschlusskdtpenkrankheit genannt, kommt v. a. bei
Schlangen der FamilieBoidae und Pythonidaevor. Die Benennung beruht auf das spezi-
fische Vorkommen charakteristischer intrazytoplasscher Einschlusskorper in histolo-

gischen Gewebeschnitten, die bei dieser Erkranlkufigeten. Diese Einschlisse kommen in
samtlichen Epithelzellen vor, v. a. in denen viaiar Organe und Neuronen, aber auch in
Haut- und Schleimhautzellen (Schumacher et al. 198bbson et al. 2001).

2.2.2Geschichtliches

Seit Mitte der 1970er Jahre ist diese Krankheieierin den USA bekannt. Bis Ende der
1980er Jahre wurde IBD besonders bei Dunklen Tigegms Python molurus bivittatys
diagnostiziert. Danach und bis heute wird die BErktmg v. a. beiBoa constrictorspp
beobachtet (Schumacher et al. 1994, Jacobson 198@pson et al. 1999, Jacobson et al.
2001). Die Verlagerung der Krankheit von PythonBoas kann evtl. damit erklart werden,
dass ab den 90er Jahren vermehrt Boas verkauft gefthlten wurden. Auch die
Unbekimmertheit in der Zucht und im Handel mit direJieren kénnte zur Ausbreitung von
IBD beigetragen haben (Jacobson 1997, Schumacbér R@il 2009).

Heutzutage sollten alle Boiden samtlicher Alterfestuals fir IBD verdéachtig angesehen
werden. Uber die genaue Verbreitung ist noch nitlitheres bekannt. Fest steht, dass IBD
weltweit vorkommt. Berichte Uber erkrankte Pyth@us Australien (Carlisle-Nowak et al.
1998), Boas aus Europa (den Kanarischen Inselns(@toal. 1998), der Tschechischen
Republik (Knotek et al. 2007), Belgien (Vancraeyretsal. 2006)) und den USA (Jacobson et
al. 2001) liegen vor.

Bei einer WildfangBoa constrictor constrictoaus Surinam, die anorektisch und lethargisch
war, diagnostizierte Schilliger et al. (2002) inrd&ektion bzw. in der histologischen
Untersuchung eine lymphoretikulére Neoplasie miikémie. Dabei konnten in den Magen-,

Nieren- und Milzepithelzellen intrazytoplasmatisckesinophile Einschlusskorper gefunden



werden. Dieser Bericht stellt den ersten myelomgtioen Leukamiefall mit einem
Lymphom in Verbindung mit IBD virusahnlichen Einsigésen dar.

Mittlerweile sind auch Berichte Uber IBD &hnlichekiankungen bei Nichtboiden wie
PalmenlanzenotterrB6thriechis march)iund KornnatternElaphe guttata (Raymond et al.
2001 und Fleming et al. 2003) veroffentlicht. Beaskn Tieren traten vergleichbare klinische
Symptome zu IBD auf, ebenso wie ahnliche eosinepliitrazytoplasmatische Einschluss-
korperchen.

2.2.3Atiologie

Die Atiologie dieser Erkrankung ist bis heute nmitht eindeutig geklart. Als Ursache wird
ein Retrovirus vermutet, das aber noch nicht gemageordnet werden kann (Schumacher et
al. 1994). Beziehungsweise kann bis heute noch giehau sagen werden, ob das Retrovirus
tatsachlich mit IBD in Verbindung steht, und ob fés diese Erkrankung auch wirklich
verantwortlich ist (Schumacher et al. 1994, Wozrealal. 2000, Jacobson 2007). Aufgrund
der Morphologie und einer nachgewiesenen reversansKriptaseaktivitat in virusinfizierten
Zellen wird dies jedoch angenommen (Schumachel. 4984, Jacobson et al. 2001). Wenn
Retroviren fur IBD verantwortlich sind, dann warasdder erste Beweis einer systemischen
retroviralen Erkrankung bei Reptilien, die nicht ferbindung mit einer Neoplasie steht
(Schumacher et al. 1994). Sporadisch wurde IBD alehColubriden und Viperiden
vermutet (Fleming et al. 2003, Raymond et al. 200/pbei die drei Kornnattern von
Fleming et al. (2003) nach einer elektronenmikrpééchen Untersuchung andersartige
Einschlisse aufwiesen, worauf IBD als Befund nmktr in Betracht kam.

Es ist weiterhin unklar, ob IBD bei nicht boiderh@mgen dieselbe Atiologie aufweist. Auch
ist unbekannt, ob andere Reptilienarten Krankhégerr sein kdnnten. Diese tragen das Virus
u. U. in sich und zeigen dabei evtl. andere odarekklinischen Symptome und bleiben somit
unerkannt (Schumacher 2006). Zusatzlich ist nibbtsaannt Gber eine Verbreitung von IBD in
der Wildtierpopulation. Weiterfihrend sind serokmjie Tests fur Reihenuntersuchungen
notig, um herauszufinden, inwieweit Wildtiere béfiea sind und ob diese als Reservoir
dienen (Schumacher et al. 1994). Auch Marschan@4X&onnte auf keinen Bericht
verweisen, in dem uber IBD in der Wildtierpopulatimformiert wurde. Lock und Jacobson
(2005) testeten frei lebende KaiserboBsd constrictor imperatgrauf einen Kontakt mit
Retrovirusisolaten, die von IBD positiven Tiererarsinten (Jacobson et al. 2001). Das

Resultat fiel negativ aus.



Marschang et al. (2001) isolierten aus infiziertechlangen Reo- und Adenoviren. Auch
retrovirale Sequenzen wurden gefunden. Dabei iseékannt, ob und inwiefern diese mit IBD
im Zusammenhang stehen. Es konnte sich dabei andakultative Pathogene handeln, die,
aufgrund der durch IBD verursachten Immunsuppressio pathogenes Potential entfalten.
Marschang et al. (2003) konnten aber auch neutedisde Antikbrper gegen ein Adenovirus

bei Schlangen ohne IBD nachweisen.

2.2.4Pathogenese

Der Ubertragungsweg ist noch nicht genau erforsElst.wird davon ausgegangen, dass
sowohl direkter Kontakt der Tiere (Tropfcheninfektj aerogen) als auch indirekte Uber-
tragung durch kontaminierte Gegenstande oder umggenie Desinfektion beim Umgang mit
den Tieren zur Ansteckung filhren kann. Auch ingdoe Infektionen wurden beobachtet
(Jacobson 2007). AuBerdem wird vermutet, dass didaBgenmilbeOphionyssus natricjs

u. U. als Vektor fungiert, da oft von einem voraggegenen Befall bei Schlangen mit IBD
berichtet wurde (Schumacher et al. 1994, Jacob88i,1Jacobson et al. 2001, Keil 2009).
Vermutlich sind auch asymptomatische Trager fur \debreitung der Krankheit verant-
wortlich (Jacobson 1997). Auch Schumacher et &94) dul3erten die Vermutung, d&ssa
spp natirliche Wirte fir den Erreger sein konntenhre&dPython spp z. B. Dunkle Tiger-
pythons Python molurus bivittatysFehlwirte darstellen.

Die Inkubationszeit fur IBD ist ebenfalls noch niggenau bekannt. Blahak (2000) gab eine
Inkubationszeit von bis zu eineinhalb Jahren anfgAund der spérlichen Daten ist es
schwierig, konkret zwischen akutem oder chronischénauf zu unterscheiden. Und da
noch keine serologischen Tests zur Verfigung steisérdas Ausmald der Infektion nicht
feststellbar (Jacobson 1999, Schumacher 2006).

Garner und Raymond (2004) fuhrtpost mortemUntersuchungen im Northwest Zoopath
(Monroe, USA) durch. Ziel dieser retrospektivends¢uwar es, mehr tber die Pravalenz der
Krankheit bei Boiden herauszufinden. BBba spp gab es innerhalb der Artengruppe
Unterschiede in der Verteilung, wonach IBD bei z.(rallus spp (Corallus annulatus=
Geringelte Hundskopfbo&orallus caninus= Griner Hundskopfschlinger), Hybridboas und
Kaiserboas Boa constrictor imperatQr haufig vertreten war, wahrend z. B. bei Erdboas
(Acrantophis spp.und RegenbogenboaEficrates cenchrid.selten oder keine IBD Falle
gefunden wurden. Interessanterweise gab es keBieri-all beiPython sppoder Anakondas

(Eunectes spp. Laut Garner und Raymond (2004) wurden in weiteténtersuchungen
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teilweise andere morphologische ManifestationenRy¢hons mit IBD gesehen. Bei diesen
standen Entztindungsgeschehen im Vordergrund, wéHeamschllisse seltener vorhanden
waren.

Allgemein scheint es laut Jacobson (1999), dass hBDtzutage bePython spp.seltener
diagnostiziert wird. Vielleicht liegt es daran, dasch die Virulenz des Virus geandert hat,
Pythons eine Resistenz entwickelten, der Erregttlemveile andere klinische Erscheinungen
(z. B. Atemwegserkrankungen) hervorruft oder esdweinfach nicht tber positive Falle
berichtet. Jacobson (1999) und Jacobson et allj2&inmten darin Uberein, dass Konigs-
pythons Python regiuy weniger empfanglich fir IBD zu sein scheinen.obson (1999)
vermutete auch, dass Dreistreifen-Rosenbbahdnura trivigatg resistent gegentuber IBD
sind, da Uber diese noch kein Bericht in der Litarsorliegt.

Raymond et al. (2001) beschrieben bei Marchs Pdaneenottern Bothriechis march)iein
morphologisch identisches Bild, wie es bei IBD piwen Boas zu finden ist. Da aber Pythons
mit Boas naher verwandt sind als mit Palmenlanzergt scheint es wiederum
unwahrscheinlich, dass Pythons ein anderes Bildedi&rkrankung zeigen sollten als Boas
und Palmenlanzenottern (Garner und Raymond 20C#n&e und Raymond (2004) vertraten
ebenfalls die Meinung, dass IBD bei Pythons seftermmkommt und dass es andere
Krankheitserreger (z. B. das Paramyxovirus) gilé whit IBD bei Pythons verwechselt
werden konnten (West et al. 2001).

2.2.5Klinik

Die klinischen Symptome stellen sich z. T. sehnal@ und unspezifisch dar. Es gibt kein
pathognomonisches Symptom. Grundsatzlich solltele &oiden mit neurologischen

Symptomen und chronischer Abmagerung als IBD vdriigibetrachtet werden (Schumacher
2006).

Eine der ersten und meist zitierten Arbeit Gber IB®mmt von Schumacher et al. (1994).
Ihre Untersuchungen fuhrten sie bei Schlangen auatpn und zoologischen Bestanden in
den USA durch. Sie beschrieben folgende klinischeeichen, die sie v. a. bei betroffenen
Boas beobachteten: Regurgitation, die spater ahobnisch werden konnte, trat ca. 7-10
Tage nach der Nahrungsaufnahme auf. Danach folgtdrargie, Anorexie, Gewichtsverlust
und Dehydratation. Nach wenigen Wochen zeigten isairologische Stérungen, die sich in
Kopftremor, Opisthotonus, Tortikollis, Stargazin§térngucken), Desorientierung, Gleich-

gewichtsstorungen und progressiven Verlust motoesd-unktionen, v. a. der kaudalen
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Kdrperhélfte, bis hin zu schlaffer Paralyse auffer@arlisle-Nowak et al. (1998) beschrieben
zusatzlich noch das Vorkommen episodischer Kranigfien Aufgrund dieser zentral-
nervésen Symptome zeigten sich auch Hautungspreb(@®ysecdysis), da die Tiere nicht
mehr in der Lage waren, sich die alte Haut abzifistre Auch der Umkehrreflex konnte
reduziert bis erloschen sein. Mitchell (2004) fehrioch an, dass Pythons, aufgrund der
starker auftretenden neurologischen Stérungent melr in der Lage sind, Beute zu greifen
bzw. Futter aufzunehmen. Folglich wird Regurgitatlzei diesen Tieren kaum vorkommen.
Oros et al. (1998) stellten bei ihren Boas aul3erdenh Muskelschwéche fest, die es den
Schlangen ebenfalls unméglich machten, ihre Beuteratrgen.

Schumacher et al. (1994) fielen auch petechialéauByen in der Maulhéhle und auf den
Bauchschuppen auf. Oft entwickelte sich eine Pneuenoggf. spater mit Maulatmung.
Ebenso waren Stomatitis und eine ulzerierende Mhldsnhaut zu beobachten. Jacobson et
al. (2001), Jacobson (1997), Jacobson (2007) uhdirBacher (2006) erwahnten aulerdem
noch das Vorkommen von undifferenzierten Hautsadmm Leukamie und
lymphoproliferativen Stérungen als untypische Idaie Manifestationen. Solche atypischen
Verlaufsformen traten im Vergleich zu friher, wis ®on Schumacher et al. (1994)
beschrieben wurden, vermehrt auf (Jacobson 1999)diése Sekundarinfektionen kénnen
auf die Schwéchung des Immunsystems zurlckgefigndem (Schumacher et al. 1994, Oros
et al. 1998, Wozniak et al. 2000, Jacobson et @012 Garner und Raymond 2004), evtl.
hervorgerufen durch das Virus (Jacobson 1999). rgiféh sind sie noch mit Erfolg
behandelbar. Es treten aber stets Rezidive aubl§daa et al. 2001). Sekundarinfektionen
sind bei Pythons eher weniger stark ausgepragt. ilde@n kommen hauptséchlich nur
zentralnervdse Storungen ohne Regurgitation vor Kbankheitsverlauf bei Pythons ist meist
akut und endet vergleichsweise schnell mit dem Twod, Gegensatz zu Boas, die
asymptomatische Trager sein kdnnen. Bei Boas ziehtIBD meist Uber Monate bis Jahre
hin, endet aber stets tddlich (Schumacher et &4 1Blahak 2000, Jacobson et al. 2001). Im
Endstadium treten v. a. die neurologischen Symptionden Vordergrund.

Klingenberg (1999) nahm an, dass Schlangen megit ier spateren Krankheitsstadium
vorgestellt werden, da die Symptome oftmals werng Kkaum ausgepragt sind und nicht
selten einfach Ubersehen werden. Er beschriebriohdenischen Phase dieselben Symptome
wie schon Schumacher et al. (1994): Anorexie, Ligflea Gewichtsverlust, Dehydratation.
Bei Boas kamen zusatzlich Sekundarinfektionen, @iematitis, Pneumonie, nekrotische
Dermatitis und Abszesse hinzu. Bei Pythons vediefKrankheit schwerer und schneller, oft

perakut, wobei neurologische Symptome im Vorderdrstanden. Folglich kann es dabei zu
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keiner Entwicklung von Sekundéarinfektionen mehr kaem. Klingenberg (1999) vertrat die
Meinung, dass Sekundarinfektionen bei geschwacBmden als Hauptsymptom genannt
werden konnten. Er vermutete, dass verschiedenaissdtimme der Grund fur die
Symptomenvielfalt sind. Diese Mdglichkeit zog auetobson (2007) in Betracht. Au3erdem
fiel Klingenberg (1999) auf, dass IBD positive Rytls zu dieser Zeit keine zentralnervosen
Stérungen mehr zeigten.

Mader (1999) stellte fest, dass bei JungtiererKdamkheit akut verlief, mit einer Mortalitats-
rate von fast 100 %, wahrend &ltere Boas chronis¢edaufe mit wiederkehrenden
Sekundarinfektionen, v. a. im Atmungstrakt, aufwresDies beobachteten auch Schumacher
et al. (1994) und Jacobson et al. (2001).

Marschang (2004) beschrieb allerdings weiterhinraémervése Stérungen und erwahnte als
eines dieser Symptome noch zusétzlich eine aufidleténisokorie, was auch Keil (2009)
beobachtete und als Zeichen einer EnzephalitiseteuDie Tatsache, dass bei Pythons IBD
akut verlauft und neurologische Symptome im Fridista auftreten, scheint immer noch
ihre Gultigkeit zu besitzen. Ebenso das Auftreten ghronischer Regurgitation bei Boas, bei
denen erst im Spatstadium zentralnervose Storuagéfallen. Vancraeynest et al. (2006)
beobachteten in einigen Féllen noch nicht erwalvitbelanomalien und/oder neoplastische
Prozesse.

Knotek et al. (2007) fuhrten eine Studie in derhesshischen Republik durch, mit dem Ziel,
Infektionsausbriiche mit mutmaRlich viraler Atiolegbei Boas in Privatbestanden zu
prasentieren. Dabei glichen die klinischen Symptode® vorher beschriebenen (z. B.
intermittierende Regurgitation, schwacher Muskelgnneurologische Defizite). Vereinzelt
kamen auch Durchfall, Milbeninfestation und RhsifBitomatitis vor. Die Blutuntersuchung
war relativ unauffallig, bis auf erniedrigte Hamait und Glucosewerte und erhdhte
Harnsaure- und Phosphorwerte. Die KotuntersuchwigPaotozoen und Wurmeier verlief
negativ. Auch auf eine Paramyxovirusinfektion wugtdestet, wobei der Antikorpertiter bei
einem Tier zu niedrig war, um als positiv interprgtzu werden. Bei den anderen lag ein
negatives Ergebnis vor. Anhand von klinischen Symmein sind IBD und eine Paramyxo-
virusinfektion nicht unterscheidbar. Bei beiden farkkungen treten neurologische Stérungen
auf. Im Blutausstrich fanden Knotek et al. (200@jnle Einschlisse in Erythrozyten oder
Lymphozyten. Daflir waren Einschlusskorper in Lelbdéere, Milz, Pankreas, Lunge, Darm,
Magen und Herz vorhanden, wie es auch Schumacledr €994) und Schumacher (2006)
beschrieben. Da in allen Bestdnden eine Milbenreatdfion vorkam, wurde die

Schlussfolgerung gezogen, dass Milben als Vekttirediese Erkrankung dienen, was auch
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schon Schumacher et al. (1994) vermuteten. Laubb3an (2007) kdnnen einige Boas

subklinisch infiziert sein, da klinisch gesund &sicende Boas Einschlusskorper aufwiesen.
Dabei besteht die Mdglichkeit, dass latente Intelen lange persistieren konnen.

Schumacher (2006) vertritt ebenfalls die MeinurgssdBoas persistent infizierte Reservoire
darstellen, was dadurch bestétigt wurde, dass Rgtlegelmafiig IBD entwickelten, nachdem

sie Kontakt zu klinisch unauffélligen positiven Bdaatten.

Bisher wurde keine Remission bei IBD positiven &rebeobachtet und alle betroffenen Tiere
starben (Schumacher 2006).

2.2.6Pathologie

In der Sektion fielen bei Schumacher et al. (1994xatrophie und Milzfibrose auf. Auch
das Pankreas war atrophisch und derb verandedeB&igane wiesen z. T. fokale Nekrosen
auf, in denen teils gramnegative Bakterien nachgssvi werden konnten. Die Leber zeigte
ein blasses Erscheinungsbild und die Lunge entkeifie Knodtchen, die ebenso auf der
Nierenoberflache zu tage traten. Auch der Thymus ateophisch und fibrotisch. Diese
pathologischen Veranderungen waren v. a.Bma spp.ausgepragt. Jacobson et al. (2001)
beobachteten zusatzlich noch eine Depletion dezliilphozyten.

Makroskopisch waren die Tiere oft kachektisch uadag eine Atrophie des Fettkdrpers vor
(Schumacher et al. 1994, Jacobson et al. 2001,rdaycest et al. 2006).

In histologischen Gewebeschnitten zeigten sich rudéen Lichtmikroskop die charakter-
istischen intrazytoplasmatischen Einschlusskorper samtlichen epithelialen Organen,
einschlie8lich Gehirn- und Ruckenmarksneuronen, idieder HE-Farbung eosinophil
erschienen, wahrend sie sich in der Giemsa-Farlasgphil anfarbten. Ebenso basophil
stellten sich die Einschlisse in der Methylenbleuiag dar. In der PAS-Farbung zeigten sich
die Einschlusse laut Schumacher et al. (1994)dafigs negativ. Zu diesem histochemischen
Ergebnis kamen auch Wozniak et al. (2000). Zusé#tAlnden die Autoren heraus, dass die
Einschlusskorper PTAH (Phosphotungstic Acid Hemgiox positiv waren und
orthochromatisch mit Toluidinblau. Daraus lasshsschlieen, dass das Material innerhalb
der Einschlusskdrper proteinhaltig ist. Woznialalet(2000) zeigten in ihrer Studie, dass sich
die Einschlusskorperchen aus einem IBD virusassaen Protein mit 68 kD zusammen-
setzten. Die Einschlisse stellten sich als nictghvin ihrem Aufbau dar. Eine negative

Congorot-Farbung deutete darauf hin, dass das Mhatécht amyloidéhnlich war.
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Die Grol3e der Einschlisse variierte bei Schumaehat. (1994) zwischen 1-4 um, teilweise
Ubertrafen sie sogar die GrolRe des Zellkerns. Dieorgn fanden bei allen untersuchten
positiven Schlangen Einschlusskérper im Pankredrend 70 % der Leber- und Nieren-
proben Einschlisse enthielten und in 30 % der Halleschlusskorperchen in der gastro-
intestinalen Schleimhaut vorkamen. Bei Boas koneteenfalls Einschlusskorperchen in der
Schilddrise, im Thymus und in Magenschleimhaut- wnohgenepithelzellen gefunden
werden. Die Einschlisse variierten auch in ihrez#&n. Es gab Falle, in denen nur sehr
wenige Einschlisse vorhanden waren.

Teils kamen mononukleare Lymphozyteninfiltrate EndGeweben vor. Zellen, welche die
typischen Einschlisse enthielten, zeigten eine Wkdierung und wiesen eine Degeneration
der Zellen auf, v. a. in Leber- und Pankreaszef\tamcraeynest et al. 2006). Die Zellkerne
der Hepatozyten waren vergrofRert, blass und vesikalft lag eine hepatische Lipidose vor
(Schumacher et al. 1994, Jacobson et al. 2001)Ldber und Nieren beobachteten
Schumacher et al. (1994) bakterielle GranulomeigEirbetroffene Organe zeigten auch
Nekrosegebiete (Schumacher 2006).

Unterschiede gab es in den histologischen SchnitésnNervengewebes. Wéahrend bei Boas
mehr  Einschlusskorperchen vorhanden waren, kamen Bgthons vermehrt
lymphoplasmazellulare Entziindungsreaktionen vorbB&len Arten konnte eine nichteitrige
Meningoenzephalitis mit neuronaler Degeneration,io$ge, Demyelinisierung und
perivaskulare Manschettenbildung festgestellt weresas auf eine virale Atiologie hindeutet
(Schumacher et al. 1994). Meningoenzephalitideteriran Verbindung mit neurologischen
Symptomen auf, v. a. bei Pythons, welche auch viernignschlusskorper im Zytoplasma der
Neuronen aufwiesen, umgeben von mononuklearemiktten (Schumacher 2006). In der
weillen Substanz des Rickenmarkes trat ebenfalés @liose mit hochgradiger Myelin-
degeneration und Axonschwund auf.

Jacobson et al. (2001) beobachteten bei mehrerBlari§en eine proliferative Pneumonie
und/oder Enzephalitis mit lymphatischer perivastendvianschettenbildung. Entziindungs-
erscheinungen kamen eher selten vor. Lymphoidéraigé waren in multiplen Organen bei
Schlangen mit lymphoproliferativen Stérungen vodem

Der Pathologe Homer (1999) und Jacobson (1999)n#&m Uberein, dass es schwierig ist,
zwischen akuter und chronischer Infektion zu umteeglen. Fur die Chronizitat dieser
Krankheit sprechen folgende Befunde: Milz- und Reakatrophie und —fibrose, Verlust des

Fettkdrpers und der Muskulatur. Teils starben deelauch anhand der Sekundarinfektionen.
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Homer (1999) berichtete auch von Fallen, bei defagellaten (Trichomonaden, Giardien)
im Kot nachgewiesen oder Salmonellen aus Leber &dir isoliert wurden. Seit 1995
wurden in dessen Institut, bis auf eine Konigspgthumd eine Kalifornische Kdnigsnatter
(Lampropeltis zonaa nur beiBoa constrictorgliese Erkrankung diagnostiziert.

Unter dem Elektronenmikroskop fanden Schumacheralet (1994) elektronendichte
intrazytoplasmatische Einschlisse im Pankreas,Ldber, Niere, im Gehirn und Ricken-
mark. Sie hatten keine umgebende Membran und ekigechlliisse bestanden aus kleinen
elektronendichten Untereinheiten, die polyribos@nalbstammungen waren. Auch in der
Peripherie der Einschlisse lagen Untereinheitetchgediese vergroRerten. Die Einschluss-
grol3e variierte auch hier zwischen 1-4 um und sesen z. T. eine unterschiedliche Form
auf. Im Elektronenmikroskop waren auch virale Rattvorhanden, die einen Durchmesser
von ca. 110 nm (80-120 nm) aufwiesen und morphstdgRetroviren des C-Typs ahnelten.
Sie besalien eine Hille, welche vom EndoplasmatisRegkulum stammte und hatten einen
zentralen, elektronendichten Kern, der von einemagenalen Capsid umgeben war. Solche
viruséhnlichen Partikel kamen extrazellular im Gehind im Zytoplasma von Neuronen, im
Nierengewebe und auch im Pankreas vor. Ebenso wseeim dilatierten Vakuolen des
Endoplasmatischen Retikulums zu finden.

Fur Jacobson (2000) bestanden die Einschlisse ektrehenmikroskop aus elektronen-
dichten Untereinheiten, die evtl. eine Ansammlurmg VAblagerungsmaterial in infizierten
Zellen darstellen. Diese Vermutung aufRerten autiuri@acher et al. (1994). Ebenso kénnten
die Einschlusskorperchen auch préavirales Matergh,soder sie reprasentieren einen
zytopathogenen Effekt, der durch das Virus verdmsaard (Schumacher et al. 1994).

Auch Marschang (2004) berichtete von nicht membehngdenen eosinophilen, intrazyto-
plasmatischen Einschlusskérpern, bestehend audragiekdichtem Material. Allerdings
konnten dort keine Virionen gefunden werden.

In der Studie von Wozniak et al. (2000) untersuctdee Autoren die Beziehung zwischen
einer retroviralen Infektion und der Entwicklung clini-viraler, intrazytoplasmatischer
Einschlisse bei KdnigsschlangdBo@ constrictor constrictgr Die Studiendauer betrug ein
Jahr, in dem die Versuchstiere taglich untersuatd mehrere Leberbiopsien entnommen
wurden. Boas, welche ein infektioses Leberhomogenigiziert bekamen, entwickelten 10
Wochenpost infectioneniinschlusskorper und IBD Viren konnten nachgewieserden. In
der histologischen Untersuchung der ersten Lebpsi@owvaren die Hepatozyten vakuolisiert
und enthielten kleine Einschlusskérper. In den eveit Biopsieproben nahm die Anzahl und

GrolRe (bis zu 6 um im Durchmesser) der Einschlidgséuch eine starkere Vakuolisierung
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der Hepatozyten war zu verzeichnen, was auch s8bhbamacher et al. (1994) beobachteten.
Elektronenmikroskopisch fanden die Autoren in dabérproben C-typahnliche Retrovirus-
partikel. Diese nahmen ihren Ursprung von der Zgsmpamembran. Die Partikel wiesen
eine vergleichbare Morphologie auf wie sie ber&thumacher et al. (1994) beschrieben
hatten: behdllt, im Durchmesser 100-110 nm mit minglektronendichten Kern, der von
einem hexagonalen Capsid umgeben wurde. Spike&bnlReplomere waren auf der
Membranhille sichtbar. Demzufolge stimmten GroReprpMologie und Knospungs-
eigenschaften (von Zytoplasmamembranen) mit dem BMDs Uberein. Einschlusskorper
<2 um bestanden ultrastrukturell aus intrazytopktsschen Aggregaten, welche aus
granuldrem, elektronendichten Material bestandeig kkinerlei Membranbegrenzung
aufwiesen. Wozniak et al. (2000) vermuteten, dass @B kD Protein in dieser Form eine
Uberproduzierte Komponente des Virus darstellte siocti im Zytoplasma der Wirtszelle
ansammelte (vgl. Schumacher et al. 1994, Jacob889)2 Grol3ere Einschlisse waren
membrangebundene Aggregate, die sich aus granylasdektronendichten Material,
vermischt mit filamentésen membrandhnlichen Fraderen zusammensetzten. Diese
groReren Einschlusskérper kdonnten phagolysosomdiesprungs sein und unvollstandig
abgebaute Substrate darstellen, woftir die Misclspngchen wirde.

Wozniak et al. (2000) merkten an, dass eosinophiteazytoplasmatische Einschlisse, die
bei IBD der Boiden beobachtet wurden, bei keineleaen Retrovirusinfektion vorkamen. Sie
fanden auch heraus, dass sich die Einschlissehevélei IBD vorkamen, aus einem 68 kD
Protein zusammensetzten. Monoklonale Antikorperdenrgegen dieses Protein entwickelt.
Diese markierten spezifisch die EinschlusskérpamDwurde gezeigt, dass IBD Einschlisse
eine intrazytoplasmatische Ansammlung eines IBDsassoziierten Proteins darstellten und
somit wahrscheinlich viralen Ursprungs sind. Dagevial stammte aus der Leber einer IBD
positiven Boa. Keines der Tiere, ob positiv odegat®, entwickelte sichtbare klinische
Symptome von IBD. Dies spréache vielleicht dafirsgdainterschiedliche Virusstamme
existieren, es eine Wirtsanpassung gab, oder dagsandere unidentifizierte Faktoren eine
Rolle spielen. Retrovirusahnliche Partikel warenBlaktronenmikroskop sichtbar, lagen aber
nicht zusammen in Zellen mit Einschlusskorpern.sfkénnte evtl. ein Hinweis darauf sein,
dass Einschlisse Uber die Virusreplikation hinauden Zellen bestehen bleiben oder es lag
einfach nur an der Schnittfihrung. Die Schlangen Kentrollgruppe entwickelten keine
Einschlusskorper und Viren wurden ebenfalls niclachgewiesen. Auch die 68 kD

Proteinbande war nicht vorhanden.
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Garner und Raymond (2004) vertraten die Meinungsidoand auf verfigbaren
Informationen, dass IBD eine Infektionskrankhett die sich morphologisch als Fehler im
Zellstoffwechsel manifestiert und mit der Anhaufueiges Proteinnebenproduktes einhergeht.
IBD Einschliisse ahnelten solchen Nebenproduktansangen. Typischerweise sind die
Zellen dabei nicht degeneriert. Der Zustand bewk&ine Entzindungsreaktion und es
existieren keine Uberzeugenden morphologischen Bewedass die Einschlisse infektiose
Partikel enthalten.

Schumacher et al. (1994) wiesen im Plasma posifivere die reverse Transkriptase nach,
welche fur das Vorhandensein von Retroviren sprighiich untersuchten sie primére
Nierenzellkulturen, die von positiven Boas stammit@arin waren eine Vakuolisierung des
Zytoplasmas und die Bildung eines Synzytialzellegdies zu beobachten. Ebenso konnten
kleine elektronendichte, granulare Einschlusskogedunden werden, die z. T. virale Partikel
enthielten. Solche viralen Partikel kamen auch ytoglasma in dilatierten Vakuolen vor. Sie
hatten einen Durchmesser von 90-110 nm und auf Hi@@membran befanden sich kleine
Projektionen.

Um die Kochs Postulate zu erfullen, fuhrten Schumacet al. (1994) einen
Ubertragungsversuch bei 2 Dunklen TigerpythdPgtifon molurus bivittat)sdurch, in dem
ein viruspositiver Gewebezelliiberstand diesen $gda injiziert wurde. Danach entwickelte
sich innerhalb von acht Tagen bei beiden Schlamye® Anorexie. Dann kam es zu einem
progressiven Verlust der motorischen Funktion. Wobliel3lich zeigten sich neurologische
Symptome in Form von Koordinationsstorungen, Desaierung und Verlust des Umkehr-
reflexes. Eine Python starb nach sechs Wochenamere wurde aufgrund der schweren
neurologischen Stérungen euthanasiert. Anschliefdamden histologische und elektronen-
mikroskopische Untersuchungen durchgefuhrt. Higjiskdh fanden die Autoren eine
nichteitrige Enzephalitis (v. a. Lymphozyten), degeerte Neuronen mit vakuolisiertem
Zytoplasma und Einschlisse im Gehirn. Aul3erdem nvadé Hepatozyten und die
pankreatischen Acinizellen vakuolisiert. Elektromekroskopisch sahen die Autoren im
Gehirn und im Pankreas eine moderate Anzahl artrefedndichten Einschlusskdrperchen,
bestehend aus fein granuliertem Material. Viraletika konnten allerdings nicht gefunden
werden. Und eine Virusisolation aus den primaregr&izellkulturen war nicht moglich.

Auch Wozniak et al. (2000) berichteten von Ubeuiragsversuchen, bei denen IBD bei Boas
hervorgerufen werden konnte. Dabei wurden Einsckliperchen und Viruspartikel

gefunden, aber es entwickelten sich keine kliniscBgmptome.
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Im Gegensatz dazu, konnten mehrere Retroviren aideB isoliert werden, die aber kein
IBD durch eine experimentelle Infektion bei Boassléasten (Carlisle-Nowak et al. 1998,
Huder et al. 2002).

Jacobson (1997) erwéahnte in seinem Update Uber ¢BBs in dessen Labor ein Virus von
einer IBD positiven Boa constrictor isoliert uneldronenmikroskopisch untersucht wurde.
Zusammen mit einer gemessenen reversen Translegiastat wurde die These unterstutzt,
dass das Virus zur Familie deetroviridaegehoren konnte.

Eine Australische TeppichpythoMgrelia spilota variegataund eine Australische Rauten-
python (Morelia spilota spilotad wurden von Carlisle-Nowak et al. (1998) untersu€rabei
zeigten sich auffallige zentralnervése Stérungaa. T2ppichpython bekam eine Therapie mit
Antibiotika und Anthelmintika, worauf das Tier alb@cht ansprach und euthanasiert wurde.
Histologisch fanden die Autoren bei beiden Tiere@O2um grol3e intrazytoplasmatische,
eosinophile Einschlusskorperchen, v. a. in Hepaereynd renalen Tubulusepithelzellen. Bei
der Teppichpython untersuchten die Autoren noch @ahkirn, das ebenfalls Einschlisse
enthielt und degenerative Veranderungen aufwiedgrind weiterer Veranderungen, wie
z. B. die Vakuolisierung der Hepatozyten und eyraghoiden Depletion der Milz, kam bei
beiden Schlangen die Vermutung einer viralen Indektauf. Bei der Sektion der
Rautenpython fiel in der Coelomhohle ein Aszites &00 ml strohfarbene wassrige
Flussigkeit), der evtl. sekundar aufgrund portaldypertension, bedingt durch eine
Lebererkrankung, Hypoproteinamie oder durch vaskul&chaden, verursacht wurde. Da
sowohl die klinischen Symptome als auch die hidtogagischen Befunde der Pythons mit
IBD Ubereinstimmten (Schumacher et al. 1994, Sclehera2006), wurde diese Diagnose
gestellt. Dies ist der erste veroffentlichte Berigher IBD bei Pythons in Australien.

Oros et al. (1998) berichteten in ihrem Artikel vaben Kklinisch pathologischen Befunden bei
einer Solomon Island Erdbo€4dndoia carinatq und einer Boa constrictoBa constrictor
constrictor) aus jeweils verschiedenen privaten Bestanden. Bieder erste dokumentierte
Fall in Spanien und gleichzeitig der erste IBD sl einer Erdboa, die ein Jahr zusammen
mit einer Dunklen TigerpythonPfthon molurus bivittatys ohne klinische Symptome
gehalten wurde. Beide Tiere zeigten im Endstadiemiralnervose Stérungen. Nur die Boa
constrictor regurgitierte intermittierend. Histopaliogisch waren Sekundarinfektionen in
Form von Stomatitis und Pneumonie vorhanden. Artsongab es nur milde Entziindungs-
reaktionen in Leber, Lunge und Magen; keine im @ehtinschlusskorper fielen in Leber,
Pankreas und Nervengewebe auf. In Verbindung mit &@nschlissen kamen keine

Entzindungszellen vor, wie auch von Schumachet. €t1894) und Carlisle-Nowak et al.
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(1998) berichtet wurden. Als gemeinsam auftreteri¢idlveranderungen waren eine
ballonartige Degeneration und Vakuolisierung inkPaas und Leber sichtbar. Bei der Erdboa
fanden die Autoren noch kalzifizierte Granulome der Dunndarmschleimhaut, eine
geringgradige  Tubulusnekrose und eine geringgradidg@epletion der Milz.
Elektronenmikroskopisch kamen im Pankreas elektrdiohte, intrazytoplasmatische
Einschlisse, ohne umgebende Membran (wie auch wbonacher et al. 1994 erwahnt
wurden), vor, teils umgeben von einem Ring schmalektronendichter Partikel. Unreife
Viruspartikel traten in Verbindung mit Einschlissienm Zytoplasma auf und hatten einen
Durchmesser von 85-105 nm. Zusatzlich befanden sichle Partikel in erweiterten
Vakuolen des Endoplasmatischen Retikulums undirftezytoplasma. In der Leber der Boa
constrictor waren nur gelegentlich virale PartikeZellen mit Einschusskérpern vorhanden.
Die 2001 von Raymond et al. untersuchten acht MafehlmenlanzenotterrBdthriechis
marchi zeigten relativ unspezifische klinische SymptofAeaorexie, Regurgitation, Parese,
Dehydratation), vergleichbar mit denen von Schuraacht al. (1994) beschriebenen
Symptomen bei Boa constrictors, oder waren Kklinisghauffallig. Bei einer Marchs
Palmenlanzenotter fiel der Verlust der motorisckenktion der kaudalen Kérperhalfte auf,
wie es auch bei IBD positiven Pythons vorkam (Schcimer et al. 1994). Histologische
Veranderungen zeigten sich v. a. in den Nieren ded Leber. Die Autoren stellten
Uratnephrose, hepatozellulare Degeneration und Biegeneration der renalen Tubulus-
epithelzellen fest, ebenso waren Granulome undissfgt Thromben in einigen Organen
vorhanden. Auch fanden die Autoren eine biliare étptasie, Hepatitis, Gastroenteritis,
Aortenmineralisation, interstitielle Pneumonie umepatische Melanose. In den histologisch
angefarbten Schnitten samtlicher Organe kamen ziyttvplasmatische, runde bis ovale,
eosinophile Einschlusskorper (1-5 um) vor, wobebéreund Niere immer betroffen waren.
Bei einigen Tieren wurden Einschlisse im Respinstiaund Gallengangsepithel, in Magen-
und Darmschleimhaut, in quergestreiften Muskeliasend in Schilddrisenfollikelzellen
gefunden. Einige positive Gewebe wurden unterstbfedngefarbt. Dabei kam heraus, dass
sich die Einschlisse positiv anfarben lie3en inHier, Giemsa- und Toluidinblau-Farbung,
wohingegen sie PAS negativ waren. Elektronenmilopsch stellten sich die intrazyto-
plasmatischen, unterschiedlich groRen Einschlugskdals nicht membrangebunden dar. Sie
bestanden aus elektronendichten, globuléren odan#en Material. Darin befanden sich z.
T. 59-69 nm grol3e, behiillte, elektronendichte,sahnliche Partikel, deren morphologische
Merkmale denen der Famili®etroviridae glichen. Diese Ergebnisse entsprachen den

Befunden bereits beschriebener IBD positiver Boi(fechumacher et al. 1994, Schumacher
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2006, Carlisle-Nowak et al. 1998, Oros et al. 1998)fgrund der Ahnlichkeiten dieser
beiden Erkrankungen bei Palmenlanzenottern und eBgitkdnnte schlussfolgernd gesagt
werden, dass beide durch denselben Erreger vehirsagden. Wahrscheinlich fand die
Ubertragung sowohl horizontal zwischen den Eltersti bzw. in den jeweiligen
Unterbringungen, als auch vertikal statt und girmgmwtlich von asymptomatischen IBD
Tragern aus.

Ein Bericht Uber die ersten dokumentierten Falla D bei zwei AbgottschlangerB6a
constrictor constrictoy und einer Argentinischen Boa8da constrictor occidentaljsin
Belgien stammten von Vancraeynest et al. (2006)hrédfid die beiden Abgottschlangen
regurgitierten, war bei der Argentinischen Boa Blilbenbefall zu verzeichnen. Alle drei
Boas zeigten Inappetenz und geringgradig zentnahser Symptome. Bei einer Leberbiopsie
bzw. bei der Sektion fanden die Autoren in der lkehend im Pankreas viele
Einschlusskorper, die einen Durchmesser von bi20zum aufwiesen. Proben von Pankreas,
Niere und Leber aus der Sektion wurden im TEM wuent und darin elektronendichte
Einschlisse gefunden. In und um einige der Einssellkamen sphérische Partikel mit einem
Durchmesser von ca. 90 nm vor. Diese Partikel eriggeinerlei spezifisch morphologische

Merkmale fur Retroviren und es konnten keine rateden C-Typ Virionen gefunden werden.

2.2.7Diagnose

Zur Diagnosestellung werden sowohl Gewebeschnigtewach Blutausstriche herangezogen.
Das Blutbild infizierter Schlangen ist meist unsfiszh verandert. Auffallig ist haufig nur die
hohe Anzahl an Leukozyten (> 30.000/ul), die im Hstadium auftritt (Jacobson 1999,
Schumacher 2006, Jacobson 2007). Einige Schlangsemsogar > 100.000 Leukozyten/ul
auf, wobei Lymphozyten die vorherrschende Zellfi@kidarstellte (Jacobson 2000, Jacobson
2007).

Schumacher et al. (1994) untersuchten das Bluiakoh und chronisch infizierten Schlangen.
Dabei kam heraus, dass im akuten Stadium eine kgtd®e mit relativer Lymphozytose
vorhanden war. Schumacher (2006) erwahnte noci alisache, dass im fortgeschrittenen
Stadium von IBD eine Leukopenie (WBC < 5.000 Zédll#hauftritt. Diese Auffalligkeiten
erwahnte auch Jacobson (1999). Aulerdem waren dsan@protein und der Globulinwert
erniedrigt. Die GOT-Werte waren signifikant hoher laei chronisch infizierten Tieren.

In Blutausstrichen konnten die typischen Einschdliss Erythrozytenzytoplasma gefunden
werden. Jacobson et al. (2001), Jacobson (2007)Saehdmacher (2006) berichteten aber
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auch von Einschlissen v. a. in peripheren Lymplesgyseltener in Thrombozyten und
Granulozyten. Die viralen Einschlisse heben siclilidé vom Zytoplasma der Lymphozyten
ab, fillen das Zytoplasma fast vollstdndig aus uirdicken teilweise den Zellkern
halbmondférmig ein. Mader (1999) beobachtete Leytazmit toxischen Veranderungen.
Nach Keils (2009) Aussage, zeigen nur Blutausstriobn Boas die Einschlisse in Erythro-
zyten. Bei Pythoniden dagegen kommen diese nickrythrozyten vor. Allerdings kann es
sein, dass nur ein befallener Erythrozyt auf TadsErythrozyten auffallt. Deshalb sollten
verdachtige, aber negativ diagnostizierte Tiereeditigt nochmals nach einigen Monaten
untersucht werden.

Klingenberg (1999) berichtete von himmelblauen Eisssen, sowohl in Erythrozyten als
auch in Lymphozyten. Als Farbungen setzte er DifkQund Giemsa ein. Es ist allerdings
noch nicht bewiesen, ob die Einschlisse eine dir8dziehung zum Virus haben. Werden
Einschlisse im Blutausstrich gefunden, sollte zwrifizierung auch eine Leberbiopsie
durchgefuhrt und auf Einschlusskorper hin untersuarden. Wenn keine Einschlusskorper
gefunden werden, kénnen zusatzlich GewebeprobenMagen, oesophagealen Tonsillen
oder den Nieren entnommen werden (Klingenberg 1999)

Mitchell (2004) erwahnte als diagnostisches Mifi@ IBD ebenfalls das Auffinden von
Einschlisse in Erythrozyten. Dabei gab er aberedebken, dass nicht-virale Einschlisse in
roten Blutzellen keine Seltenheit bei ReptiliendsiBei der Diagnosestellung durch Biopsien,
verweist er auf deren geringe Sensitivitat, undsddadurch falsch-negative Ergebnisse
maoglich sind.

Jacobson (1999) wiederum empfiehlt zur Diagnodesiglam lebenden Tier eine Biopsie-
entnahme von Leber, Magen oder oesophagealen TBonsiittels eines flexiblen Endoskops.
Dabei sind die Einschlisse in der HE-Farbung leichti erkennen als in der Wright-Giemsa-
Farbung.

Oft wird die Diagnose ergtost mortenanhand der charakteristischen intrazytoplasmadisch
eosinophilen Einschlisse in den Gewebeschnittetelgesvobei die Anzahl der Einschlisse
von Fall zu Fall variieren kann (Schumacher etLl8P4). Dies beschrieben auch Jacobson et
al. (2001) in ihren Bericht. Bei einigen Schlandemnten nur wenige Einschlisse entdeckt
werden, wéahrend bei anderen diese in samtlichemr@rg gefunden wurden. Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass die Diagnose von IBDeflesterden kann, sobald Einschluss-
korperchen vorhanden sind. Was allerdings andershamnicht heil3t, dass, wenn keine
Einschlisse auffindbar sind, dieses Tier als fian VBD bezeichnet werden kann. Diese

Meinung vertraten auch Schumacher et al. (1994).
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Laut Schumacher (2006) kann IBD u. U. bei Pythdmer éibersehen werden, da haufig, im
Vergleich zu Boas, kaum Einschlusskorper auftreten.

In ihrem Artikel beschrieben Garner und Raymond@0verschiedene Techniken, um IBD
diagnostizieren zu kénnen. Sie sind der Meinungsdiie Keilbiopsie der Leber die beste
Methode zur IBD Diagnosestellung ist. Zwar kénnémsiche Organe von IBD betroffen
sein, am haufigsten sind jedoch die Einschlusskdrpkeeber, Pankreas, Niere und Magen zu
finden. Dies wird auch von verschiedenen andereior&n bestétigt (Schumacher et al. 1994,
Jacobson 1999, Jacobson et al. 2001). Vor alleamutfraschallgefiihrte perkutane Leber-
biopsie eignet sich sehr gut, um Probenmateriafjeaninnen (Isaza et al. 1993). Raymond
und Garner (2004) hielten die endoskopische Maggsie zwar auch flr sensitiv, sie setzt
aber eine spezielle Ausristung voraus. Die Durdhitidn kann zudem bei zu kleinen oder zu
grof3en Tieren evtl. problematisch sein. Eine Pasrand Nierenbiopsie ist im Allgemeinen
zu invasiv. Hautbiopsien sind im Vergleich zu Ldbepsien nicht so aussagekraftig. Wie
sich herausstellte, kann die Sensitivitdt jedocistajgert werden, indem mehr als eine
Hautbiopsie entnommen wird. Garner und Raymond42@@ahmen auch eine zytologische
Untersuchung vor. Dafir wurden Buffy Coat Aussteichon IBD positiven Geringelten
Hundskopfboas Gorallus annulatus gefarbt. Dies stellte sich aber als nicht ideal z
Diagnosefindung heraus, da sich die zytoplasmaisdiinschllisse in der routinemafligen
Romanowsky-Farbung nicht gut anfarben lieRen umditskeicht Ubersehen werden. Auch
Verwechslungen mit Zelltrimmern, infektiosen Ermegeder phagozytiertem Fremdmaterial
kénnen vorkommen. In HE-Farbungen sind die Einsdgdil typisch angefarbt. Die
Anfertigung und Beurteilung erfordert aber ein dlisgisches Labor fir die gesamte
Durchfihrung. Da die Leber typischerweise eine hDiehte an Einschlusskdrpern besitzt,
versuchten Garner und Raymond (2004) die Lebemtgpiszytologie. Die Technik erwies
sich aber als wenig sensitiv zur IBD Diagnostik,di&@ Hepatozyten instabiler erschienen als
z. B. die von Vogeln oder Saugetieren, und somiinkantakte Zellen zur Beurteilung
gewonnen werden konnten. Auch Untersuchungen vagelavageproben wurden versucht,
sind aber kaum zur IBD Diagnostik geeignet, da eswtrwenig Zellen mit Einschlissen
vorkamen und auch die Probenbearbeitung sehr adfgést .

Histologisch kann auch das Fehlen einer Geweba-Zelgeaktion hilfreich sein, um andere
einschlussformende virale Stérungen auszuschli@Ramcraeynest et al. 2006).

Das Wissen Uber virale Krankheiten bei Reptilierr wes vor einigen Jahren noch relativ
gering. Heutzutage wird in diesem Bereich mehr igeftat. Erstens ist der Bedarf groR3er, da

es inzwischen immer mehr Reptilienhalter gibt, umeeitens sind bessere und ausgereiftere
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Diagnosetechniken fir den Nachweis von Viren vodesm z. B. ELISA, PCR, bessere
Virusisolierung (Jacobson 2000, Jacobson et all1208vine 2002, Lock et al. 2003, Lock
und Jacobson 2005).

Nach wie vor sind serologische und molekulare Tegtsg, um bei Ubertragungsstudien
sicherstellen zu kénnen, dass die Versuchstierasviegativ sind, damit eine urséchliche
Beziehung festgestellt werden kann. Deshalb wurohe ELISA entwickelt, um Boas
allgemein auf Kontakt mit spezifischen Antigenen hu Uberprifen (Lock et al. 2003). Lock
und Jacobson (2005) testeten mit Hilfe dieses BkI®ildlebende Brasilianische Kaiserboas
(Boa constrictor imperatgr auf das Vorkommen von Retrovirusisolaten, die #BB
positiven Boas von Jacobson et al. (2001) isokeutden. Es konnte aber kein Kontakt
nachgewiesen werden.

Chang et al. (2009) entwickelten polyklonale Antg& gegen Einschlusskorper in
Gewebeschnitten und gegen ein IBD spezifischeselrah den Einschlissen. An der
Sequenzierung des IBD Proteins und des Retroviiud gearbeitet. Sobald diese bekannt
sind, kann festgestellt werden, ob ein &tiologiséhesammenhang besteht.

Die Tatsache, dass bei Boas endogene Retrovir&womwonen (Huder et al. 2002), erschwert
die atiologische Diagnosefindung zusatzlich. AuckeAo- und Reoviren konnten aus
Schlangen isoliert werden, die neurologische Eiuwagen aufwiesen (Marschang et al.
2001). Deshalb ist es schwierig festzustellen, i@sed Viren nicht auch eine Rolle bei IBD

spielen konnten.

2.2.8Differentialdiagnose

Die Liste der Differentialdiagnosen ist relativ wangreich und erschwert zuséatzlich die
Diagnose von IBD zu stellen.

Fur Regurgitation bestehen folgende Mdaglichkeidancraeynest et al. 2006):

Stomatitis, suboptimale Haltungstemperatur, Intatidn (Milbenbekampfungsmittel
Organophospat oder Metronidazol), Septikdmie, Neo@] Fremdkorper, parasitare
Infektionen (Amdbiasis, Trichomoniasis, Kokzidiogeryptosporidiose, Wurmeier), grobes

Handling nach Fitterung, Trauma.
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Bei ZNS-Stérungen kommen folgende Erkrankungenetra&ht (Vancraeynest et al. 2006):
Bakterielle, virale (z. B. Paramyxovirus (PMV): Wes al. 2001), mykotische oder parasitare
Infektion, Protozoen (Acanthamoeba, Entamoeba iewad> Gehirnabszess bei Schlangen),

Intoxikation (Organophosphat), bakterielle Septilgrberhitzung.

West et al. (2001) berichteten von einer Boelensté&gpython forelia boelen), die akut
neurologische Stérungen aufwies. Bei der histopagfiechen Untersuchung fanden die
Autoren eine nichteitrige  Meningoenzephalitis  und elegentlich  eosinophile,
intrazytoplasmatische Einschlusskorper in Gliazelkufgrund dessen bestand der Verdacht
auf IBD (Schumacher et al. 1994), was allerdingshinibestatigt werden konnte, da in
samtlichen anderen Organen keine Einschlisse wordeh wurden. Daflr konnten die
Autoren mittels einem situ Hybridisierung mit cDNA Proben Paramyxoviren naeisen,
die ebenfalls flr zentralnervose Symptome verarttiobr sind. Deshalb muss PMV bei
neurologischen Erkrankungen auch bei Pythons aef Qifferentialdiagnoseliste. Bisher
wurde PMV v. a. bei Schlangen der FamViperidaefestgestellt. Einen der ersten Berichte
Uber diese Erkrankung stammte von Fdlsch und Lel@9@6). Darin beschrieben sie den
Verlauf dieser Infektion in einem Vipernbestand.

Zur Diagnosefindung von IBD sollten die Differemtiiagnosen ausgeschlossen werden
(Schumacher 2006). Dabei ist ein griundlicher Vadigivon essenzieller Bedeutung.

2.2.9Therapie

Eine Therapie ist nicht verfigbar. Mdgliche untétaénde Mal3inahmen beschranken sich
bisher auf Zwangsfutterung, Infusionen, bei Sekunfkktionen Antibiotika und lokale
Behandlungen. Der Krankheitsverlauf wird damit abiht verdndert (Schumacher 2006).
Jacobson et al. (2001) und Jacobson (2007) ratigmuawd dessen zur Euthanasie der Tiere.
Unter Umstanden kann Diazepam eingesetzt werdemngiemnfallsrate zu senken (Ritchie
2006).

Wenn es sich um eine einzeln gehaltene Schlangeéehiamie noch ein gutes Allgemein-
befinden aufweist, kann diese so lange in Besigbbh wie es ihr Zustand zulasst. Beim
Auftreten erster Symptome sollte allerdings diehantsie in Erwdgung gezogen werden.
Betroffene Tiere dirfen auf keinen Fall weiter \ark oder in andere Bestdnde gebracht
werden (Schumacher et al. 1994, Schumacher 2066bgdan 2007). Das wichtigste Ziel bei
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Therapieversuchen sollte sein, Ausbriiche in bolBestadnden zu limitieren bzw. moglichst
zu verhindern (Schumacher 2006).

Tritt in einem Bestand IBD auf, darf kein Zu- unaéauf mehr stattfinden. Verdachtige
Tiere sollten sofort isoliert werden. Bei besta@rgbDiagnose wird die Euthanasie empfohlen.
Terrarien infizierter Tiere missen vor dem néach&ebrauch gut gereinigt und desinfiziert
werden (Jacobson 1999). Besonderes Augenmerk aalite auf die Hygienemal3nahmen und
Schadlingsbekampfung gerichtet werden (Klingenid&ep).

Wenn Schlangen klinische Symptome, aber einen ivegathistopathologischen Befund
aufweisen, empfiehlt Jacobson (1999) die isolid¢fedtung. Einige Schlangen (v. a. bei
Pythons) haben nur wenige Einschlusskorper, die eiht gefunden werden (Schumacher
2006).

Klingenberg (1999) empfiehlt nach der Quarantanezee wiederholte Biopsieentnahme, da
sich u. U. auch erst spater Einschlisse entwick&nnen. Auch die Verteilung der
Einschlusskorper kann in den verschiedenen Organtnschiedlich sein.

Levine (2002) fuhrte einen Therapieversuch beireif@umbianischen Boa constrictdBda
constrictor imperatoy durch, in dem er dem Tier Nukleosid-Reverse-Tkaptgase-Hemmer
(NRTI) verabreichte. Die Boa zeigte unspezifisclygnStome wie Regurgitation, Anorexie,
eine Leukozytose mit Lymphozytose und toxische Gigteile. Bei der folgenden
Coeliotomie wurde jeweils eine Biopsie von Leberield und Magen entnommen.
Histologisch konnten intrazytoplasmatische, acidepbinschlisse gefunden werden, die fur
IBD sprachen. Nach der Diagnosestellung verabreidbt Autor Trizivir, eine Mischung aus
Abacivir, Zidovudine und Lomivuridine, fir acht Woen. Diese antiviralen Medikamente
storen die Translation von viraler RNA in DNA. Samwird eine Ausbreitung der Retroviren
aus infizierten Zellen beeintrachtigt. Zwei Wocherach Therapiebeginn trat eine
vorubergehende Verbesserung des Allgemeinbefinggnsund die Leukozytenzahl lag
wieder im Normbereich. Allerdings starb das Tiecmachtwochiger Therapiezeit. Dieser
erste Einsatz von Anti-HIV Therapeutika kénnte u.ethen Nutzen in der IBD Behandlung

bringen.

2.2.10  Prophylaxe

Der Verhinderung der Einschleppung in bestehendstdBde kommt eine besondere
Bedeutung zu, da IBD nicht heilbar ist (Schumach@®6). Jacobson et al. (2001) und

Jacobson (2007) raten bei neuen Tieren, bevongien Bestand aufgenommen werden, eine
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Quaranténezeit von mindestens 90 Tagen. Bea spp.allerdings ist mindestens eine
sechsmonatige Quarantane zu empfehlen, da dieseyvavher schon erwdhnt, asympto-
matische Trager sein konnen. Besonders chronididieine Boas zeigen im Frihstadium nur
unspezifische oder keinerlei klinische Symptomeh(eacher 2006). Dies birgt v. a. die
Gefahr der Einschleppung. Die Quarantaneraumeesatieparat liegen und lber ein eigenes
Luftsystem verfligen (Jacobson 1999, Schumacher)28@®&erdem ist eine Milbenmanifes-
tationen zu vermeiden. Beim Auftreten dieser Ektapidéen sind sofortige Bekampfungs-
mal3nahmen einzuleiten. Schumacher (2006) berichbeteBestande, die IBD positive Tiere
hatten und bei denen vorberichtlich auch stets éhlizfall als Problem erwdhnt wurde.
Hygienemalinahmen sind ebenfalls von Bedeutung (Gather 2006).

Holzerne Terrarien, in denen infizierte Schlangstén, sowie Einrichtungsgegenstande aus
Holz oder schwer zu saubernde Materialien solltemidett entsorgt werden. Terrarien aus
Fiberglas missen gut gesaubert, mit Chlor oderilakrypochlorid desinfiziert und an der
Sonne getrocknet werden, bevor sie neu besetzewdi@hnen (Jacobson et al. 2001).

Mader (1999) und Schumacher (2006) empfehlen Zig#atam Anfang und am Ende der
Quaranténe eine Blut- und Kotuntersuchung durchwefii

Die jeweiligen Schlangenarten, ob boid oder niclitbsollten grundsatzlich getrennt
voneinander gehalten werden, da nicht sicher istclve Arten latent infizierte Trager sein
konnen (Schumacher 2006). Alle Schlangen, die da=to sind, sollten aufRerdem aus
Sicherheitsgriinden einer Sektion unterzogen werden.

Als VorsichtsmalRnahme sind Tiere nur aus zuvedassund seriésen Zuchten zu erwerben,
bei denen die Zichter freiwillig Untersuchen auDIBlurchfiihren lassen, und auch darauf
achten, dass ihre Elterntiere mdglichst nicht iefizsind (Keil 2009).
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2.3 Viren

2.3.1Viren allgemein

Der lateinische Begriff ,Virus“ heild3t Ubersetzt jGi Viren sind obligat zellgebundene
Krankheitserreger und vermehren sich ausschlieftithzellular. Sie besitzen keine eigene
Stoffwechselaktivitat und sind aul3erhalb lebendetled biologisch inaktiv und nicht
vermehrungsfahig. lhre Infektionsfahigkeit geht eladdber nicht zwangslaufig sofort verloren
(Buttner 2007).

2.3.1.1Allgemeiner Aufbau

Als Virion wird das komplette infektionstiichtige dspartikel bezeichnet. Einfach aufge-
baute Viruspartikel bestehen aus einem Nukleingdolekil und einem Proteinmantel
(Capsid), der die Nukleinsaure schitzend umschlie@tstabilisiert. Diese beiden Einheiten
werden zusammen als Nucleocapsid, Nucleoid odee Gereichnet. Das Capsid setzt sich
aus Capsomeren zusammen, die wiederum aus Polypepiestehen. Morphologisch stellt
sich das Capsid, je nach Virusart, kubisch odekaleflar. Das helikale Aufbauprinzip findet
man bei vielen RNA-Viren. Die Nukleinsaure steuwket Art der Virusvermehrung, vermittelt
die Infektiositat und codiert die Virusreproduktsschritte. Viren, die zusatzlich noch eine
auRere Membran aufweisen, stellen behillte Viriomm. Diese zweischichtige Hille
(Peplos) besteht aus Lipoproteinen der Zellmembramle virusspezifische Glykoproteine
(Peplomere) eingebaut sind, welche unterschiedliEbemen aufweisen (spikeartig oder
keulenformig) und fur die Infektiositat und Antig&it verantwortlich sind. Die chemische
Charakterisierung eines Virions ist abhéngig vossda Nukleinsdure (DNA oder RNA),
seinen Strukturproteinen und viruseigenen Enzynmeh wenn vorhanden, von der Hulle mit
ihren virusspezifischen Proteinen. Physikalischgekschaften lassen sich anhand der
Virusstruktur, Gro3e, Gestalt und Dichte des Vialdeiten. Die charakteristische Dichte
behdllter Viren liegt zwischen 1,13 und 1,3 g/cBattner 2007).
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2.3.1.2Allgemeine Taxonomie

Die Einteilung der Viren in die Systematik, sowiereh Nomenklatur Ubernimmt das

International Committee on Taxonomy of Viruses (MgTAllerdings existiert noch keine

vollstandige und endguiltige Klassifizierung (Taxomne) der Viren. Momentan werden die

Viren in Familien (idae), diese z. T. in Subfamilien\inae) eingeteilt, in welchen die

Genera (-virus) und Virusspezies eingeordnet werdés) Grundlage fur die Einteilung der

Virusfamilien dienen u. a. folgende Kriterien:

1. die Nukleinsdaurebeschaffenheit (DNA oder RNA, Elnpeer Doppelstrang, positive oder
negative Orientierung, kontinuierlich oder segmeanyi

2. die Morphologie (Symmetrie der Capside).

3. unbehllt oder behllt.

Aufgrund verbesserter Nachweismethoden ist es bage moglich, teilweise die genetische

Verwandtschaft der Viren durch Sequenzierung deo@e festzustellen (Buttner 2007).

2.3.1.3Virusvermehrung

Die Virusvermehrung kann allgemein in zwei Stadengeteilt werden. Im Frihstadium
findet die Adsorption, Penetration, Uncoating (Betzung der Nukleinséure), Eklipse
(wahrend dieser Zeit der Replikation ist kein inféges Virus in der Zelle nachweisbar),
Transkription, Translation und Maturation mit Ass#yn(Zusammenbau der Nucleocapside
und Umhillung) statt. Das Spatstadium umfasst digidh (Virusfreisetzung z. B. durch
Budding = Knospung) und Persistenz des Virus, evtl.Transformation der Zelle.
Insbesondere bei Retroviren liegt oft eine okkltersteckte) Infektion vor, d. h. das Virus-
genom ist meist fur immer in das Genom der Zelle Riovirus integriert. Dabei ist das
Provirus nicht aktiv und somit findet auch keinedgvermehrung statt und infektiése Partikel
kénnen nicht nachgewiesen werden. Unter bestimmezhngungen kann das Provirus aber
wieder aktiviert werden und die Virusproduktion zseein. Zellen mit Proviren, z. B.
Oncornaviren, sind empfanglich fur Transformatiofiéntartung zu Tumorzellen).

Die Folgen einer Virusinfektion konnen sich in \@nedenen morphologisch erfassbaren
Zellveranderungen zeigen, so genannte zytopathiEfie&te. Diese konnen schlief3lich mit
dem Zelltod enden. Teilweise gibt es aber auch ekemorphologisch erkennbaren
Veranderungen und es besteht lediglich eine Dysiomkder infizierten Zelle. Bestimmte

Viren kdnnen auch eine Proliferation der Zellenvberufen oder gar eine Zelltransformation
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(Retroviren). Viele Virusarten induzieren frihe lalre Veranderungen, wie z. B.
Schwellung infizierter Zellen, Permeabilitats&ndeyen der Membranen oder eine Zellfusion
(Synzytienbildung). Retroviren sind nicht zytopaiko, rufen aber z. T. Synzytienbildung
hervor (Mayr und Kaaden 2007). Auch zellulare Keménderungen kénnen auftreten, z. B.
Kernpyknosis, Kernwandhyperchromasie und sonstigggeDerationsformen oder auch
pathologische Mitosefiguren. Zytoplasmatische Vdginongen zeigen sich in Form von
Zellabrundungen, Einschlusskorperchen oder/und bladkarung. Durch
Einschlusskorperchen kann es zur Kern- und Zytopagrdrangung kommen.
Intraplasmatische Einschlusskérperchen werden \estimomten RNA-Viren (Zytoplasma-
synthese) gebildet. In der HE-Férbung zeigen sie sieist eosinophil, homogen, manchmal
granuliert und von der Umgebung gut abgegrenztv&igeren in Form, Grél3e und Anzahl.
Normalerweise werden sie peripher von einer ungedar Hofzone (Halo) umgeben. Meist
sind sie Gebilde aus Viruspartikeln, Zellmatrix mitusspezifischen Proteinen oder sie
bestehen aus Zellmaterial, das aufgrund des Vebgdget wurde. Allerdings kdnnen &hnliche
Einschliisse auch als Folge von Stoffwechselstomegéstehen (Bittner 2007).

Jacobson (2007) erwéhnte, dass nicht alle EinsshNisaler Natur sind und nicht alle viralen

Infektionen Einschliisse induzieren.

2.3.1.4Virusdiagnostik

Bei der Virusdiagnostik stehen drei Moglichkeitem ¥erfigung(Buttner 2007):

1. Direkter Nachweis von Virus, Virusnukleinsaure odérusantigen mit anschlielender
Virustypisierung, z. B. mittels der Elektronenmikkopie, anhand vorhandener
Einschlusskorperchen, ELISA oder PCR (hierbei migsikte Nukleinsduren vorhanden
sein).

2. Isolierung eines Virus uber seine Anzlchtung inigresten Zellkultursystemen mit
anschlieBender Virustypisierung. Dazu sind lebériden notig.

3. Indirekter Nachweis einer Virusinfektion anhand denmunantwort des Patienten
(spezifischer Antikorpernachweis), z. B. durch EAISder Neutralisationstest. Wellehan
und Johnson (2005) unterscheiden noch zuséatzlicschen der humoralen Immunantwort
(Antikorperproduktion gegen Antigene), welche duérumneutralisationstests, ELISA,
Hamagglutinationshemmungstests oder Agarosegeliradifinsionstests festgestellt

werden kann und der zellularen Immunantwort, beidie T-Zellproliferation untersucht
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wird. Die T-Zellen l6sen die Selbstzerstérung ddizierten Wirtszellen aus und bieten
einen effektiven Schutz gegen Viren.
Aufgrund der meist kurzen Krankheitsdauer ist elswserig, den Erreger nachzuweisen,
zumal der Nachweis einen erheblichen zeitlichen alsh labortechnischen Aufwand
erfordert (Mayr und Kaaden 2007).

2.3.1.5Therapie und Prophylaxe

Wellehan und Johnson (2005) fuhren wichtige MaRrehmiir die Kontrolle und Therapie
bei Viruserkrankungen an. Besonderes Augenmerkesallf die Korrektur der Haltungs-
bedingungen gerichtet werden, wie z. B. Futter, pemturbereich, Feuchtigkeit, Terrarien-
einrichtung und auch der Umgang mit den Tierenlisdeabei eine Rolle. Zusatzlich sollten
bei Bedarf unterstiitzende Malinahmen ergriffen werde B. eine Infusionstherapie und
Behandlung der Sekundarinfektionen. Als allgemeMalinahme koénnen Paramunitéats-
inducer eingesetzt werden, um die unspezifische eklovzu stimulieren. Unter Umstanden
kénnen antivirale Medikamente eingesetzt werdery¢hwir, Cidofovir).

Eine Anwendung antiviraler Substanzen ist sinnvellenn eine Virusausbreitung im
Organismus und damit der Krankheitsausbruch nochingert oder abgemildert werden
kann. Beispielsweise konnen bei monokausalen liviekkrankheiten, bei lokalen
Infektionen oder bei langsamer Virusausbreitungvaate Chemotherapeutika eingesetzt
werden. Die Virostatika haben unterschiedliche \Whdsweisen. Sie konnen z. B. als
Nucleosidanaloga die Virusgenomsynthese storemningie falsche Nucleoside ins Genom
einbauen und somit unbrauchbare virale Proteing¢hstisiert werden. Azidothymidin (3-
Azido 3’-desoxythymidin, AZT) z. B. wird in Retraus infizierten Zellen durch zellulare
Enzyme umgebaut und interagiert danach mit derrseweTranskriptase. Es zeigt eine gute
Wirkung gegen das feline Immundefizienzvirus (F(Blttner 2007).

Wichtig bei der Bekampfung retroviraler Infektionest die Unterbrechung der Infektkette
(Liebermann 1992). Allgemein sind virusbedingte arikungen é&tiologisch schwer zu
therapieren, da Viren obligate Zellparasiten sidyfr und Kaaden 2007).

Eine wichtige prophylaktische MalRnahme ist, Tie¢ entsprechende Krankheiten hin zu
untersuchen, und dies nach einer mindestens 9etagiyarantanezeit zu wiederholen. Die
Unterscheidung zwischen unbehillten und behdilltarerV ist mafRgeblich, da letztere
wesentlich instabiler sind und oft schon korrektatigefuhrte hygienische Vorkehrungen
ausreichen, um die Verbreitung zu verhindern. Bz dtabileren Viren wird empfohlen,
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positiv getestete sowie verdachtige Tiere aus dessta®d zu entfernen (Wellehan und
Johnson 2005).

Die Inaktivierung von Viren hangt von ihrer Tenatit(Widerstandsfahigkeit gegenuber
Umwelteinflissen) ab. Zellfreies Virus (z. B. in ésghel oder Futtermitteln) ist deutlich
labiler als zellgebundenes Virus, das in Zellen ro@eweben vorliegt. Physikalische
Einflusse, v. a. Hitze, Strahlen oder ein unguestgH-Wert im Milieu, schadigen die Viren.
Behillte Viren sind sehr sensitiv gegenuber Lipsdiigsmittel. Der Einsatz von
Desinfektionsmitteln ist sehr effektiv gegen Virddazu wird vorwiegend Formaldehyd
verwendet. 2 %ige Natronlauge ist zwar wirksam,r adnech aufgrund umwelttechnischer
Grinden eher begrenzt einsetzbar. Empfehlensweraush der Einsatz von Natrium-
hypochlorid, dessen Wirkung zuverlassig ist. ValegeDesinfektion ist zu beachten, dass eine
grundliche Reinigung vorausgeht. Und die jeweiliggnwirkungszeiten missen unbedingt
beachtet werden (Buttner 2007).

30



2.3.2Retroviren allgemein
(Akronym: Reverse-Transkriptase-Onkogene Viren)

2.3.2.1Taxonomie

Die Familie Retroviridae wird heutzutage in sieben Genera eingeteflipha, Beta,
Gamma, Delta-, Epsilonretrovirus Spuma und Lentivirus (Mayr und Kaaden 2007). Laut
der zurzeit verbindlichen Taxonomie der Retrovitkirch das ICTV (2009) werden diese
aufgrund ihrer genetischen Verwandtschaftsvertsditni(u. a. durch Sequenzierung und
Vergleich der relativ konservierten Polymerasegerm)satzlich in Ubergeordnete
Unterfamilien eingeteilt: 1. SubfamilieOrthoretrovirinae mit Genera Alpha bis
Epsilonretrovirus und Lentivirus und 2. Subfamilie Spumaretrovirinae mit Genus
Spumavirus

Die bei Reptilien nachgewiesenen Retroviren gehérem GenusGammaretrovirus
Mammalian-TypC Retrovirusbzw. MLV-related Virusund werden dem SubgenReptilian
Typ-C Viruszugeteilt, welcher das Viper Retrovirus enthalagviund Kaaden 2007).

Friher wurden RNA-Tumorviren mit onkogenen Eigemadien, z. B. aviare Sarkom- und
Leukoseviren, der Subfamili®ncovirinae zugeordnet (Liebermann 1992). Tumorbildende
Virusarten (Oncornaviren) besitzen die Fahigkeitau.Leukose bei Végeln und einigen
Saugetieren auszulosen. AulRerdem konnen sie audate sbumoren wie Lymphome,
Sarkome oder Adenocarcinome verursachen. Retrostehen auch in Verbindung mit
chronischem  Gewichtsverlust, neurologischen Erkwnagkn, Immundefizite und
Autoimmunkrankheiten (Ritchie 2006). Einige Oncatinen sind in nattrlichen Wirten
endogen vorhanden (Mayr und Kaaden 2007).

Coffin et al. (1997) ordneten sowohl das Viper Betius VRV als auch das Corn snake
Retrovirus CSRV dem GenuBlammalian Typ-Czu. Wobei beide Virusarten endogen
vorkommen.

Manche Retroviren sind ,ekotrop“ (vermehren sichr ma nattrlichen Wirt), andere sind
.xenotrop“ (vermehren sich nicht in Wirtszellen, denen sie endogen vorkommen). Es
kommen auch ,amphotrope* Virusarten vor (vermehrgigch in mehreren Spezies,
einschlieflich in Zellen des nattrlichen Wirts) (viand Kaaden 2007).
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2.3.2.2Eigenschaften und Morphologie

Liebermann beschrieb 1992 die Eigenschaften vorroRetn. Allgemein besitzen die
meisten Retroviren eine starke Affinitat zu denléeldes lymphoretikuldren und hamato-
poetischen Gewebes (B- und T-Lymphozyten, MakrophagSie kommen weltweit vor und
sind wirtsspezifisch. Ihr charakteristisches Merknsd die reverse Transkriptase (RNA-
abhangige DNA-Polymerase), ein Enzym, das die ingige RNA in einem mehrstufigen
Prozess in komplementare DNA (cDNA) umschreibt.iSiem Viruskern lokalisiert und erst
nach Zerstérung der Viruspartikel nachweisbar. Waalgig davon, ob ein Retrovirus
onkogene Eigenschaften besitzt oder nicht, komnet miverse Transkriptase bei allen
replikationsfahigen Retroviren vor.

Die taxonomische Unterteilung der Retroviren effalgch unterschiedlichen Merkmalen,
z. B. der Morphologie (A-, B-, C- und D-Typ Vire@ber auch nach ihren biologischen
Verhaltensweisen oder ihren genetischen Merkmalaa, oben bereits erwéhnt (Buttner
2007).

Abbildung 1: Morphologie der Typ-A-, -B-, -C- und -D-Retroviruepikel (Liebermann 1992)

Typ-A Viren kommen nur intrazytoplasmatisch vor.sAkinzig bekannte Viren sind

Cisternaviren zu nennen, die bei Maus, Hamster Medrschweinchen gefunden wurden.
Diese Viren werden als Vorstufen der extrazellwid@kommenden Typ-B und Typ-D Viren

angesehen und sind vermutlich nicht infektios.

Bei der Gattung Typ-B Oncoviren ist als Prototyg ddammatumorvirus der Maus (MMTV)

vertreten. Diese entstehen aus Typ-A Partikel atsldudfer, werden durch die Plasma-
membran ausgeschleust und besitzen somit eine dopphtige Hille. Reife und infektiose

Viruspartikel haben einen Durchmesser von 125-180ihr elektronendichtes Nucleoid liegt

exzentrisch und sie weisen Spikes auf ihrer Obaréauf.
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Die Typ-C Viren bilden zwei Gattungen:

- Typ-C Oncovirusgruppediese Gattung enthélt die meisten Vertreter dgrdriren, wovon
viele ein onkogenes Potential besitzen, was augyr Miad Kaaden (2007) bestétigten. In den
Subgattungen sind Saugetier-, Vogel- und Reptibeicoviren des C-Typs eingeteilt. Zu der
UntergattungReptilien Typ-C Oncovirugehort die Spezies d&sper Typ-C Oncovirusdas
dem Viper Retrovirus entspricht. Liebermann undtivann erwdhnten bereits 1987, dass die
Typ-C Oncoviren der Reptilien keine antigenetistteewandtschaft zu anderen Mitgliedern
der SubfamilieOncovirinaeaufweisen, und somit vermutlich ein eigenes Gelaustellen.

- Mammalian-Typ C Retrovirusgruppealiese Gruppe enthalt sowohl exogene als auch
endogene Viren, die weit verbreitet sind; die Utsgiing erfolgt vertikal und horizontal. Sie
werden mit vielen Krankheiten in Verbindung gebtaainschlie3lich Immunsuppression
und neurologischen Stérungen.

Typ-D Viren kommen als unreife Partikel intrazeflulvor und weisen einen Durchmesser
von 60-90 nm auf. Dagegen haben die extrazellul@esien, infektiosen Partikel einen
Durchmesser von 100-120 nm, besitzen relativ kubteerflachenprojektionen und ihr
elektronendichtes Nucleoid liegt exzentrisch. Inmemnden keinerlei onkogene Eigenschaften

zugesprochen (Liebermann 1992).

Morphologisch stellen sich die behillten Typ-C Retruspartikel spharisch dar, mit einem
Durchmesser von 80-110 nm (bzw. 80-120 nm, Mayr Kadden 2007). Sie werden von
einer Lipoproteinmembran umgeben, die variable @dmrenprojektionen (Spikes) von ca.

8 nm Lange enthalt und nur bei frei liegenden Typi€en sichtbar sind. Die Hullmembran

stammt von der Wirtszelle ab. Die Virionen besitz@n ikosaedrisches Capsid, das ein
Ribonucleoprotein mit helikaler Symmetrie enthBlds Nucleoid ist elektronendicht und liegt
bei den C-Typ Partikeln zentral. Es stellt eingsiViruspartikel dar, wahrend unreife Partikel
einen konzentrisch lokalisierten, elektronendurséigen Kern enthalten. Die Reifung der
Typ-C Viren erfolgt an der Zellmembran. Die Reptika der Retroviren findet dagegen im

Zellkern statt (Buttner 2007).

Das Genom der Retroviren ist ein invertiertes Diragrer linearen ssRNA mit positiver

Polaritat, das am 5°-Ende mit Wasserstoffbrickemweden ist. An beiden Molekilenden

befinden sich repetitive Sequenzen, die so genanni®s (Long terminal repeats), welche
als starke Promotoren fungieren. Sie leiten dien3keption des integrierten Virusgenoms ein

und liegen in mehrfacher Ausfihrung an der virdl®hA vor. Die virale RNA alleine stellt
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kein infektibses Agens dar. Sie kann aber gleicthnder Zellinfektion direkt als mRNA
auftreten (Liebermann 1992).

2.3.2.3Genomorganisation und Replikation

Es gibt 4 Genomabschnitte, die wichtige genetisofemationen enthalten:
- gag - Gen kodiert fur interne nicht glykosylier&rukturproteine ( Matrix, Capsid,
Nucleocapsid)
- pol - Gen kodiert fur reverse Transkriptase (mit RNased Integrase (Polymerase und
Endonuclease, welche dsDNA schneidet)
- env — Gen kodiert Gberwiegend fur glykosyliertélproteine
- pro — Gen kodiert fir eine Protease
- manche Retrovirusgenome enthalten ein zusétaliwhe— Gen, ein so genanntes Krebsgen,
das ihnen ein onkogenes Potential verleiht.
Die Virionproteine tragen verschiedene Determinanteelche fur die antigene Eigenschaft
verantwortlich sind. Als typenspezifische Deternmitgan werden Hullglykoproteine
bezeichnet, die bei der Virusneutralisation eindleRgpielen (Bildung neutralisierender
Antikdrper). Aul3erdem gibt es gruppenspezifischaebBeinanten, welche die Subgenera
definieren, wie sie z. B. die Typ-C Viren der S&igye besitzen. Diese werden vagag —
Gen kodiert.
Der Replikationszyklus der Retroviren lauft wie gblab: Nach der Infektion bindet das
Retrovirus mit einem seiner Hiullglykoproteine aredfische Rezeptoren der Wirtszell-
oberflache. Danach kommt es zur Fusion der Virdshiiit der Zytoplasmamembran. Es
folgt das Uncoating, bei dem die Virushille abgehaind. Die Replikation startet mit der
reversen Transkription der Virion-RNA in ssDNA. e baut die RNase-H die RNA von
dem DNA/RNA-Hybriddoppelstrang ab. Ein zweiter DNBArang wird synthetisiert, so dass
eine dsDNA entsteht. Diese dsDNA entspricht eifi@A& und wird als Provirus bezeichnet.
Es folgt die Integration der retroviralen cDNA itedchromosomale DNA der Wirtszelle.
Dies geschieht durch die virale Integrase. Danetbblder Wirt lebenslang (latent) infiziert.
Bei der nachfolgenden Transkription durch die zatki RNA-Polymerase Il entsteht virale
RNA und verschieden groBe mRNA, welche untersciuedl Informationen fir die
Translation der jeweiligen Gene enthalten. Die teeigorimaren Translationsprodukte der
Retroviren sind Polyproteine, die gespalten wermdéissen (splei3en), um biologisch aktiv zu
werden. Beim C-Typ findet die Reifung der Retromiren der Plasmamembran statt. Die
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Freisetzung aus der Zelle geschieht durch eineraktaistischen Abschnirungsprozess, dem

SO0 genannten Budding.
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Abbildung 2: Replikation der Retroviren (nach Gelderblom)

2.3.2.4Ubertragung, Verlauf und Diagnose

Die Infektion erfolgt meist exogen, wobei eine Ubsgung vertikal oder horizontal moglich
ist. Es kommen auch endogene Infektionen vor. Riggo sind nicht besonders kontagios, da
sie aufRerhalb des Organismus sehr labil sind. Smendn durch Lipidldsungsmitteln,
Detergenzien oder Hitze (56 °C fur 30 Minuten) ina&rt werden. Ihr Verhalten gegeniber
UV-1- und RoOntgenstrahlung ist relativ resistent.

Klinisch gibt es verschiedene Verlaufsformen. Maistlauft die Infektion inapparent mit
Antikdrperbildung gegen Virusantigene und gegendiapezifische Transplantationsantigene
auf den infizierten Wirtszellen. Damit werden digeré immun, ohne zu erkranken. Bei
persistierenden Virusinfektionen sind keine Krantdsymptome sichtbar, die Tiere sind aber
Viramiker und stellen dadurch eine Ansteckungseguedir.

Fur die diagnostischen Malinahmen stehen versclaeldiéiglichkeiten zur Verfigung. Als
Nachweis fur die Retroviren wird das Elektronenmgkop zu Hilfe genommen. Auch der
Nachweis der reversen Transkriptase ist mdglichi Bekannter Virus-RNA ist eine
Hybridisierung mit cDNA Proben durchfihrbar. Wegemmunologische Nachweise viraler
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Strukturproteine gelingen durch Agargelprazipitati&@LISA, Radioimmunprazipitation u. a
(Liebermann 1992).

Auch durch Bestimmung des Sucrose-Dichtegradieisteaine nahere Einteilung der Viren
maoglich. Die Sucrosedichte der Retroviren betragy84L,18 g/cm3 (ICTV).
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2.3.3Retroviren bei Boiden

In der Literatur wird von Isolationsversuchen véiedener Retroviren berichtet.

Das Ziel der Studie von Jacobson et al. (2001)d&aCharakterisierung von Retroviren, die
aus boiden Schlangen mit und ohne IBD isoliert wardDabei entdeckten die Autoren drei
Isolate (RV-1, -2, -3), die aus infizierten VH2-I&# (Viper heart cells) stammten und eine
Morphologie vergleichbar mit Vertretern der FamiRetroviridae aufwiesen, welcher sie
auch zugeordnet wurden.

Fur diese Untersuchung standen drei Boas zur Venfijig Eine AbgottschlangeB¢a
constrictor constrictoy mit Lethargie und Abmagerung, eine ArgentiniscBea Boa
constrictor occidentalis mit intermittierender Regurgitaion und zentralriezen Stérungen
und eine Madagassische Erdbdarantophismadagascariensjsdie gesund war, aber eines
der Wurfgeschwister wurde mittels einer Leberbiepsils IBD positiv diagnostiziert.
Folgende histopathologischen Befunde traten aufiatieche Lipidose, chronische inter-
stitielle Pneumonie, neuronale Degeneration. Veminauch nekrotisierende Hautver-
anderungen und Milzfibrose. Einschlusskérper wurdelbeber, Lunge, Neuronen, vereinzelt
auch in Milz, Niere, Magen, Pankreas und auch irdkenyozyten gefunden.

Die Autoren untersuchten infizierte VH2-Zellen untdem TEM. Darunter fanden sie
intrazytoplasmatische Aggregate von C-Typ retrdgima Partikeln in Vakuolen und
Phagolysosomen. Diese schnirten sich vom rauenptasioatischen Retikulum ab. Unreife
Viruspartikel, deren Nukleinsdure einen asymmdtesc elektronendichten Halbmond
bildete, waren ebenso sichtbar wie reife Viren, eligen zentralen, elektronendichten Kern
besal3en, der von einem Capsid mit einem Durchmesse80-90 nm umgeben wurde.

Im Vergleich dazu kamen in infizierten primaren idigzellen extrazellulare sowie intrazyto-
plasmatische C-Typ retrovirale Partikel vor. Diealen Partikel stellten sich allesamt
pleomorph dar und reife Partikel hatten 80-100 mmDurchmesser. Zusatzlich sahen die
Autoren in diesen infizierten primaren Nierenzellieen unter dem TEM im Zytoplasma
liegende, elektronendichte IBD typische EinschljiigBe Viren aufwiesen. Mittels Spezial-
farbungen fanden Jacobson et al. (2001) heraus di&s Einschlusskorper Lipide und
Proteine enthielten. Dies kénnte ein Hinweis dasaih, dass Einschlusskérper entweder ein
Ablagerungsprodukt in abnormen Zellen oder préegaMaterial darstellen, das fir die
Replikation bendtigt wird.

Mit dieser Studie vermuteten Jacobson et al. (20fl@) Anwesenheit eines endogenen

Retrovirus. Diese Vermutung stitzte sich auf dash®odensein einer hohen Hintergrund-
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radioaktivitat bei der Messung der reversen Traptkseaktivitdt nicht infizierter VH2-
Zellen.

Um die viralen Proteine zu analysieren, und damé strukturelle und antigenetische
Verwandtschaft von RV-1 und RV-2 beurteilen zu kémnwurden polyklonale Antikérper
(anti-RV-1) im Western Blot eingesetzt, die geges dereinigte mutmalliche IBD Virus
gerichtet waren. Die Ergebnisse zeigten, dassdeklauptkernproteine von RV-1 und RV-2
im Western Blot vom endogenen Retrovirus aus de-¥YEllen unterschieden. Damit wurde
bestétigt, dass unterschiedliche Retroviren vorlage

Die Gesamtergebnisse dieser Studie bestatigteNWaldmndensein von Retroviren in boiden
Schlangen mit IBD bzw. Schlangen, die Kontakt zD |@Bositiven Tieren hatten. Es liegt aber
kein Beweis vor, ob diese Retroviren tatsachlicghBD verantwortlich sind.

Huder et al. (2002) versuchten in ihrer Studie hszafinden, welcher Erreger fiur IBD
verantwortlich ist. Sie gingen davon aus, dassi@s sm ein Retrovirus handelt, da diese
Vermutung schon langer Bestand hat (Schumachdr £024). Diese Theorie konnte jedoch
noch nie bestatigt werden. Die Tiere zeigten IBDnSiome oder lebten vergesellschaftet mit
erkrankten Schlangen. Fur ihre Untersuchungen enitdie Autoren Leukozytenkulturen, die
von TigerpythonsFython molurusstammten, um darin die reverse Transkriptasektizu
bewerten. In der Messkurve zeigte sich die revEéraaskriptaseaktivitat bei 1,15 g/ml. Somit
wurde die Anwesenheit retroviraler Partikel begtatiDurch phylogenetische Analysen
konnte eine weit entfernte Verwandtschaft des VimisViren des B- und D- Typs (Integrase
und reverse Transkriptase) und dem Saugetier CATyp. Hullproteine) festgestellt werden.
Es wurde als ,Python endogenes Retrovirus* (PyEBA&Zeichnet. Méglicherweise kdnnte es
sich dabei auch um ein rekombiniertes Retroviruadeln. Bei allenPython molurus
Individuen konnte dieses stark exprimierte Virushgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
wurden samtliche anderen Schlangen der FarBitielae negativ fir dieses Virus getestet
(Python regius, Python reticulatus, Boa constrictBynectes notaeus und Morelia spilpta
egal ob die Tiere IBD positiv waren oder nicht. Audbertragungsversuche des isolierten
Python molurusVirus aus einer gesunden Dunklen TigerpythBgtiton molurus bivittatys
auf mononukleare Blutkulturen vddoa constrictoroderPython regiugyelangen nicht. Somit
konnte den Python endogenen Retroviren (PyERV)ekeirsachliche Beziehung zu IBD
zugesprochen werden. Ebenfalls als Beweis gegeditidiegische Rolle von PyERV fir IBD
sprach die Tatsache, dass PyERYV nicht in histothgestatigten Einschlusskorper-positiven
Nierengeweben von Konigsschlangen gefunden weraemt&, welche klinisch als IBD

positiv diagnostiziert wurden. PyERV konnte in disherigen sieben Genera aufgrund seiner
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unterschiedlichen Sequenz und Genomfolge nichteeirttnet werden. Die in dieser Studie
beschriebenen Ergebnisse schlieBen die Maoglichkedht vollends aus, dass ein
mutmalliches Retrovirus, das mit PyERV verwandt &énnte, als Ursache fir IBD in Frage
kommt.

Lock et al. (2003) entwickelten einen ELISA in Bpasn die Immunantwort bei diesen
Tieren messen zu konnen. Dafir wurden zwei Argesdive Boa constrictoiBa constrictor
occidentali3 mit 2,4-Dinitrophenylat Bovinem Serumalbumin (D¥BSA) immunisiert. Die
entwickelten Antikorper (anti-DNP) wurden genutztm polyklonale und monoklonale
Antikdrper zu produzieren.

2005 setzten Lock und Jacobson diesen ELISA ein, dam Plasma frei lebender
Brasilianischer Kaiserboa8ga constrictor imperatoy auf einen Kontakt mit Retroviren hin
zu untersuchen, die kirzlich aus Boiden mit IBOi&bwurden (Jacobson et al. 2001). Das
Ergebnis ergab eine Ubereinstimmung zwischen PrainehNegativkontrolle. Dies konnte
ein Beweis dafur sein, dass die wildlebenden Khs®s keinen Kontakt zu diesem Retro-

virusisolat hatten.

2.3.3.1Retroviren bei Boiden in Verbindung mit Neoplasien

Die von Ippen et al. (1978) beschriebenen zwei Afsghlangen Boa constrictor
constricton, zeigten zu Lebzeiten keinerlei Anzeichen fur ¥asliegen einer leukotischen
Erkrankung. Die Autoren berichteten hier von denthplgisch-anatomischen und
elektronenmikroskopischen Befunden.

Bei Boa Nr. 1 untersuchten die Autoren im Elektmamé&roskop Organe mit lymphoiden
Zellanhaufungen. Dabei entdeckten sie Viruspartikél einem Durchmesser von 100 nm,
einem zentral gelegenen abgegrenzten Nucleoidvalaginem hellen Ring umgeben wurde,
und einer peripheren Hullmembran. Es wurde angeremrdass es sich dabei um RNA
Viruspartikel des C-Typs der Leukosegruppe handellee morphologischen Befunde
(tumorartiges Wachstum undifferenzierter primitiveBlutzellen) sprachen fur eine
vorliegende Leukose. Auch bei der zweiten untersucBoa fanden die Autoren elektronen-
mikroskopisch die oben beschriebene Viruspartikelailen veranderten Organen und in
BlutgefaRen. Aufgrund der erhobenen Befunde lautetdiagnose Erythroleukose. Ippen et
al. (1978) konnten somit in dieser Studie als Erstetgeschen Viruspartikel des C-Typs
direkt im lymphatischen Tumorgewebe nachweisen.ubddwurde angenommen, dass der
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Ausloser fur die Leukose bei Reptilien ein Virusr deamilie Retroviridag Genus
Oncornavirus dst.

Chandra et al. (2001) entdeckten in Neoplasien wien Dunklen TigerpythonsRython
molurus bivitattuy Retroviren, welche sie in ihrem Artikel beschaab Dabei konnte die
Beziehung zwischen Tumorétiologie und den intratestizschen retroviralen Viruspartikel
nicht geklart werden. Folgende Tumorarten diagm@sten die Autoren bei den Tieren: ein
Lymphosarkom, ein muzines Kolonadenokarzinom, Bimergangszellkarzinom in der
rechten Niere und ein intermandibuldres Fibrosartkém allen Neoplasien lagen virale
Partikel extra- und intrazytoplasmatisch vor, teilse waren sie auch intravakuolar oder in
Phagolysosomen vorhanden. Ihr Durchmesser lag @©e9396 nm und sie besal3en einen
elektronendichten Kern, umgeben von einem elektrdnechlassigen Ring mit deutlicher
bilaminérer AufRenmembran. Der Knospungsprozess &andPlasmamembranen statt. Die
morphologischen Merkmale und die Lokalisation défdvien stimmten mit Vertretern der
Familie Retroviridaetberein und ahnelten Typ-C OncornaviruspartikBleren reife Partikel
hatten einen Durchmesser von 80-110 nm und dielevibukleinsaure kondensierte

halbomondférmig. AuRerhalb der Tumorgewebe kamengeervirale Partikel vor.
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2.3.4Retroviren bei Nichtboiden meist in Verbindung mit
Neoplasien

Zeigel und Clark lieferten 1969 den ersten Bewéisdie Existenz eines C-Typ Virus bei
wechselwarmen Tieren durch die Elektronenmikrosikopus einer Asiatischen Kettenviper
(Vipera russell) mit prakardialem édematésen Myxofiborom wurde géwebe entnommen
und daraus eine bestandige Zellkultur hergesti#t Viper-Milz-Zelllinie (VSW). In der 48.
und 52. Passage der Zellkultur konnte elektroneroakopisch ein C-Typ Virus nachge-
wiesen werden, das sich durch Knospungsprozesseehete. Die zytoplasmatischen
Virionen hatten einen Durchmesser von ca. 108 narew behtillt, membrangebunden und
besal3en ein elektronendichtes Nucleoid, welchesneBurchmesser von 45 nm aufwies.
Diese Virionen kamen im Gewebekulturiiberstand &elegentlich wurden Viruspartikel
innerhalb grofl3er Phagolysosomen und im Extrazetadan gefunden. Laut Zeigel und Clark
(1969) lag der Durchmesser des Viper Virus im selBereich wie die Erreger der avidren
Leukose (85 nm) und der murinen Leukamie (110 nvopei es dem aviaren Leukosevirus in
seiner reifen extrazellularen Form morphologischhmiéhnelte. Dieses C-Typ Virus wurde
als Ophidian C-Typ Virus bezeichnet (spater wurdeVgper Retrovirus (VRV) genannt,
Clark et al. 1979) und stellte das erste Oncormavin Verbindung mit einer Neoplasie bei
Reptilien dar. Dies war damals der einzige Fall, #em die Kultivierung von C-Typ
Viruspartikeln aus wechselwarmen Vertebraten gelang

Die spontane Viruspartikelproduktion der VSW Zeltku machten sich weitere Autoren zu
nutze und es wurden ndhere Untersuchungen diesiéinigevorgenommen (Gilden et al.
1970, Zeigel und Clark 1971, Lunger und Clark 1973)

Gilden et al. (1970) nutzten die von Zeigel undriCid969) hergestellte Viperzelllinie VSW,
um die daraus produzierten Viren auf ihre biololgesdiophysikalische und immunologische
Eigenschaften hin zu untersuchen. Die AnwesenleitGiTyp Partikel in dieser Zelllinie,
sowohl extrazellular als auch in Vakuolen, wurdeiittais elektronenmikroskopischen
Untersuchungen bestatigt. Der Partikeldurchmesd€0-010 nm) und die speziellen
Merkmale der C-Typ Viren (v. a. die kondensierterucloide) stimmten mit den
Beobachtungen von Zeigel und Clark (1969) ebensweiin. Gilden et al. (1970) konnten in
der vorliegenden Untersuchung nachweisen, das¥idas RNA enthielt und eine Sucrose-
dichte von 1,16 g/ml aufwies. Eine RNA mit hohem Ibkulargewicht (70S) konnte
extrahiert werden, welche fur aviare und murineyp-Viren charakteristisch ist. Allerdings
entdeckten Gilden et al. (1970) in ihren Untersugan auch, dass das Viper Virus (Reptilien
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C-Typ Virus) ein gruppenspezifisches Antigen beshs, sich von den gut charakterisierten
avidren und murinen Viren unterschied. Somit bedsth antigenetischer Unterschied
zwischen diesen C-Typ Viren.

Zeigel und Clark (1971) erlauterten histopathololges und ultrastrukturelle Aspekte des
Tumorgewebes und einiger Organe (Leber, Milz, NigRankreas) der Kettenviperipera
russell), die sie bereits 1969 untersucht hatten und ddiseDiagnose eines prékardialen
0dematdsen Myxofibroms stellten. Aus dem Tumorgsdtionnte kein Virus isoliert werden.
Auffallig waren intravaskulare neoplastische Zellen den untersuchten Organen, die
teilweise auch die Blutgefal3e verschlossen. Diedales primaren Fibroms, die intravasalen
Zellaggregate und die von der Milz abstammendetiziel VSW wiesen einige gemeinsame
Merkmale auf: jeder Zelltyp enthielt kleine dicht€onofibrillen, Desmosomen und
Sekretgranula. Aufgrund der &ahnlichen Morphologiernwteten die Autoren einen
metastatischen Ursprung. Wahrscheinlich metastasier Tumor auf hamatogenem Weg u.
a. in die Milz und hinterliel3 somit auch die intagalen Zellaggregate. Ob eine atiologische
Beziehung zwischen dem C-Typ Virus und dem Vipedulmestand, konnte nicht bewiesen
werden.

Lunger und Clark (1973) beschrieben in ihrem Banmobtmaliliche Entwicklungsstadien von
C-Typ Viruspartikeln. Die 1969 von Zeigel und Cldrkrgestellte permanente Milzzelllinie
VSW wurde fiir diese Studie mit einem Tollwutviradiziert. Sowohl infizierte als auch nicht
infizierte VSW Zellen wurden elektronenmikroskogisauntersucht und miteinander
verglichen, wobei mehr Mitochondrien, welche Viradgjkel enthielten, in infizierten Zellen
vorhanden waren. Diese intramitochondrialen Viruska wiesen eine runde Form auf, mit
einem Durchmesser von 106 nm, besalRen einen elekblachten Kern, dessen Durchmesser
75 nm malf3, und hatten im Allgemeinen eine elekmmdoechlassige AufRenzone, umgeben
von einer eng anliegenden Hiulle, die von der irmél@éochondrienmembran abstammte. Die
Autoren wiesen unter Vorbehalt darauf hin, dassidieamitochondrialen Partikel C-Typ
Virionen sein konnten. Ihr Unterschied zu den Vi@eTyp Virionen bestand lediglich darin,
dass ihr Nucleoiddurchmesser gréf3er war und ihfuRgsort innerhalb der Mitochondrien
lag. Damit ware dieses intramitochondriale Vipelagellvirus der erste entdeckte endogene
Erreger, der in Mitochondrien liegt und sich verhotitauch dort repliziert.

Andersen et al. (1979) fanden heraus, dass das Rigeeovirus (1969 von Zeigel und Clark
isoliert) biochemisch und immunologisch von einerzAhl von Saugetier- und Vogelretro-
viren unterscheidbar ist. AuRerdem stellten dieofen eine immunologische Verwandtschaft

zwischen VRV und endogenen Typ-D Viren der Altwiéa fest. Sie teilten sich anti-
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genetische Determinanten. Morphologisch bestand Aimlichkeit mit den Typ-C Viren.
Eine genetische Verwandtschaft zu den VertreternTge-C Viren konnte allerdings nicht
nachgewiesen werden. Zusatzlich entdeckten siehdualekulare Hybridisierung, dass das
VRV innerhalb der Vipern genetisch Ubertragen werlann, womit bewiesen wéare, dass
dieses Virus endogen vorkommt.

Lunger et al. (1974) fanden im Gewebe eines emlatgopnRhabdomyosarkoms von einer
Kornnatter Elaphe guttata mittels eines Elektronenmikroskops Partikel, sherphologisch
C-Typ Viren von Vogeln und Saugetieren ahnelteresBitellte den ersten Bericht Uber einen
poikilothermen Vertebraten dar, bei dem die Morgrase von C-Typ Viruspartikeln
innerhalb eines primaren Tumorgewebes beschrieb@mes Damit bestand eine direkte
Verbindung mit dem Tumor. Die Knospung extrazelietaPartikel fand an zytoplasma-
tischen Membranen statt. Sowohl extrazellulareaalsh intravakuolare reife Partikel hatten
einen Durchmesser von 105-115 nm und bestandeeim@isHullmembran, einer elektronen-
durchlassigen Zone und einem kondensierten zentkden mit 45-55 nm im Durchmesser.
Etwas Kleinere freie Partikel befanden sich innkrimaembrangebundener zytoplasmatischer
Einschlusskorperchen, bestehend aus feinen Filritlee eine glatte Oberflache aufwiesen.
Es wurde vermutet, dass diese Einschlisse lysoso@rglanellen darstellen kénnten, wobel
die Zusammensetzung von Lysosomen heterogenerar Wate. Die beschriebenen Partikel
ahnelten in ihrer Morphologie und ihren Reifungdsta nach den C-Typ Oncornaviren
hoherer Vertebraten. Dabei stimmte die Kerngrolésedi Retrovirus mehr mit den aviaren
Leukose- und Sarkomviren im Gegensatz zu leukdmiaredten Saugetierviren Uberein.
Dafiir sprache auch die phylogenetisch ndhere Vetisahaft der Reptilien zu den Vdgeln
als zu den Saugetieren. Das beschriebene Virug&atierdings nicht isoliert werden.

Clark et al. (1979) beschrieben das erste Mal das Gnake Retrovirus CSRV. Aus der
VSW Zelllinie (Zeigel und Clark 1969, 1971) wurdasdViper Retrovirus VRV gewonnen
und fur vergleichende Untersuchungen herangezdgee. Gewebesuspension, welche von
dem Rhabdomyosarkom einer Kornnatter stammte, @il on Lunger et al. untersucht
wurde, nutzten die Autoren dazu, Waldklapperschdardgibromzellen@rotalus horridu$ zu
infizieren. Nach mehreren Passagen konnten mittelektronenmikroskopischer
Untersuchungen C-Typ Viren nachgewiesen werden, iwasicht infizierten Zellkulturen
nicht gelang. Auch normale Waldklapperschlangenkd&#lren, von Herz und Niere
gewonnen, wurden mit der Virus enthaltenden Suspertes Originaltumors infiziert. Nach
mehreren Zellpassagen zeigten sich im Elektronemsiop in beiden Zellsystemen von

Herz und Niere ebenso C-Typ Viren.
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Die Morphologie der CSRV stimmte mit bekannten @3 Mirionen von poikilothermen und
homoiothermen Vertebraten Uberein. Auch der Knogpprozess von Plasma- und
Vakuolenmembranen glich den C-Typ retroviralen iRair, ebenso wie deren Dichte von
1,16 g/ml. Die Virionen aus de€rotalusZellkultur wiesen die gleiche Morphologie auf wie
es bereits Lunger et al. (1974) beschrieben halteiinrem Polypeptidaufbau unterschieden
sich die CSRV und VRV teilweise voneinander. Es gaimerlei Kreuzreaktionen zwischen
den CSRV- und VRV-Hauptantigenen. Wéahrend CSRV BEeswelt-Colubriden isoliert
wurde, stammten die VRV aus Altweltvipern. Somdllen sie jeweils einzigartige Isolate der
Ophidian Retroviren dar.

In ihrem Bericht beschrieben Zschiesche et al. §138n ersten Leukamiefall bei einer
Vierstreifennatter Elaphe obsoleta quadrivittafa Sowohl unter dem Lichtmikroskop als
auch im Elektronenmikroskop fanden die Autoren terkeukdmische Zellinfiltrate in den
meisten Viszeralorganen und auch in BlutgefalRemktEinenmikroskopisch sahen sie
zusatzlich in zytoplasmatischen Vakuolen morphdaolgiklassifizierte C-Typ Viruspartikel
mit einem Durchmesser von 80-100 nm. Laut der ggdnden Befunde kamen die Autoren
zu der Diagnose einer lymphoblastischen Leukamie.

Carneiro et al. (1992) lieferten den ersten Beridher das Vorkommen retrovirusahnlicher
Partikel in Giftdrisen gesund erscheinender Gruttemo Bothrops jararacussu Die
Identifizierung dieser Viruspartikel geschah anhanwbrphologischer Merkmale im
Elektronenmikroskop. Die Autoren fanden inter- untlazellular im Giftdrisengewebe und
in Gefal3lumina sowie im Bindegewebe C-Typ ahnlickiée Viruspartikel. Ihr Durchmesser
malfd 100 nm und der elektronendichte Kern lag nzaistral. Die umgebende Hofzone war
manRig elektronendurchlassig und eine deutlichenbiiare Aufienmembran war vorhanden.
Die Knospung ging von Plasmamembranen aus und hieggne Reifungsstadien waren
sichtbar. Die Befunde erinnerten an Saugetier CMiypspartikel.

Es wurden auch Typ-A &hnliche Viruspartikel entdedike hauptséchlich in Verbindung mit
Membranen des Endoplasmatischen Retikulums stadldem®urchmesser betrug 70-80 nm
und sie hatten einen zentral liegenden, elektramemhtbssigen Kern (Durchmesser 28-
30 nm), umgeben von einem elektronendichten Rimgaimer mafig elektronendichten Zone.
Da die Partikel offenbar nicht durch das Gift akmggbwurden, scheint nicht ausgeschlossen
zu sein, dass eine Virusubertragung durch eineraBganbiss in empfanglichen Wirten
maoglich ist.

Oros et al. (2004) beschrieben als Erste ein naisshes intestinales Adenokarzinom bei

einem HundskopfschlingeCérallus caninu¥ in dem Viruspartikel entdeckt wurden, welche
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mit den Membranen des rauen Endoplasmatischen uRatis in Verbindung standen. Der
Durchmesser der viralen Partikel maf3 70-80 nm anaentral gelegener maliig elektronen-
dichter Kern, mit einem Durchmesser von 27-30 nmar, von einem elektronendichten Ring
umgeben. Morphologisch entsprachen die Virionen-Ayetroviralen Partikeln der Familie
Retroviridae Ob ein &tiologischer Zusammenhang zwischen dgrA Yartikeln und dem

Adenokarzinom besteht, ist ungewiss.
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchte Tiere

Fur die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 26 &ieshlangen untersucht. Davon waren
17 Boas und 9 Pythons. Diese Tiere stellten entwvBdéienten der Klinik fur Fische und

Reptilien der LMU Muinchen dar oder stammten aus Rleptilien-Auffangstation, die der

Klinik angegliedert war. Die Tiere zeigten mehr pdeniger verdachtige Symptome fur IBD

oder wiesen keinerlei Symptomatik auf.

Auch wenn IBD nicht zu 100 % auszuschlie3en istrder in dieser vorliegenden

Dissertation Schlangen, welche keinerlei Einscidaigger im Blutausstrich und/oder in der

Leber bzw. den Organen aufwiesen, als IBD negativ. Imur als negativ bezeichnet.
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Tabelle 1:Ein Uberblick Uiber die Tiere, die im Rahmen derdBisation untersucht worden sind

Nummer Art Geschlecht Gewicht (kg)
1 1 0,1 3,28
2 1 0 0
3 2 0,1 5,75
4 2 1 3,50
5 1 0,1 9,55
6 1 1 2,30
7 1 0,1 0,88
8 2 0,1 0
9 5 1 4,36
10 4 0 0
11 4 0 0
12 3 1 3,20
13 3 1 1,29
14 3 0 15
15 4 1 0,73
16 4 1 0,79
17 2 0,1 3,70
18 2 1 8,30
19 1 1 1,90

20 1 0,1 1,70
21 1 1 5,70
22 1 1 1,20
23 1 0,1 1,60
24 4 1 0,55
25 2 0,1 9,50
26 2 1 2,21

Art: 1 = AbgottschlangeBoa constrictor constrictgr 2 = Kaiserboa (Kolumbien)Bpa

constrictor imperatoy;, 3 = Tigerpython RPython molurus molurgs 4 = Konigspython

(Python regiuy 5

0,1 = weiblich; 0 = keine Angaben

Teppichpython Rython spilotus Geschlecht: 1 = mannlich;
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3.2 Klinische Allgemeinuntersuchung

Vor der Leberbiopsie bzw. der Sektion wurden samdiTiere einer klinischen Untersuchung
unterzogen. Grundlage dazu gab die Definition desuadheit (Pschyrembel 2002), die dazu
dienen sollte, die angenommenen klinisch gesunden bnauffalligen Tiere als solche zu
beschreiben oder die Tiere als klinisch auffallimzaordnen. Die Definition lautet:
,Gesundheit ist ein Zustand volligen korperlichewMbefindens und das Fehlen kdrperlicher
Storungen oder Veranderungen®, d. h. die Schlarghen keine Beeintrachtigung des
Allgemeinbefindens zeigen und keine adspektorischeffalligkeiten aufweisen. Dabei
wurde der Pflege- und Erndhrungszustand beurtdltdie Tiere gut im Futter standen oder
eher mager waren und ob sie evtl. eine chronisaguigitation zeigten. Bei der Adspektion
der Haut lag das Augenmerk besonders auf das Vdemsein von Ektoparasiten (z. B.
Milben). Als Klinisch unauffallig konnten die Tierbezeichnet werden, die keinerlei
Abweichungen vom Normalverhalten und Normalzustandwiesen. Gab es hingegen
auffallige Veranderungen im auf3eren Erscheinungisfl B. Hautungsstérungen, tribe
Brille), bei der Atmung (Maulatmung, Schleim im Mpwder im Verhalten (z. B. ZNS-
Storungen wie Stargazing, Opisthotonus, Koordimsstdrungen, reduzierter Umkehrreflex,
Anisokorie), lieferte das einen Hinweis auf eine rliegende Erkrankung,
differentialdiagnostisch u. a. auf IBD. Auch die idérhaltung und die Bewegung der Tiere
kobnnen Auskunft dariber geben, in welchem Zustact die Schlange befindet. Ein
unphysiologischer Muskeltonus konnte z. B. durcheeuntypische Lage im Terrarium
auffallen (verkrampftes Erscheinungsbild, untypesglaralytische Lage). Ebenso wurde auf
unspezifische Symptome geachtet, wie z. B. Inapgeté\pathie oder Dehydratation.
Dementsprechend konnten die Tiere im Anschlussi@iliyemeinuntersuchung in klinisch
auffallig oder unauffallig eingeteilt werden. Dalmsigten von den insgesamt 26 Schlangen
14 Boas und 8 Pythons mehr oder weniger klinisdgepragte Symptome, wahrend 4 Tiere

gesund erschienen.
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3.3 Blutentnahme

Die Blutentnahme bei den Schlangen erfolgte an Slelmwanzvene ena coccygealis

ventralig. Im mittleren Drittel des fixierten Schwanzes,temSchonung der Hemipenis-
taschen, fand der Einstich statt, senkrecht bis diaf Wirbelsdule mit anschlieRender
Aspiration. Zur Entnahme wurde eine 1 ml Spritzé¢ awifgesetzter Kantle (grin, 21 Gauge)
verwendet. Davor erfolgte jeweils eine Spulung ¥@mile und Spritze mit Heparin (1000
I.LE./ml), um eine Koagulation zu vermeiden. Es vemrgeweils 0,3-1,0 ml Blut entnommen
und in ein Lithium-Heparin-Rohrchen (Firma Sarstédtilvolumen: 1,3 ml) umgefullt, damit

es fur die Weiterverarbeitung stabil blieb. Das Uleh des Blutes aus der Spritze in die

Kivette geschah ohne Kantle, um eine mdgliche @ensty der Blutzellen zu vermeiden.

3.4 Blutausstrich

Fur die Herstellung der Blutausstriche kamen jesveivei Objekttrager zum Einsatz. Ein
Blutstropfen des heparinisierten Blutes wurde auf Ende des Objekttragers pipettiert.
Gleich im Anschluss wurde der zweiten Objekttragam der langen freien Flache des ersten
Objekttragers an den Tropfen herangefuhrt. Das ®iteilte sich durch die Kapillarwirkung
an der Objekttragerkante. Nun erfolgte der Ausstime 45° Winkel, gleichmé&Rig und zugig,
ohne absetzen. Nach der Lufttrocknung wurden disskiche jeweils gefarbt und im

Lichtmikroskop untersucht. Zur Anwendung kamenRi#Quik- und die Giemsa-Farbung.
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Tabelle 2: Durchgefiihrte Farbungen bei den Blutausstrichen

Tiernummer DiffQuik Giemsa
Boa 1l ja nein
Boa 2 ja nein
Boa 3 ja ja
Boa 4 ja ja
Boa 5 ja ja
Boa 6 ja ja
Boa 7 ja ja
Boa 8 ja nein

Python 9 ja nein
Python 10 ja ja
Python 11 ja nein
Python 12 ja ja
Python 13 ja ja
Python 14 ja ja
Python 15 ja nein
Python 16 ja nein
Boa 17 ja ja
Boa 18 ja ja
Boa 19 ja ja
Boa 20 ja ja
Boa 21 ja ja
Boa 22 ja ja
Boa 23 ja ja
Python 24 ja ja
Boa 25 ja ja
Boa 26 ja ja
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3.5 Hamatologie

Fur die Zahlung der Blutzellen kam heparinisierBdgt zum Einsatz. Die Ermittlung der
Leukozyten- und Erythrozytenzahlen erfolgte mit@&hlkammerverfahren. Dafir wurde das
Blut in einer Erythrozytenmischpipette bis zur Mark aufgezogen und anschliel3end mit
einem Geflugelblutverdinner nach Natt und Herridd52) bis zur Markierung 101
aufgefullt. Danach kam die Pipette fir mindeste@ariin. auf einen Ruttler, damit sich die
Komponenten gut vermischten und somit eine auseamd Farbungsintensitat erreicht
wurde. Die ersten drei Tropfen konnten aus der tRipeerworfen werden. Anschlie3end
erfolgte die Beflllung der Zahlkammer nach Neubaudach einer Absetzzeit von
30 Sekunden konnte die Auszahlung beginnen. Mit déder Objektiv wurden die
Leukozyten in den vier groRen Eckquadraten, dieefswaus 16 kleineren Quadraten
bestehen, ausgezahlt. Die ermittelten Zahlen wuntiedem Faktor 250 multipliziert, um die
Zellzahl in Tausend pro Mikroliter zu erhalten. Digythrozytenzahl wurde durch das
Auszahlen von funf Gruppenquadraten, bestehengedl&Kleinquadraten, bestimmt. Diesen
Wert multiplizierte man mit dem Faktor 5000. Somkam man zu einer
Erythrozytenkonzentration in Millionen pro Mikrait.

Der Referenzbereich der Leukozyten liegt laut Frayen und Weinzierl (2008) bei 4000 —
10000/ul, wéhrend die Werte der Erythrozyten zwesc,4 — 1,3 Mio./ul liegen.

Zur Plasmagewinnung wurde ein Teil des Blutes @000 Umdrehungen pro Minute
zweimal fir 120 Sekunden zentrifugiert und das sewannene Plasma fiur die
Paramyxovirusbestimmung abpipettiert. Das Plasnm javeils in kleine Plastikrohrchen,
welche an ein Fremdlabor versandt und dort nacimd@tdverfahren untersucht wurden.
Durch einen Hamagglutinationshemmungstest konntePdeamyxovirus-Antikorpertiter der
Schlangen ermittelt werden. Dabei wird die hamatygkrende Wirkung des Paramyxovirus
durch evtl. vorhandene spezifische Antikérper agm cchlangenplasma gehemmt, was auf
ein positives Ergebnis hindeutet. Ein Plasma wisdpmsitiv bewertet, wenn der ermittelte
Antikdrpertiter 1:16 oder hoher ist. Darunter liade Titer werden als fraglich beurteilt. Die
Untersuchung konnte nur bei 6 Tieren durchgefileriden (3 Boas und 3 Pythons).
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3.6 Leberbiopsie

Die Leberbiopsie wurde unter Allgemeinnarkose dgettihrt. Die Narkoseeinleitung
erfolgte durch Direktintubation. Die TubusgroRehtete sich dabei nach der Grof3e der
Trachea. Mittels des Inhalationsanasthetikums dsafi cp® (Firma cp-pharma®, Burgdorf)
wurde die Narkose eingeleitet und aufrechterha@ahrend der Narkosedauer wurden die
Tiere 1-3 Mal pro Minute mit dem Isofluran-Sauefstéemisch beatmet. Zum Einsatz kam
ein offenes Narkosesystem (Stephens Anaestheticar@pgs, Firma Cenvet, Australien,
Seriennummer: D1151 und Firma Eickemeyer, Tuttlimg8obald die Schlange das Narkose-
toleranzstadium erreichte, wurde mit einem Ultrafigerat der Firma Siemens AG, Typ
Sonoline SI-250 und einem Linearschallkopf beiMBz (Firma Siemens AG) die Leber auf
der rechten Korperseite kaudal des Herzens ermitiebei lag das Tier in eine leicht
linksseitigen Position, so dass der Bereich desigmnibergangs zwischen Seitenwand und
Bauch gut zugéanglich war. Nachdem eine geeignetpdiestelle der Leber gefunden wurde,
desinfizierte man die Haut mit Kodan® (Firma Scleli& Mayr, Norderstedt). Anschliel3end
erfolgte die Erdffnung der Coelomhdhle zwei schuntypeit Gber den Bauchschuppen mit
einem ca. 3-4 cm langen Skalpellschnitt in der HBats Weiteren wurde stumpf in die Tiefe
prapariert. Die Leber fixierte man mit den Fingenmd z. T. wurden 1-3 Biopsieversuche
mittels einer Biopsienadel (Biopsie-Kanile, Firmsgmed® Witt oHG, Gelnhausen, Typ
18 G 1,2 x 114 mm bzw. Temno Evolution™, Firma @atiHealth, USA, Typ 18 G x 11
cm) unternommen. Zusétzlich erfolgte meist aucle &ailexzision mittels Skalpell und/oder
Schere (Tab. 20). Die Bioptate wurden unmittelb@achn Entnahme in 4-5 % iges,
neutralgepuffertes Formalin eingelegt. Im Anschlassdie Biopsie erfolgte der Verschluss
der Korperhéhle und der Haut. Dies gelang mit einelberkapselnaht und Einzelheft(en),
durch eine fortlaufende Coelom- und Muskelnaht und einer U-Naht an der Haut
(resorbierbares Nahtmaterial: Chirlac EP3-USP 2/@, 70 cm, Firma Chirmax, Prag). Die
Schlangen bekamen einen Wundsprayverband: Chlormgai-Pumpspray (Firma WDT,
Garbsen) und St. Benedikt Spruhpflaster (Firma BnoBharma, Dortmund). Des Weiteren
bekamen alle Tiere ein Analgetikum (0,01 ml Flunikeglumin/100 g Korpergewicht,
Finadyne® 1 %, Firma Essex Tierarznei), 0,1 ml/18@gpergewicht bzw. max. 2 ml pro
Tier Hepavet® (Firma Biokanol Pharma GmbH) zur Lrebéerstiitzung, eine Infusion (1 ml
NacCl 0,9 % - L6sung/100 g Korpergewicht, Firma Be@hemie AG) und ein Antibiotikum
(0,01 ml Marbofloxacin/100 g Koérpergewicht, Marb&®y2 %, Firma Vetoquinol GmbH,
Ravensburg) jeweils subkutan injiziert. Bis dier€iavieder bei vollstandigem Bewusstsein
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waren, standen sie unter standiger Beobachtung wadien bei Bedarf mit einem

Beatmungsbeutel beatmet. Anschlie3end wurden sigenT errarien zurtick gebracht.

3.7 Sektion

Bei 12 Tieren wurde eine komplette Sektion durctiggf Davon waren 5 Sektionen

zusatzlich zur Leberbiopsie, wahrend bei 7 Tieranaine Sektion gemacht werden konnte.
Die Schlangen wurden mit dem Barbiturat enthaltend¢acoren® (Firma Pfizer GmbH

Tiergesundheit, Berlin) intrakardial euthanasient u.d.R. im Anschlul3 seziert. Teilweise
lagerten die Schlangen auch bis zur Sektion beusni® °C.

Alle Organsysteme wurden auf makroskopische Venamdgen hin untersucht und Proben
von samtlichen Organen fur die histopathologiscimet$uchung entnommen. Von Leber,
Niere, Pankreas und Milz ausgewahlter Tiere entnahan zusatzlich Proben fir die
elektronenmikroskopische Untersuchung. AufRRerdemdaue. T. eine parasitologische

Untersuchung anhand eines Darmabstriches durchgefiih
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Tabelle 3:Uberblick tiber die durchgefiihrten Leberbiopsien b3aktionen bei den Schlangen

Tiernummer Leberbiopsie Sektion
Boa 1l nein ja
Boa 2 nein ja
Boa 3 ja ja
Boa 4 ja ja
Boa 5 ja nein
Boa 6 ja nein
Boa 7 ja ja
Boa 8 ja nein

Python 9 ja ja
Python 10 ja nein
Python 11 ja nein
Python 12 ja nein
Python 13 ja nein
Python 14 ja nein
Python 15 nein ja
Python 16 nein ja
Boa 17 ja ja
Boa 18 ja nein
Boa 19 ja nein
Boa 20 ja nein
Boa 21 ja nein
Boa 22 ja nein
Boa 23 ja nein
Python 24 nein ja
Boa 25 nein ja
Boa 26 nein ja
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3.8 Vorbereitungen fir die histologische Untersuchung

Die Leber- bzw. Organstiicke wurden ca. 24 Stunaded-5 % igem, neutralgepuffertem
Formalin fixiert und danach in einer aufsteigenddkoholreihe entwassert. Dies geschah in
einem Entwésserungsautomat Tissue-Tek® V.I.P derd=Bakura Bayer Diagnostics fur 10-
12 Stunden. Danach fand die ParaffineinbettungRitebenmaterials statt. An einem Mikro-
tom der Firma Reichert-Jung®, Modell 1140/ Autoauirden 4 um dicke Paraffinschnitte
angefertigt. Diese kamen zur Trocknung fur ca. ith&en bei 60 °C in den Trockenschrank
B 6 der Firma Heraeus. Im Anschluss daran erfottige Farbung mit Hamatoxylin-Eosin
(HE), z. T. auch mit Giemsa bzw. PAS. Nach Eindegkmit Xylol und Eukitt® (O. Kindler
GmbH, Freiburg) und Trocknung der Schnitte bei 60fiir mindestens 12 Stunden konnten
die Praparate im Lichtmikroskop der Firma Zeiss®@rbelt und u. U. fotografiert (moticam
2000, Firma Motic®) werden.
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Tabelle 4:Durchgefiihrte Farbungen bei den histologischendradgn

Tiernummer HE Giemsa PAS
Boa 1l ja ja ja
Boa 2 ja ja ja
Boa 3 ja ja ja
Boa 4 ja ja ja
Boa 5 ja ja ja
Boa 6 ja nein nein
Boa 7 ja nein nein
Boa 8 ja ja ja

Python 9 ja nein nein
Python 10 ja ja ja
Python 11 ja ja ja
Python 12 ja ja ja
Python 13 ja ja ja
Python 14 ja ja ja
Python 15 ja nein nein
Python 16 ja ja nein
Boa 17 ja nein nein
Boa 18 ja nein nein
Boa 19 ja nein nein
Boa 20 ja nein nein
Boa 21 ja nein nein
Boa 22 ja nein nein
Boa 23 ja nein nein
Python 24 ja nein nein
Boa 25 ja nein nein
Boa 26 ja nein nein
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3.9 Probenaufbereitung fur die Elektronenmikroskopie

Zur ndheren Untersuchung und Bestéatigung der inftiridkroskop erlangten Ergebnisse
wurden ausgewahlte Organsticke fur die Elektronkroskopie vorbereitet: Leber, z. T.
auch Pankreas, Milz und Niere. Dafur wurden diea@pgoben in kleine Stiicke mit einer
jeweiligen Kantenlange von ca. 1 mm zerteilt unceine 6,25 % ige Glutaraldehydldsung
(Stammlésung 25 %, Firma Merck, Darmstadt) fur dalgel2 Stunden im Kuhlschrank bei
4-6 °C eingelegt. Danach wurde eine dreimalige \Wasg mit einer Sérensen-Saccharose-
Pufferlosung (pH 7,4) durchgefuhrt. Bis zur weiter@earbeitung verweilten die Proben-
stiicke in der Pufferlésung im Kihlschrank (4-6 °C).

Die Gewebestiickchen wurden aus dem Puffer genonumeriiir zwei Stunden in Osmium-
tetroxid-L6sung (2 %) nach Caulfield zur Nachfixieg gegeben. Im Anschluss daran spulte
man die Stucke wieder dreimal mit der Saccharostefisung nach Sérensen. Danach fand
die Dehydrierung der Proben in unterschiedlichert®wemischungen statt: fir 20 min in
75 % igem Aceton, fur 20 min in 95 % igem Acetorx 8ir je 20 min in absolutem Aceton
und jeweils 10 min in aufsteigenden Aceton-Epon Gehen (3:1, 1:1, 1:3). Nun folgte die
Einbettung der Organstiickchen in reinem Epon XX @ilma Sigma) in Gelatinekapseln.
Zur Auspolymerisation wurden die Kapseln fur 2-4g@&an den Trockenschrank (60 °C)
gestellt. Um die Gelatinekapseln danach abzuldsenden diese in heil3es Wasser gegeben.
Die befreiten Eponblécke kamen dann nochmals tkerhiNin den Trockenschrank und
wurden anschlieRend auf einer Mikrofrase TM 60Fleana Reichert-Jung® zugetrimmt. Am
Ultramikrotom Ultracut der Firma Reichert-Jung® den 0,35 pum dicke Semidinnschnitte
angefertigt, die nach Trocknung auf den Objektndgéir 5 min bei 180 °C auf einer
Heizplatte H 22 electronic (Firma Gebhardt, Bonitgdfixiert wurden. Nach Abkihlung
erfolgte die Farbung mit einer Toluidinblau-Losuffgrma Merck, Darmstadt) ebenfalls auf
der Heizplatte bei 70 °C fur ca. 10 min. Danachdeudie Loésung mit Aqua dest. abgespiilt,
luftgetrocknet und dann mit Eukitt® (ohne Xylol) dibeckglas eingedeckt. Nach erfolgter
Trocknung konnten die Praparate unter dem Lichtosikop beurteilt werden. Geeignete
Praparate wurden ausgewéhlt und nochmals an derofviike bearbeitet und weiter
zugeschnitten, um dann am Ultracut der Firma Reicheng® Ultradlinnschnitte (70 nm)
anzufertigen. Dabei kam ein Diamantmesser zum Einfae Ultradiinnschnitte wurden auf
Kupfertragernetze aufgezogen und kontrastiert: & mit Uranylacetat und 2 min mit
Bleicitrat (Firma Merck, Darmstadt). Danach wurddr®e Proben jeweils in Aqua dest.
geschwenkt und mit Filterpapier abgetupft. Zum 8s&lwurden die Préaparate fur ca. 24
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Stunden in den Exsikkator zur Trocknung gestellunNkonnten die Praparate im
Transmissionselektronenmikroskop vom Typ EM 109 Eilema Zeiss® bei 50 bzw. 80 kV

beurteilt werden. Bilder wurden in unterschiedliché&rgréRerungen aufgenommen.

Tabelle 5:Proben fiir die elektronenmikroskopische Untersughuom folgenden Tieren

Tiernummer Organe
Boa 3 Leber, Niere, Pankreas, Milz
Boa 4 Leber, Niere, Pankreas, Milz
Boa 5 Leber
Python 12 Leber
Python 13 Leber

3.10Kunststoffeinbettung und Schnittanfertigung

(Hermanns et al. 1981)

Die in Formalin fixierten Proben wurden in eine Bipgsigkeit gegeben.

Diese Autotechnikonspullésung setzt sich aus falgariKomponenten zusammen:
Cacodylatpuffer (0,1 M), bestehend aus 16,5 g Dhylatsinsaure-Natriumsalz-Trihydrat
(Firma Applichem, Darmstadt), 6,23 ml 1 N Salzs§iiema Applichem, Darmstadt) und
1500 ml Aqua dest. (80 °C). Der pH-Wert muss aBfeingestellt werden (s. unten).

Anschliel3ende Zugabe von:

105 g Saccharose (Firma Applichem, Darmstadt)
1,105 g Kalziumchlorid-Dihydrat (Firma Merck, Dartagt)

Alles muss grundlich durchmischt werden. Dann wiied pH-Wert erneut auf einen Wert von

7,2 mit 0,1 N HCI (Firma Merck, Darmstadt) bzw. Gl N NaOH (Firma Applichem,

Darmstadt) eingestellt.

Danach kamen die Proben in einen Einbettungsauesm@itadel 1000, Shandon GmbH,

Frankfurt) und wurden mit folgenden Arbeitsschntentwassert:

2 x 1 h mit 30 % igem Athanol
2 x 1 h mit 50 % igem Athanol
2 x 2 h mit 70 % igem Athanol
1 x 2 h mit 96 % igem Athanol
2 x 3 h mit 96 % igem Athanol
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Nach der Entwasserung wurden die Proben 24 Stubneieé °C auf einen Taumler (Modell
4010, Kéttermann, Haningsen) in ein 1:1 Kunstsefigsch aus Methacrylsaure-2-hydroxyl-
ester (GMA) und Methacrylsauremethylester (MMA) gadint und mindestens 4 Stunden bei
Raumtemperatur in dem Einbettungsmedium (Losunipi@)biert.
Losung A setzt sich wie folgt zusammen:

60 ml Methacrylsédure-2-hydroxyethylester (GMA, RuBuchs, Schweiz)

20 ml Methacrylsauremethylester (MMA, Fluka, BucBshweiz)

16 ml Ethylenglykolmonobutylether (Firma Merck, Destadt)

2 ml Polyathylenglykol 400 (Firma Merck, Darmstadt)

338 mg Benzoylperoxid (Firma Merck, Darmstadt)
Der pH-Wert der Losung wird auf einen Wert von &i® 0,1 N HCI (Merck, Darmstadt) oder
mit 0,1 N NaOH (Merck, Darmstadt) eingestellt.

Anschliel3end kamen die Proben fir die Polymerigatinein anderes Einbettungsmedium
(Losung B, s. unten) und wurden in Polyathylen-Rraiehalter (LDPE mit Schnappdeckel,
Diagonal, Minster) luftdicht verschlossen.

Die Lésung B wurde folgendermal3en hergestellt: Au Losung A werden 60 pl N-N-
Dimethylanilin (Firma Merck, Darmstadt) frisch damgeben, welches als Starter fungiert
und durch den die Polymerisation des Mediums irettizvird.

Die ausgeharteten und abgekihlten Kunststoffblaekeden dann am Hartschnittmikrotom
(HM 360, Mikrom, Walldorf) geschnitten und die Sdka auf Objekttrager aufgezogen und
gefarbt.
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3.11Farbeprotokolle flr Blutausstriche

Es wurde jeweils nach den Protokollen der Klinik fische und Reptilien der Tierarztlichen

Fakultat der LMU Minchen vorgegangen.

3.11.1 Diff-Quik® (Modifizierte Pappenheimfarbung)

Die Blutausstriche wurden wie folgt in der Diff-@®&® Schnellfarbung der Firma Medion
Diagnostics AG, Schweiz gefarbt:

10-15 x kurzes Eintauchen in die jeweiligen Fedisgingen:
Fixierldsung

Farbelbsung | mit Eosin Y

Farbeldsung Il mit Thiazin

Danach mit Aqua dest. absptilen

Ca. 1 Stunde lufttrocknen lassen

Mit Xylol eindecken

Uber Nacht im Trockenschrank bei 60 °C inkubieren

3.11.2 Giemsa

Bei dieser Farbung der Blutausstriche wurde folgemé3en vorgegangen:

10-15 mal in der Fixierlésung der Diff-Quik® Farlguachwenken

45 min. in der Giemsa-Gebrauchslosung (s. untemn) 68fe °C im Trockenschrank
eingetaucht lassen

Spulen mit Aqua dest.

Ca. 1 Stunde Lufttrocknung

Verbringen in Xylol

Eindecken mit Eukitt®

Uber Nacht im Trockenschrank bei 60 °C inkubieren

60



3.12Farbeprotokolle flr Paraffinschnitte

Dabei wurde jeweils nach den Protokollen der Klirfikr Fische und Reptilien der

Tierarztlichen Fakultat der LMU Minchen vorgegangen

3.12.1  Hamatoxylin-Eosin (HE)

Die Farbelosung setzte sich aus den Komponentem Eas(Firma Merck, Darmstadt),
Eisessig (Firma Merck, Darmstadt) und saure MaiEsalaun-Losung (Firma Applichem,

Darmstadt) zusammen. Die getrockneten Paraffingehwurden wie folgt gefarbt:

Je 10 min. in Xylol I und Il zum Entparaffinieren

5 min. Isopropylalkohol

Je 5 min. in absteigende Alkoholreihe (96 %, 80r®%o)
Kurz in Aqua dest. eintauchen

4 min. in Mayers Hamalaun

Grandlich in Aqua dest. spilen

4 min. wassern unter flieRendem Leitungswasser

20 min. in Eosin

Spulen in Aqua dest.

Kurz in Kivetten mit aufsteigender Alkoholreihe ) 80 %, 96 %) eintauchen
5 min. Isopropylalkohol

Je 10 min. in Xylol lund 1l

Eindecken mit Eukitt®

Nochmals Uber Nacht im Trockenschrank inkubieren

3.12.2 Giemsa

Fur die Giemsa-Farbung der Paraffinschnitte wungeGlemsa-Stammldsung 25 % (Azur-
Eosin-Methylenblau-Losung) der Firma Merck, Darrdstd:4 mit Aqua dest. verdinnt.

Folgende Schritte wurden unternommen:

61



Je 10 min. in Xylol I und Il zum Entparaffinieren

5 min. Isopropylalkohol

Je 5 min. in absteigende Alkoholreihe (96 %, 80r®%o)

Kurz in Aqua dest. eintauchen

1 Stunde in der Giemsa-Ldsung im Trockenschranibigcen

Grundlich in Aqua dest. spullen

Kurz in Kivetten mit aufsteigender Alkoholreihe ) 80 %, 96 %) eintauchen
5 min. Isopropylalkohol

Je 10 min. in Xylol I und 1l

Eindecken mit Eukitt®

Nochmals tber Nacht im Trockenschrank inkubieren

3.12.3  PAS (Periodic-Acid Schiff Reaktion)

Dafur wurden die Reagenzien der Firma Sigma-Aldristeinheim genutzt. Bei der PAS-

Reaktion wurden die Paraffinschnitte wie folgt badhet:

5 min. in 1 % ige Perjodsaure bei Raumtemperatxid@ion von 1,2 Glykolen durch
Perjodséure)

5 min. spulen in 70 % igem Alkohol

2 Stunden im Schiff'schen Reagenz bei Raumtempestgtinen lassen

3 x 10 min. in Sulfitwasser

3 x waschen in 70 % igem Alkohol

1-2 x in Aqua dest. spuilen

5 min. Kerne anfarben in Mayers Hamalaun

Mehrmals eintauchen in Kivetten mit aufsteigend&oBolreihe (70 %, 80 %, 96 %)
Verbringen in Xylol

Eindecken mit Eukitt®

Nochmals tber Nacht im Trockenschrank bei 60 °Qlxidren
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3.13Farbeprotokoll fiir Semidinnschnitte

3.13.1 Toluidinblau

Verwendet wurde eine 0,1 % ige Toluidinblau-Lésungch Trump (1961). Vor Anwendung
musste die fast gesattigte Losung filtriert werd#a es zur Ausflockung kommen kann. Eine
Farbung ist moéglich, ohne das Einbettungsmittebfggentfernen zu missen.

Es wurde folgendermal3en vorgegangen:

Schnitte auf Heizplatte bei 70 °C fur ca. 10 min.
Die Losung mit Aqua dest. abspulen

Lufttrocknung

Mit Eukitt® (ohne Xylol) und Deckglas eingedecken

Uber Nacht im Trockenschrank bei 60 °C inkubieren

3.14Farbeprotokolle flr Kunststoffschnitte

Die Schnitte wurden nach der Hamatoxylin-Eosin-Rimdviethode gefarbt:

5 min. in Hamalaun sauer, nach Mayer (Merck, Daanft$t

10 min. wassern in flieRendem Leitungswasser

Kurzes Differenzieren in 1 % igem HCI-Athanol (siten)

10 min. wassern in flieRendem Leitungswasser

Trocknen der Schnitte auf der Heizplatte (OTS 48dNe Medizintechnik, Burgdorf)
20 min. Farben der Schnitte in der Eosin-Phloxiti@achslésung (s. unten)
Zweimaliges Spulen in Aqua dest.

Trocknen der Schnitte auf der Heizplatte

Verbringen in Xylol

Eindecken
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HCI-Athanol (1 %):
10 ml 25 % ige Salzsau(Eirma Applichem, Darmstadt)
700 ml 96 % iges Athanol
250 ml Aqua dest.

Eosin-Phloxin-Gebrauchslosung:
468 ml 96 % iges Athanol
30 ml Stammlésung Eosin (SE): 1,0 g Eosin gelb{leihma Applichem, Darmstadt) und
1000 ml Aqua dest.
3 ml Stammlésung Phloxin (SP): 1,0 g Phloxin (RirMerck, Darmstadt) und 1000 mi
Aqua dest.
2,4 ml 96 % ige Essigsaure

3.15Darstellung der Farbkomponenten
(Romeis 1989)

3.15.1  DiffQuik

Die Ergebnisse der Farbung sind mit denen der Pdygr@-Methode (kombinierte Giemsa-
May-Grinwald-Farbung) gut vergleichbar:

Tabelle 6: Farbeergebnisse bei den Blutausstrichpraparaten

Zellkerne rotviolett
Erythrozytenplasma blassrosa
Lymphozyten-Zytoplasma hellblau bzw. helllila
Monozyten-Zytoplasma grau-blau
Thrombozyten-Zytoplasma weil3
Heterophilen-Granula rot
Eosinophilen-Granula orange/ ziegelrot
Basophilen-Granula dunkelviolett-schwarz
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3.15.2 Giemsa

Tabelle 7: Farbeergebnisse bei den Blutausstrichpraparaten

Zellkerne blau
Erythrozytenplasma blassrosa
Lymphozyten-Zytoplasma helllila- blau
Monozyten-Zytoplasma grau-blau

Thrombozyten-Zytoplasma

weild bzw. hellblau

Heterophilen-Granula

rot(braun)

Eosinophilen-Granula

rotbraun

Basophilen-Granula

dunkelblau/ violettblau

Tabelle 8: Farbeergebnisse bei den histologischen Préaparaten

Parenchym heller blau
Zellkerne blau
Erythrozytenplasma rot
Lymphozyten blau
Heterophilen-Granula rot

3.15.3 Hamatoxylin-Eosin (HE)

Tabelle 9: Farbeergebnisse bei den histologischen Préaparaten

Kollagenfasern, Muskulatur rot
Bindegewebe rosa
Zellkerne blau
Erythrozytenplasma rot
Lymphozyten blau
Heterophilen-Granula rot
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3.15.4  PAS (Periodic-Acid Schiff Reaktion)

PAS-positive Substanzen farben sich je nach Meosgg bis purpurrot oder violett.
Genutzt wird diese Farbung zum Nachweis von Glyko@ge B. in Leber- oder Muskel-
zellen), neutralen Mukosubstanzen (Oberflachendriiss Magens, Kolloid der Schilddrise),

Hyalin, Basalmembranen u. a.

Tabelle 10:Farbeergebnisse bei den histologischen Praparaten

Zellkerne blau
Zytoplasma blassrosa
RNA-haltiges Zytoplasma blaulicher
Hintergrund zartrosa

3.15.5 Toluidinblau

Mit dieser Losung werden alle Strukturen angefaii, als basophil bekannt sind. Das Bild
ist von kraftigen Blautonen gepragt und ahnelt elektronenmikroskopischen Abbildung.
Dabei entspricht die unterschiedliche Blautonung delativen Elektronendichte des

untersuchten Materials.

Tabelle 11:Farbeergebnisse bei den histologischen Praparaten

Zellkern dunkelblau
Zytoplasma blau (orthochromatisch)
Gewebe blau

Bindegewebe

rosa bis rot (metachromatisch)
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3.16Statistik

Fur die statistische Auswertung einiger Daten karioégende Tests zum Einsatz: der Chi-
Quadrat Test, der mit dem Programm Statcalc (EmilB008) berechnet wurde, diesppa
UbereinstimmungsmaR und das 95 % KonfidenzinteklDie beiden letzteren wurden mit
Excel (Microsoft) ermittelt. Das Konfidenzintervajibt die Werte fir die Pravalenz wieder.
Der p-Wert (Irrtumswahrscheinlichkeit) trifft einBussage dartber, ob Unterschiede auf
Zufall beruhen oder nicht. P-Werte von > 0,05 gels nicht signifikant, Werte von p0,05

als signifikant.
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4 Ergebnisse

4.1 Tiere

Die insgesamt 26 Riesenschlangen kénnen in zwepf&mu eingeteilt werden, namlich 17
Boas und 9 Pythons (Tab. 12). Von den 17 untersacBbas (1Boa constrictor constrictor
und 7Boa constrictor imperatgrsind 13 positiv und 4 negativ fur IBD beurteilosden, d. h.
es wurden in den Blutausstrichen und/oder im Gevdgbgeweils typischen intrazytoplasma-
tischen Einschlusskérperchen gefunden bzw. nicliingien. In dieser Gruppe waren 7
mannlich (davon eine negativ), 9 weiblich (davonegativ) und ein positives Tier mit nicht
bekanntem Geschlecht vertreten. Wenn man innedwl&rt nochmals zwischen positiv und
negativ unterschied, fiel auf, dass von denBlda constrictor constricto3 Tiere negativ
waren (2 Weibchen, ein Mannchen). Ein negatives (Mé¢eibchen) gab es bei denBba
constrictor imperator Das heif3t also, es gab 7 IBD positB@a constrictor constrictound 6
positiveBoa constrictor imperator

Die untersuchte Pythongruppe setzte sich aus iasge8 Tieren zusammen, von denen
6 mannlich und 3 unbekannten Geschlechts waregeRde Arten waren vertreten: 3 Tiger-
pythons Python molurus molurgg2 mannlich, 1 unbekanntes Geschlecht), 5 Koryidgms
(Python regiu¥ (3 mannlich, 2 unbekannten Geschlechts) und migwenliche Teppichpython
(Morelia spilota variegata Es gab 2 IBD positive Mannchen (EinschlusskoipeBlutaus-
strich und/oder in den Sektionspraparaten) undy nBgativ diagnostizierte Exemplare. Bei
den Pythonarten ergaben sich folgende Ergebnidiee3 &igerpythons wurden negativ fir
IBD getestet, genauso wie die Teppichpython. Ben d#@nigspythons ergab sich ein

Verhaltnis positiv zu negativ von 2:3, wobei bemtesitiven Kénigspythons mannlich waren.
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Mit diesen Daten ergibt sich eine Pravalenz vod 786 bei den Boas (13 positive von 17)
mit 95 % Konfidenzintervall KI: 52,7 - 90,6 %. Baen Pythons (2 positive von 9) ergibt sich
eine Pravalenz von 22,22 % mit 95 % KonfidenzirdériKl: 6,32 - 54,74 %, das angesichts

der geringen Tierzahl relativ niedrig ausfallt.

Nachfolgend wird in Abbildung 3 die Verteilung dan IBD erkrankten Schlangen grafisch

dargestellt.

Abbildung 3: Pravalenz von IBD bei Boas (n=17) und Pythons (ms#@)95 % Konfidenzintervall
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Tabelle 12 Uberblick tiber die Verteilung der positiven urebativen Tiere

Nummer Art Geschlecht positiv (+)/negativ(-)
1 Abgottschlange 0,1 +
2 Abgottschlange 0 +
3 Kaiserboa 0,1 +
4 Kaiserboa 1 +
5 Abgottschlange 0,1 +
6 Abgottschlange 1 +
7 Abgottschlange 0,1 -

8 Kaiserboa 0,1 -
9 Teppichpython 1 -
10 Kdnigspython 0 -
11 Konigspython 0 -
12 Tigerpython 1 -
13 Tigerpython 1 -
14 Tigerpython 0 -
15 Kdnigspython 1 +
16 Kdnigspython 1 +
17 Kaiserboa 0,1 +
18 Kaiserboa 1 +

19 Abgottschlange 1 +
20 Abgottschlange 0,1 +
21 Abgottschlange 1 +
22 Abgottschlange 1 -
23 Abgottschlange 0,1 -
24 Konigspython 1 -
25 Kaiserboa 0,1 +
26 Kaiserboa 1 +

Abgottschlange Boa constrictor constrictgr Kaiserboa (Kolumbien) Boa constrictor

imperatol); Tigerpython Python moluruy Koénigspython Python regiuy Teppichpython

(Python
0 = keine Angaben

spilotus

variegaja Geschlecht:
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4.2 Klinische Allgemeinuntersuchung

Insgesamt zeigten sich nur relativ unspezifischen@gme, welche in unterschiedlicher
Haufigkeit bzw. Verteilung auftraten (Tab. 13 undl).1Dabei wurden 22 Tiere als klinisch
auffallig beurteilt.

Folgende Symptome fielen bei den positiven Boas@ubnische Regurgitation, Inappetenz,
reduzierter Ernahrungszustand, Dehydratation, DRiyses, ZNS-Storungen, reduzierter
Muskeltonus mit Bereichen tonisch-klonischer Spasmg¢emwegsprobleme (Maulatmung,
Pneumonie), ein reduziertes Allgemeinbefinden urarniparasiten. Dabei lie3en einige
Symptome einen IBD Verdacht vermuten: Regurgitatidautungsprobleme, zentralnervose
Stérungen und Atemwegsprobleme. Diese fielen bgio8itiven Boas auf, allerdings in

unterschiedlicher Verteilung. Zwei positive Tieréesen nur unspezifische Symptome wie
Inappetenz, Apathie und Untererndhrung auf. DreD IBositive Boas zeigten keinerlei

Symptomatik und befanden sich bei gutem Allgemdinden. Bei den 4 negativen

Schlangen konnten unspezifische (Inappetenz, Agatimd fur IBD verdachtige Symptome
(ZNS-Storungen) festgestellt werden. Von den inagesl4 klinisch auffalligen Boas waren
10 Tieren als positiv diagnostiziert worden, wéaldrefi Schlangen keinerlei Einschliisse
aufwiesen und negativ beurteilt wurden.

Bei einer positiven Python konnten Apathie, Hausstgrungen, ein verzogerter Umkehr-
reflex, Atemwegsprobleme, Milben und Darmparasifestgestellt werden, wobei die

mittleren vier Symptome fur IBD sprechen wirden. W¢addessen die andere positive
Python nur einen reduzierten Ernahrungszustand i@sifwind eine Verhaltensénderung
(Aggressivitat) zeigte. Eine sonst klinisch unallifig, negativ beurteilte Python zeigte nur
ein aggressives Verhalten. Bei einem negativen Keemten nur unspezifische Auffallig-

keiten wie Inappetenz und Untererndhrung festdestedrden, wahrend die verbliebenen
5 negativen Pythons mehr oder weniger IBD verdgehklinische Erscheinungen hatten. Von
diesen zeigten 2 negative Pythons ZNS-Stérungenzuid auch unspezifische Symptome
(Inappetenz, einen reduzierten Ernahrungszustapdth#e). Eine Python war aggressiv und
hatte einen Milbenbefall, wahrend die andere umieer Pneumonie litt. Die letzte der
5 negativen Pythons wies Hautungsstorungen auf. d@ninsgesamt 8 klinisch auffalligen
Pythons wurden 2 Tiere positiv und 6 negativ béltirte

Eine der 13 IBD positiven Boas zeigte chronischguRgitation, was bei den Pythons nicht
auftrat. Eine Dehydrierung konnte auch nur bei B8eas festgestellt werden (5 positive).
Unter Inappetenz litten 6 positive und eine negatBoa, sowie 2 negative Pythons.
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Kachektisch bzw. mager waren 6 positive Boas, s@&wie positive und 3 negative Pythons.
Hautungsprobleme traten bei 5 positiven und eimgativen Boa, sowie zwei Pythons (eine
positiv, eine negativ) auf. Stargazing (Sterngugksmigten 4 positive und eine negative Boa.
Bei den Pythons konnte dies nicht beobachtet wer@ersthotonus kam nur bei 2 negativen
Boas vor. Koordinationsstorungen wiesen 2 posifgas, sowie eine negative Boa und eine
negative Python auf. Einen reduzierten Muskeltoramyie eine verspannte Muskulatur
konnten nur bei 2 positiven Boas festgestellt werdeer Umkehrreflex von 3 positiven Boas,
einer negativen Boa und von je einer positiven nedativen Python war reduziert. Ein
aggressives Verhalten legten je eine positive B&a ) und Python (Nr. 16) und drei nega-
tive Pythons (Nr. 9, 12, 13) an den Tag. Bei Python12 war dies das einzige Symptom.
Augenprobleme (Anisokorie, dilatierte Pupillen odsne tribe Brille) konnten bei 5 Boas
beobachtet werden, wobei 4 davon positiv waren. d&si Pythons wies nur eine negative
Python eine tribe Brille auf. Atemwegsprobleme (fPnenie) kamen bei 3 positiven und
einer negativen Boa, sowie bei einer positiven @ndegativen Pythons vor. Insgesamt
7 Schlangen zeigten ein reduziertes Allgemeinbefinddavon 4 positive Boas und eine
positive Python, sowie je eine negative Boa undh&yt Protozoen oder Flagellaten wurden
bei 6 Tieren im Kot nachgewiesen: 3 positive Baise positive und 2 negative Pythons. Ein

Milbenbefall konnte nur bei 3 Pythons festgesiglitden, wovon eine positiv war.
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Tabelle 13:Ubersicht der aufgetretenen Symptome bei den Boas

Boa | Boa| Boa| Boa| Boa| Boa| Boa| Boa| Boa| Boa| Boa| Boa | Boa | Boa | Boa| Boa| Boa | betroffene
Symptome :
1 2 3 4 5 6 7 8 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 25 26 Tiere
Regurgitation nein nein| nein| nein| nein| ja | nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein | nein| nein 1
Inappetenz ja ja ja| neinnein| nein| ja | nein| ja | nein| (ja) | (ja) | nein| nein| nein| nein| nein 7
EZ red. ja | nein nein| nein|nein| ja | nein| nein| ja | nein| ja ja | nein| nein| nein| nein| ja 6
Exsikkose ja | neinnein| nein| nein| nein| nein| nein| ja | nein| ja ja | nein| nein| nein| nein| ja 5
Dysecdysis ja| nein ja | nein| nein| ja | nein| nein| nein| nein| ja | nein| nein| nein| (ja) | ja nein 6
Stargazing neinnein| ja ja | nein| nein| nein| ja ja | nein| nein| nein| nein| nein| nein| ja nein 5
Opisthotonus neinnein | nein| nein| nein| nein| ja | nein| nein| nein| nein| nein| nein| ja | nein| nein| nein 2
Koordinationsst. jal| nein ja | nein| nein| nein| ja | nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein 3
Muskeltonus red.f | . . . . . . . . . . . | .
nein| nein| ja | nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| ja | nein 2
verkrampft
Umkehrreflex . | . | . . . . . . . . . |
) nein| nein| ja | nein| nein| ja ja | nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein| ja 4
verzogert
Verhaltensanderungnein | nein | nein| nein | nein| agg.| nein| nein | nein| nein | nein| nein| nein| nein | nein| nein| nein 1
. : . . . . . | e . . . . . . .| bds.
Anisokorie nein| nein| nein| nein| nein| nein| ja | nein| ja | nein| nein| nein| nein| nein| nein| nein i 3
il.
IBD positiv ja ja ja ja ja ja| neinnein| ja ja ja ja ja | neinnein| ja ja 13

73




Fortsetzung der Tab. 13

Boa| Boa | Boa | Boa | Boa| Boa| Boa | Boa | Boa | Boa| Boa| Boa| Boa| Boa | Boa | Boa| Boa | betroffene
Symptome 1 2 3 4 5 6 7 8 | 17| 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 25 | 26 Tiere
tribe Brille nein| nein | nein| nein| nein | nein | nein| nein| nein| nein| ja | nein| nein| nein| nein| ja | nein 2
Pneumonie ja| neipnein| nein| nein| nein| ja | nein| ja | nein| nein| nein| nein| nein| nein| ja | nein 4
Apathie ja ja ja| neinnein|{nein| ja | nein| nein| nein| (ja) | nein| nein| nein| nein| nein| nein 5
Darmparasiten neinnein| nein| nein| nein| ja | nein| nein| ja | nein| nein| nein| nein| nein| nein| ja | nein 3
Milben nein| nein| nein | nein | nein| nein| nein| nein| nein | nein | nein | nein| nein| nein| nein | nein| nein 0
IBD positiv ja ja ja ja ja ja| neinnein| ja ja ja ja ja | neinnein| ja ja 13
(ja) = teilweise vorhanden; red. = reduziert; stStérungen; EZ = Erndhrungszustand; verz. = verzopels. dil. = beidseits dilatiert;

agg. = aggressiv

Eine Exsikkose oder eine Anisokorie wies keineRighons auf, und wurde deshalb in der folgenderell@brab. 14) nicht aufgefihrt.
Statistisch konnte kein signifikanter Unterschiedler Verteilung der klinischen Symptome zwischesitiven und negativen Tieren festgestellt

werden (p > 0,05), weder bei den Boas noch beiRighons (Tabelle 13 und 14). Es besteht hier eingral3e Variabilitat der klinischen

Auffalligkeiten, so dass keine spezifische Zuordmnuarbglich ist.
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Tabelle 14:Ubersicht der aufgetretenen Symptome bei den Pgthon

Python Python Python Python Python Python Python Python Python | betroffene
Symptome 9 10 11 12 13 14 15 16 24 Tiere
Regurgitation nein nein nein nein nein nein nein inne nein 0
Inappetenz ja nein ja nein nein nein nein neimn neip 2
EZ red. nein ja ja nein nein nein nein ja ja 4
Dysecdysis nein nein nein nein nein nein ja nein ja 2
Stargazing nein nein nein nein nein nein neir nein  nein 0
Opisthotonus nein nein nein nein nein nein nein nnei nein 0
Koordinationsst. ja nein nein nein nein nein nein einn nein 1
Muskeltonus red. nein nein nein nein nein nein nein  nein nein 0
Umkehrreflex verz. nein ja nein nein nein nein ja einn nein 2
Verhaltensanderung agg. nein nein agg. agg. nejn in ng agg. nein 4
tribe Brille nein nein nein nein nein nein nein mei ja 1
Pneumonie ja nein nein nein nein ja ja nein nein 3
Apathie ja nein nein nein nein nein ja nein nein 2
Darmparasiten ja nein nein nein nein nein ja nein a | 3
Milben ja nein nein nein ja nein ja nein nein 3
IBD positiv nein nein nein nein nein nein ja ja mei 2

(ja) = teilweise vorhanden; red

agg. = aggressiv

. = reduziert; s6térungen; EZ = Erndhrungszustand; verz. = vertpiges. dil. = beidseits dilatiert;
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4.3 Blutausstrich

Von jeder der 26 Schlangen wurden Blutausstrichgefantigt und mittels der DiffQuik-
Farbung gefarbt. Zum Vergleich kam noch die Giefddung bei 19 Blutausstrichen zum
Einsatz (Tab. 2). Davon stammten 11 Blutausstriobe positiven Boas, 3 von negativen
Boas und 5 von negativen Pythons. Von den 2 pesitiRythons standen keine Giemsa
gefarbten Blutausstriche mehr zur Verfligung.

In allen DiffQuik gefarbten Ausstrichen der 13 IBiwsitiven Boas konnten Einschluss-
korperchen in den Blutzellen gefunden werden, wdbasiVVorkommen der Einschlisse in den
jeweiligen Zellen variierte: Einschlusskorper inndErythrozyten kamen bei 10 positiven
Boas vor. In den Thrombozyten waren bei 6 positiBeas Einschlusskérperchen vorhanden
und die Lymphozyten enthielten bei allen 13 positiBoas Einschliisse. Es konnte noch eine
weitere Unterteilung vorgenommen werden: bei 5 Beathielten alle drei Blutzellarten
Einschlisse. Funf andere Boas hatten sowohl inhExgyten als auch in Lymphozyten
Einschlusskorperchen aufzuweisen. Bei einer BoaekaBEinschlisse in Thrombozyten und
Lymphozyten vor. Und bei zwei Boas konnten Einssbdinur in Lymphozyten gefunden
werden. Zum Teil kamen die intrazytoplasmatischers&hlusskoérperchen nur vereinzelt in
den jeweiligen Zellen vor (vgl. Tab. 15).

Von den beiden IBD positiven Pythons zeigte sichlyai einer Python (Nr. 15) stark verein-
zelt Einschlusskdrperchen ausschliel3lich in denhEoyyten. Weder in Lymphozyten noch in
Thrombozyten konnten Einschlisse gefunden werdea. dddere Python (Nr. 16) wies
dagegen keinerlei Einschlisse in den Blutzellen auf

Die Ergebnisse bei den Giemsa gefarbten Ausstrideeken sich weitestgehend mit denen
der DiffQuik-Farbung, wobei sich manchmal die Anzdér gefundenen Einschliisse dahin-
gehend unterschied, dass z. T. etwas weniger HussMdrperchen gefunden werden
konnten. In samtlichen Blutausstrichen der negati®ehlangen konnten keine intrazyto-
plasmatischen Einschlisse festgestellt werden.

Auffalligkeiten stellten sich bei den heterophil@ranulozyten (kurz Heterophile genannt)
dar. Wahrend diese bei allen IBD positiven Boasnkdnzw. keine Granula mehr enthielten
und zytotoxisch verandert waren, zeigten sie sictAusstrich der IBD positiven Pythons als
intakte Heterophile mit Granula. Die negativen Boéssen alle physiologische Heterophile
auf; teilweise enthielten sie zwar nur wenig Granwaren aber nicht zytotoxisch verandert,
hatten also intakte Zellmembranen und keine Vakuaote Zytoplasma. Auch die negativen

Pythons besal3en alle physiologische Heterophile.
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Tabelle 15: Verteilung der Einschlusskorperchen (EK) in den sebiedenen Blutzellen im

Blutausstrich

Tiernummer Erythrozyten Thrombozyten Lymphozyten
Boal - - +
Boa 2 +/- + +
Boa 3 + + +
Boa 4 +/- - +
Boa 5 - +/- +
Boa 6 + + +

Python 15 +/- - -

Python 16 - - -
Boa 17 +- - +/-
Boa 18 +/- +/- +
Boa 19 + - +
Boa 20 +/- - +
Boa 21 - - +/-
Boa 25 + - +/-
Boa 26 + +/- +

- = keine EK gefunden; +/- = vereinzelt EK vorhangde = EK vorhanden, z. T. deutlich
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Beim Vorliegen von Einschlusskorperchen in den mgzyten wurde eine Pravalenz von
76,92 % bei den Boas (10 von 13) errechnet mit dditfidenzintervall KI: 49,74-91,82 %.
Bei vorgefundenen Einschlissen in den Thrombozgtgab sich eine Pravalenz von 46,15 %
bei den Boas (6 von 13) mit 95 % KI: 19,22—-74,86F4. das Vorkommen von Einschlissen
in Lymphozyten wurde eine Préavalenz von 100 % lesi Boas (13 von 13) festgestellt mit
95 % KI: 77,19-100 %.

Die geschilderte Verteilung innerhalb der jeweitigBlutzellen ist in Abbildung 4 grafisch

dargestellt.

Abbildung 4: Pravalenz der Einschlisse bei Boas (n=13) mit 9%é#fidenzintervall in den
verschiedenen Blutzellen.
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4.3.1Darstellung der Einschlusskoérperchen

4.3.1.1DiffQuik

Tabelle 16:Farbeergebnisse in den Blutausstrichen

Einschlusskorper in Erythrozyten homogen graulgradlila
Einschlusskorper in Thrombozyten homogen grauljcaiblau
Einschlusskorper in Lymphozyten homogen lila/ btul

Im Folgenden sind lichtmikroskopische Aufnahmen @iffQuik geféarbten Blutausstrichen

IBD positiver Schlangen zu sehen, welche Einschiirgerchen in den verschiedenen Blut-
zellen zeigen. Diese Einschlisse stellen sich sbiwoklen Erythrozyten, als auch in den
Thrombozyten, als homogene, runde, grauliche Straektim Zytoplasma der Zellen dar. In
den Lymphozyten dagegen besitzen die intrazyto@ésohen Einschlusskdrper ein lila-
blauliches Aussehen und erscheinen teilweise palgimm ihrer Gestalt.

Abbildung 5: Dieser Blutausstrich stammt von einer IBD positi®®a constrictor imperato(Nr. 2).

Im linken Bild sind zwei homogen grauliche, rundgrazytoplasmatische Einschlusskdrper in einem
Erythrozyten () mit einem Durchmesser von ca. 2 pum bzw. 3,5 puniff@Dik, 400fache
VergroéRerung) zu sehen. Das rechte Bild zeigt elryemphozyt mit einem homogenen, lila gefarbten
Einschluss (), dessen Durchmesser ungefahr 4,5 um betragtZitaplasma ist durch diesen - bis
auf einen kleinen Rest oben - vdllig verdrangt ded Zellkern ist eingedriickt (DiffQuik, 1000fache
VergrofRerung).
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10 pm

Abbildung 6: Dieser Blutausstrich stammt von einer IBD positivmannlichenBoa constrictor
imperator (Nr. 4) und zeigt einen homogenen, runden, grheh¢c intrazytoplasmatischen
Einschlusskdper in einem Erythrozyten ), Er weist einen Durchmesser von ca. 3 um auff3€so

Bild: DiffQuik, 400facheVergroRRerung. Das kleinemée Eckbild zeigt denselben Einschlusskérper in
1000facher VergrofRerung.

® o
P -

3 um

10 pm

Abbildung 7: Der Blutausstrich stammt von derselben IBD positivednnlichenBoa constrictor
imperator(Nr. 4). In diesem Lymphozyt befindet sich ein &ihlusskérper (), der sich homogen im
Zytoplasma (ZP) des Lymphozyten darstellt. Der k#eth (ZK) ist dadurch nur leicht eingedrickt.

(DiffQuik, 400fache bzw. im Ausschnitt 1000facheryi@Rerung). Der Durchmesser des Einschlusses
betragt ca. 6 um.

80



Abbildung 8: In dieser Abbildung ist ein Thrombozyt mit einem homogn, runden, graublauen
Einschlusskorper () mit einem ungeféahren Durchmesser von 2,5 um hers¢€DiffQuik, 400fache
VergroRerung). Der Bildausschnitt zeigt diesen nwals in 1000facher VergréRerung. Der Ausstrich

stammt von einer IBD positiven weiblich&woa constrictor(Nr. 5).

4.3.1.2Giemsa

Tabelle 17:Farbeergebnisse in den Blutausstrichen

Einschlusskorper in Erythrozyten

homogen weillielidhau

Einschlusskorper in Thrombozyten

homogen blaugrau

Einschlusskoérper in Lymphozyten

homogen weil3lichilea

Zum Vergleich werden nun lichtmikroskopische Aufrr@m von Giemsa gefarbten
Blutausstrichen gezeigt. Die darin vorkommenderaaytoplasmatischen Einschlisse stellen
sich in den Erythrozyten und Lymphozyten als sedliblaue, homogene Strukturen dar,

wahrend sie in den Thrombozyten eher blaugrau enseh. Die Ausstriche stammen von

zwei IBD positiven Tieren.
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Abbildung 9: Dieser Ausstrich stammt von einer mannlichen, IBBsifiven Boa constrictor
imperator(Nr. 4). Das Bild zeigt einen homogenen, rundetipfauen Einschluss () im Zytoplasma
des Erythrozyten. Der Durchmesser des Einschlugskeéiens betragt ca. 2 um (Giemsa, 400fache

VergroRerung). Im Bildausschnitt ist der Einschlumeshmals in ndherer VergroRerung zu sehen
(1000fach).

Abbildung 10: Diese lichtmikroskopische Aufnahme zeigt einen hgemen, hellblauen
Einschlusskdrper (), schén abgegrenzt innerhalb des Zytoplasmas €8s Lymphozyten. Der
Zellkern (ZK) ist durch diesen leicht eingedrict&i€msa, 400fache bzw. 1000fache VergréRRerung).

Im Durchmesser mif3t der Einschluss ca. 3 um. Desstich gehort zu derselben IBD positiven,
mannlicherBoa constrictor imperatofNr. 4) wie oben.

82



R o e Y <& '..‘
[ 4
” ® & S ‘. & i
o Ge ¥ i0ag ”
o :\ 5 -~ \’ 2 ‘
e ® oy P ®
@ O.J 5
4
@ "I

; i
"M \‘ ’ . 3 um

Abbildung 11: Obige Abbildung zeigt einen homogenen, runden, drlwen Einschluss im
Zytoplasma eines Thrombozyten ), mit einen Durchmesser von ca. 2 pm. (Giemsafaéb@ bzw.

1000fache VergroRRerung). Der Ausstrich wurde vomtBliner IBD positiven, weiblicheiBoa

constrictor imperatoi(Nr. 3) angefertigt.

4.4 Hamatologie

Das Augenmerk wurde insbesondere auf die Leukoayizahl gerichtet. Von den insgesamt
26 Tieren konnten nur 18 Werte ermittelt werdenmzZzeitpunkt der Blutenthahme (meist
intra operationem lag bei 12 Tieren eine Leukozytose vor (Tab. M8)n diesen Schlangen
waren 5 Boas positiv, 3 Boas und 4 Pythons negdier. positive Boas wiesen dagegen keine
Leukozytose auf. Bei 2 negativen Pythons befandgndie Leukozytenzahlen im Referenz-
bereich.

Die Erythrozytenzahlen zeigten keinerlei Auffallegten und lagen meist im Referenzbereich
(0,4-1,3 Millionen/ul) bis auf eine Ausnahme: diBD negative Boa Nr. 22 wies eine
erniedrigte Erythrozytenzahl unterhalb des Refesemntes auf (0,15 Mio./ul).

Statistisch konnten hier keinerlei signifikante &hsthiede festgestellt werden (p > 0,05).

Bei 6 Schlangen (2 IBD positive Boas, eine negaBBaa, 3 negative Pythons) wurde
zusatzlich eine Untersuchung auf PMV (Paramyxoyireimgeleitet, wobei bei allen das
Ergebnis negativ ausfiel (Nr. 3, 6, 8, 12, 13, 1@amit kann bei diesen Schlangen eine
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Paramyxovirusinfektion als Differentialdiagnose geschlossen werden. Die restlichen Tiere

wurden nicht weiter daraufhin untersucht und egeirekeine Angaben vor.

Tabelle 18:Leukozyten- und Erythrozytenwerte der Schlangen

Tiernummer Leukozyten/ul Erythrozyten Mio./ul
Boa 1 0 0
Boa 2 0 0
Boa 3 0 0
Boa 4 0 0
Boa 5 22000 0,74
Boa 6 13000 0,40
Boa 7 16250 0,60
Boa 8 0 0

Python 9 19250 0,67
Python 10 0 0
Python 11 16250 0,64
Python 12 27500 0,88
Python 13 14000 0,84
Python 14 10000 0,43
Python 15 0 0
Python 16 0 0
Boa 17 11500 0,62
Boa 18 7750 0,43
Boa 19 13250 0,55
Boa 20 6500 0,45
Boa 21 12750 0,75
Boa 22 12500 0,15
Boa 23 19500 0,40
Python 24 9500 0,50
Boa 25 9250 0,47
Boa 26 7250 0,77

0 = keine Angabe
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Bei 4 Boas wurden die Leukozyten ca. 24 Stundeih dac OP nochmals ausgezéhlt. Dabei
konnte festgestellt werden, dass bei 3 Tieren &tipp 1 negativ) die Leukozytenzahl, im
Vergleich zu einer vorangegangenen Leukozytoselem Referenzbereich zurtickging. Nur

bei einer positiven Boa blieb weiterhin eine Leujtose bestehen (Tab. 19).

Tabelle 19:Blutwerte von einigen Schlangen ca. 24 Stunden dacl.eberbiopsie

Tiernummer Leukozyten/ul Erythrozyten Mio./ul
Boa 5 7250 0,52
Boa 17 6000 0,34
Boa 21 15000 0,75
Boa 22 8000 0,28

4.5 Leberbiopsie

Mit Ausnahme von 7 Tieren (Tab. 21) wurden beiralenderen Schlangen Leberbioptate
entnommen. Insgesamt konnten 19 Leberbiopsien dafihrt werden, von denen sich 10 als
negativ und 9 als positiv erwiesen. Alle 9 posiivBioptate stammten von Boas, wahrend
sich bei allen 6 getesteten Pythons und 4 Boasegiatives Ergebnis herausstellte.

Die histologischen Leberpraparate wurden mit derRdEbung gefarbt. Teilweise kamen

auch die Giemsa- und PAS-Farbung zum Einsatz, diespéter hinzukommenden Tieren

nicht mehr durchgefuhrt wurden, da keinerlei abwende und relevante Resultate mehr zu
erwarten waren (Tab. 4). Von den 12 Giemsa gefarBtegiparaten (z. T. auch aus der
Sektion) stammten 6 von positiven Schlangen (5 Bbdython) und 6 von negativ diagnos-
tizierten Tieren (5 Pythons, 1 Boa). 11 Praparaieden PAS gefarbt, wovon 5 von positiven

Boas stammten. Die negativen Praparate gehdrtezinen Boa und 5 Pythons. In allen drei

Farbungsarten konnten im positiven Fall Einschliggefanden werden.

Die Leberbioptate der positiv getesteten Tiereteeigmmer Einschlisse, allerdings in unter-
schiedlicher Anzahl. Dieses positive Ergebnis wurdden histologischen Gewebeschnitten,
welche aus der teilweise vorgenommenen Sektionrstam ebenfalls bestatigt.

Von den 12 Leberstiicken, welche mittels einer Baypmdel gewonnen wurden, konnten 2
nicht beurteilt werden, da kaum Gewebe zur Verfiggwetand oder nur Erythrozyten

vorhanden waren. Dafur konnten aber alle entnomm#&edstiicke gut bewertet werden.
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Tabelle 20:Ubersicht tiber durchgefiihrte (verwertbare) Nadalv.Keilbiopsien

Tiernummer Nadelbiopsie Keilbiopsie Positive(+)/ Negative(-)
Boa 1 0 0 0
Boa 2 0 0 0
Boa 3 1 1 +
Boa 4 1 1 +
Boa 5 1 1 +
Boa 6 2 1 +
Boa 7 1 1 -
Boa 8 1 0 -

Python 9 1 0 -
Python 10 0 1 -
Python 11 0 1 -
Python 12 1 1 -
Python 13 2 1 -
Python 14 1 0 -
Python 15 0 0 0
Python 16 0 0 0
Boa 17 1 1 +
Boa 18 1 1 +
Boa 19 0 1 +
Boa 20 0 1 +
Boa 21 0 1 +
Boa 22 0 1 -
Boa 23 0 1 -
Python 24 0 0 0
Boa 25 0 0 0
Boa 26 0 0 0

0 = keine Biopsieentnahme; 1 = verwertbares Stitks nicht verwertbares Stick;

+ = positiv; - = negativ
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4.6 Sektion/ Histopathologie

Insgesamt wurden 12 Sektionen durchgefihrt, voremneén IBD Einschlisse aufwiesen (7
Boas, 2 Pythons) und 3 keinerlei Einschlusskorpéhielten (1 Boa, 2 Pythons). Zusatzlich
zur Leberbiopsie wurden bei 5 Tieren Sektionen ligetihrt (3 positive Boas, 1 negative
Boa, 1 negative Python). Bei 7 Tieren erfolgte eafleinige Sektion (4 positive Boas, 2
positive Pythons, 1 negative Python).

Die Ergebnisse von Blutausstrich und Leberbiopsie/.bSektion stimmten bis auf eine
Ausnahme jeweils Uberein. Bei Python Nr. 16 wurkleimerlei Einschliisse im Blutausstrich
gefunden. Dafur waren aber in den histologischeip&aten aus der Sektion Einschlisse
vorhanden und somit fiel die Diagnose fur diesesr Tiositiv aus. Ansonsten wiesen alle
positiven Schlangen Einschlisse sowohl in den hedenen Zellen des Blutausstriches als
auch in der Leber bzw. den Organpraparaten auf.

Dadurch ergibt sich insgesamt ein Ubereinstimmuradiskappa= 100 % fur Blutausstrich
und Leberbiopsie bzw. Blutausstrich und Sektiogeienis bei den Boas (12 bzw. 8 Boas).
Bei 4 Pythons iskappa= 50 % fur Blutausstrich und Sektion, was auf emé&3ige Beur-
teilung (0,21-0,6) der Ubereinstimmung hindeutdéheEBerechnung vorkappa fir Blut-
ausstrich und Leberbiopsie bei den Pythons istraoflyder unzureichenden Zahlen nicht

maoglich.
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Tabelle 21:Gesamtiberblick der durchgefiihrten Untersuchungeimebnis

Tiernummer Blutausstrich Leberbiopsie Sektion
Boa 1 + 0 +
Boa 2 + 0 +
Boa 3 + + +
Boa 4 + + +
Boa 5 + + 0
Boa 6 + + 0
Boa 7 - - -
Boa 8 - - 0

Python 9 - - -
Python 10 - - 0
Python 11 - - 0
Python 12 - - 0
Python 13 - - 0
Python 14 - - 0
Python 15 + 0 +
Python 16 - 0 +
Boa 17 + + +
Boa 18 + + 0
Boa 19 + + 0
Boa 20 + + 0
Boa 21 + + 0
Boa 22 - - 0
Boa 23 - - 0
Python 24 - 0 -
Boa 25 + 0 +
Boa 26 + 0 +

0 = nicht durchgeflhrt; + = positiv (mit Einschldésperchen, EK); - = negativ (keine EK)
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Sowohl die Anzahl als auch die Verteilung der Entgsse in den verschiedenen Organ-
praparaten fiel sehr unterschiedlich aus (Tab. 2@m Teil kamen die Einschlisse nur sehr
vereinzelt vor. Generell wurden bei den untersuti@ehlangen im Thymus, Herz und in der
Gallenblase keinerlei Einschlisse gefunden. Dagegeen bei den Boas in der Leber, Milz,
Niere, Schilddrise, Lunge, im Pankreas, Oesophadagen, Darm, Muskulatur, Gehirn,

Trachea und einmal im Hoden Einschlusskorperchemavmen. Eine sezierte, positive
Python (Nr. 16) hatte nur vereinzelt vorkommendesEnlusskérperchen im Gehirn, Leber
und in der Milz, wahrend sich bei der anderen pasit Python (Nr. 15) ebenfalls nur

vereinzelt Einschlisse im Gehirn, Leber, Niere undge zeigten. Auch alle 9 Boas wiesen
in den Leberbioptaten nur vereinzelt Einschlissedém Hepatozyten auf. Von den 7
Lebersektionspraparaten hingegen waren in 6 Sehnitieutlich Einschliisse vorhanden,
wahrend in einem Leberpraparat nur geringgradigdkitusskérperchen zu finden waren. Im
Pankreas, in der Milz, Niere und im Darm kamen du$ jeweils eine Ausnahme immer

deutlich Einschlisse vor. Ebenfalls ein deutlickleskommen an Einschlusskorperchen gab
es in der Schilddrise, im Oesophagus, Magen, Gehmachea und im Hoden. Dagegen

kamen in der Lunge und in der Muskulatur meistuareinzelt Einschliisse vor.
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Tabelle 22:Verteilung der Einschlusskérperchen (EK) in dersebiedenen Organen der positiven Schlangen

Boa

Boa

Boa

Organe Boa Boa | Boa | Py | Py Boa Boa | Boa | Boa | Boa | Boa | Boa

1 2 3 4 5 6 15 16 17 18 19 20 21 25 26
. Se Se B+/- B+/- B4 | B4 Se | Se B+/- Bl | Bat | B | B4 Se Se

+ + Se+ Se+ +/- +/- Se+/- + +
Pankreas + + + + 0 0 - - +/- 0 0 0 0 H +
Milz + + - + 0 0 - + +/- 0 0 0 0 0 +
Niere + + + + 0 0 +/- - +/- 0 0 0 0 + +
Schilddruse + - - + 0 0 - - 0 0 0 0 0 0 0
Lunge +/- +/- - + 0 0 +/- - - 0 0 0 0 +/- +/-
Oesophagus - - - + 0 0 - - + 0 0 0 0 + +
Magen + - + + 0 0 - - - 0 0 0 0 + +
Darm + - + + 0 0 - - +- 0 0 0 0 + +
Muskulatur - - - +/- 0 0 - - 0 0 0 0 0 0 0
Gehirn - - - + 0 0 - +- 0 0 0 0 0 + -
Trachea - - - - 0 0 - - + 0 0 0 0 + +
Gonaden - - - - 0 0 - - - 0 0 0 0 - +

0 = keine Proben; - = keine EK; +/- = vereinzelt;BK= deutlich EK; B = Biopsie; Se = Sektion; Pyython
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Zusammenfassend lassen sich folgende statistisebga@en machen:

Bei der Leber wurde eine Pravalenz von 100 % beiBleas (13 von 13) errechnet mit 95 %
Konfidenzintervall KI: 77,19-100 %. Beim Pankreas uler Niere ergab sich eine Pravalenz
von 100 % bei den Boas (7 von 7) mit 95 % Kl. 64,BJ0 %. Bei der Milz konnte eine
Pravalenz von 71,43 % bei den Boas (5 von 6) beetctverden mit 95 % KI. 35,89-
91,78 %. Bei der Schilddrise wurde eine Pravalemz 50 % bei den Boas (2 von 4)
errechnet mit 95 % KI: 15-85 %. Bei Lunge und Mag=gab sich eine Pravalenz von
71,43 % bei den Boas (5 von 7) mit 95 % KI: 35,8978 %. Beim Oesophagus gab es eine
Pravalenz von 57,14 % bei den Boas (4 von 7) mi#®KIl. 25,05-84,18 %. Beim Darm
errechnete sich eine Pravalenz von 85,71 % beiBts&s (6 von 7) mit 95 % KI: 48,69-
97,43 %.

Aufgrund zu geringer Pravalenz bzw. zu breiter &irg) im Konfidenzintervall wurden keine
weiteren Angaben fur folgende Organe erbracht: Mlagkr, Gehirn, Trachea und Gonaden.
Die Berechnung der Pravalenz und dem Konfidenziatewurde bei den Pythons aufgrund

der zu geringen Tierzahl unterlassen.

In Abbildung 12 ist die Verteilung der Einschlusgb&rchen in den verschiedenen Organen

bei den Boas anschaulich dargestellt.

il
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Abbildung 12: Pravalenz der Einschliisse bei Boas (n=13) mit 9Kaéafidenzintervall in den
verschiedenen Organen.
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Wie bei den klinischen Symptomen waren die Orgaiveerungen oder Auffalligkeiten
variabel und nicht besonders spezifisch.

Beim Er6ffnen der Coelomhdhle fiel bei 5 Boas (4ipw, eine negativ) eine Flissigkeits-
ansammlung (Aszites bzw. Hydroperitoneum) im Bdreles Gekréses von Niere und Darm
auf. Bei der Beurteilung der Leber konnte teilwelsreits makroskopisch eine Fettleber
anhand der Farbe und der Konsistenz vermutet wefeke helloraun bzw. blass, brichige
Konsistenz). Dies war bei folgenden Boas der Rll:1, 4, 5, 6, 8, 17, 21, 22, 23 (6 positive,
3 negative). Bei den Pythons konnte das nur bareiegativen Python (Nr. 14) festgestellt
werden. Bei der Beurteilung der Milz fiel z. T. moeine Atrophie auf (4 positive, eine
negative Boa). Dies konnte auch bei der Beurteildeg Pankreas festgestellt werden
(2 positive Boas). Bei 6 Tieren (4 positive, eirggative Boa, eine positive und eine negative
Python) konnten nephrotische Auffalligkeiten, inrfrovon radidrer Streifung oder weil3en
Erhabenheiten auf der Oberflache, beobachtet werBere positive Boa wies verkaste
Follikel auf (Nr. 17). Daraufhin wurde eine baktdogische Untersuchung dieses Organs
eingeleitet und Salmonellen festgestellt. Ansonstarrden keine massiv ausgepragten,
relevanten Veranderungen beobachtet.

Die histologischen Befunde waren z. T. ebenfally smspezifisch (Tab. 23, 24). Auffallend
war das Vorliegen einer teils sehr ausgepréagtetiebet bei 20 von insgesamt 26 Tieren
(12 positive und 4 negative Boas, 1 positive umgt@ative Pythons). In der Leber, zusatzlich
teilweise auch in anderen Organen, fiel eine balltige Degeneration der Zellkerne auf (bei
9 positiven und einer negativen Boa, 4 negatived @npositiven Pythons). Aul3erdem
konnten z. T. diffuse Heterophileninfiltrate in dezber und/oder auch in anderen Organen
beobachtet werden (9 positive und 2 negative Blba,RPythons). Bei den beiden positiven
Pythons zeigten sich lymphoplasmazellulare Entziigdeellen. Entziindliche Reaktionen in
der Lunge wiesen bei 9 von 12 untersuchten Tiebepo&itive und eine negative Boa, eine
negative und 2 positive Pythons) auf das Vorliegerer Pneumonie hin. In der Niere der
oben genannten 6 Schlangen mit makroskopischenemieranderungen waren z. T.
Pigmente oder erweiterte Nierentubuli vorhandenlchkee hier allgemein als Nephropathie
bezeichnet wurden. Bei 6 positiven Boas kamen ddpmhtische Veranderungen in der Leber
(4 positive Boas) und/oder anderen Organen (3 ipesBoas) vor. Dies konnte bei den

Pythons nicht beobachtet werden.
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Tabelle 23:Ubersicht der histopathologischen Veranderungené&eiBoas

Pathologische
S Boa | Boa Boa Boa Boa| Boa| Boa |Boa| Boa |Boa|Boa|Boa|Boa|Boa|Boa| Boa |Boa
efunde
1 2 3 4 5 6 7 8 17 18| 19| 20 | 21 | 22| 23 25 26
Fettleber + - + + + + + + + + + + + + + + +
ballonartige ) )
_ Le, _ Le,Ni,Pa Le, Ni, )
Degeneration Le Le, Ni ) Le - - Le _ - - Le | Le - - Ni, Le -
Pa Mi,Oes,Ma Mi
des Zellkerns
Heterophilen-| Le,Mi | Mi, | Le,Pa,Mi | Le,Mi,Lu Lu, Oes .
- Le | Le Le | Mi, Da - - - - - - Lu Da
infiltrate Lu Lu | Lu,Oes,Ma| Da,Oes,Ma Ma
Nephropathie + - + + 0 O + 0 - a ( 0 0 +
Pneumonie + + + + 0 0 + 0 - @ ( 0 0 +
. Lu,
Odem/ Gekrose | Gekrose Gekrose Gekrose)
_ - - _ _ 0 0 | Gekrosel 0O _ 0 0 0 0 0 0 _ -
Aszites (Ni, Da) (Ni, Da) _ (Ni, Da) (Ni, Da)
(Ni, Da)
_ Le, Pa, _
Fibrose - - - - - - - 0 | Le | Le| - 0 - - Pa, Lu| Mi
Ni, Mi
Atrophie Mi - Pa, Mi Pa, Mi 0 0 Mi 0 Mi 0 0 0 0 0 0 - Mi
0 = nicht untersucht; - = keine Verdnderung; + =r&ieerung, in Le = Leber, Ni = Niere, Pa = Pankréds = Milz, Lu = Lunge,

Oes = Oesophagus, Ma = Magen, Da = Darm
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Tabelle 24:Ubersicht der histopathologischen Veranderungemé&eiPythons

. Python Python Python | Python | Python | Python | Python Python Python
Pathologische Befunde
9 10 11 12 13 14 15 16 24
Fettleber + + - - - + + - ;
ballonartige Degeneration des Le, Pa,
Le Le - Le Le - Le . -
Zellkerns Gehirn
Heterophileninfiltrate o Le,Lu,Da Lu,
Le, Ni, Mi, Lu Le Le Le Le Le _ _ Haut
(lymphoplasmazellulér) (Gehirn) | (Gehirn)
Nephropathie + 0 0 0 0 0 - + -
Pneumonie + 0 0 0 0 0 + + -
Odem/ Aszites Lu 0 0 0 0 0 - - -
Fibrose - - - - - - - - -
Atrophie - - - - - - - - -
0 = nicht untersucht; - = keine Veranderung; + =r&welerung, in Le = Leber, Ni = Niere, Pa = Pankréds = Milz, Lu = Lunge,

Oes = Oesophagus, Ma = Magen, Da = Darm

Es besteht kein statistisch signifikanter Untersdhn der Verteilung der pathologischen Befundesgthen den positiven und negativen Tieren

(p > 0,05).
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4.6.1Darstellung der Einschlusskoérperchen

4.6.1.1Hamatoxylin-Eosin (HE)

Tabelle 25:Farbeergebnis bei den histologischen Préparaten

Einschlusskorper im Parenchym homogen rosarot

Es folgen nun die Ergebnisse der histologischeretdanthung der verschiedenen Organe von
IBD positiven Schlangen, welche die charakterisgscintrazytoplasmatischen, eosinophilen
Einschlusskorper in den Schnitten zeigen. Die Ahlngen der histologischen Schnitte von
Pankreas, Lunge, Schilddriise, Milz, Dinndarm, Dackd und Muskulatur stammen von
einer mannlicherBoa constrictor imperato(Nr. 4). Wahrend Leber, Niere und Magen zu
einer weiblichenBoa constrictor imperator(Nr. 3) gehdren. Die Abbildung des histolo-
gischen Schnittes vom Gehirn ist von einer manehdRython regius(Nr. 15). Die meist

rundlichen Einschlisse werden jeweils mit schwaRigilen gekennzeichnet.

Abbildung 13: A: Dieser Bildausschnitt zeigt die typischen Einscékasperchen () in den
Hepatozyten mit einem Durchmesser von bis zu 5,4(HE, 400fache VergréRerung). Im kleinen
rechten Eckbild sind 2 Einschlisse starker vergtd®e00fach).
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Abbildung 14: B-G: Bild B stellt einen Teil der Niere dar, in dem Einschiis® den
Tubulusepithelzellen vorkommen, mit einem Durchmeesgon ca. 2,5-4,5 um (HE, 400fache
VergroRerung). In BildC sind zahlreiche Einschlisse mit einem Durchmegsarbis zu 6 pm im
Pankreasparenchym zu finden (HE, 400fache Verguiiger Bild D zeigt einen kleinen Ausschnitt
des Lungenepithels mit Einschlusskérperchen miemirDurchmesser bis 5 um (HE, 400fache
Vergrof3erung). AufnahmEg zeigt einige Einschliisse im Schilddrisenepitheted Durchmesser bis
zu 4,5 um betragen (HE, 400fache VergréRerungyl Biktellt Milzlymphozyten mit Einschlissen
dar, deren Durchmesser bis zu 2,8 pum messen (HEaette bzw. 1000fache VergréRerung). In Bild
G sind Einschlusskorper im Magendrisenepithel zersetteren Durchmesser ungefahr zwischen 3,5
und 6,3 um liegt (HE, 400fache Vergrof3erung).
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Abbildung 15: H-K: Der Dinndarmausschnitt zeigt Einschlisse, die einen Durchmesser vonubis z
4,5 um erreichen (400fache VergroRerung). Aufnahimestammt vom Dickdarm und zeigt
Einschlusskorper mit einem Durchmesser von bis pun5400fache Vergrof3erung). In Bildist ein
Ausschnitt der Muskulatur abgebildet, in dem siaisEhliisse befinden, deren Durchmesser bis zu ca.
4,5 um erreichen (400fache Vergrof3erung). Und AufmaK stellt einen Einschluss im Gehirn dar,
der im rechten Eckbild nochmals vergrofR3ert ist {460e bzw. 1000fache VergroRerung), mit einem

Durchmesser von ungefahr 5 pm. Alle oben genanBikter (A-K) wurden mit der HE-Féarbung
gefarbt.
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Als Zugabe zu den Paraffinschnitten wurden von 2 fisitiven Boas noch extra Kunststoff-
schnitte von der Leber angefertigt und HE gefdl. charakteristischen Einschliisse stellen
sich in den sehr dinn geschnittenen Kunststoffpedpa (0,3 um) besonders schon dar.
Ebenso eindrucksvoll zeigen sich die ZellkerneHigpatozyten (Abb. 16 und 17).

Abbildung 16: Auf diesem Bild sind multiple, intrazytoplasmatisch eosinophile
Einschlusskorperchen () in den Hepatozyten einer IBD positiven, weiblichBoa constrictor
imperator (Nr. 25) abgebildet, deren Durchmesser bis zu 5 hetragen. Aul3erdem sind einige

Fettvakuolen (V) im Lebergewebe zu erkennen. Inerant rechten Eckbild liegt ein Einschluss nahe
neben einem Zellkern (ZK). HE-Farbung, Kunststdifst.
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Abbildung 17: Diese Abbildung stammt von einer IBD positiven niligiren Boa constrictor
imperator (Nr. 26), die zusammen mit dem oben erwéhnten @eib zusammenlebte und ebenfalls
eine ausgepragte Fettleber aufwies (Fettvakuolenlv)den Hepatozyten befinden sich multipel
verteilte, intrazytoplasmatische, eosinophile Hihdsse ( ), welche einen Durchmesser von bis zu
5 um aufweisen. Das kleine rechte Eckbild zeige efergrof3erte Aufnahme des Lebergewebes. Auch

hier sind Einschlisse z. T. in der Nahe eines 2ali& (ZK) zu erkennen. HE-Farbung,
Kunststoffschnitt.
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4.6.1.2Giemsa

Tabelle 26:Farbeergebnis bei den histologischen Préaparaten

Einschlusskorper im Parenchym homogen blau bzvwbiaa

Nachfolgend sind ausgewahlte Organpraparate deitjestie von einer IBD positiveBoa
constrictor imperator(Nr. 4) stammen. Diese enthalten die fur die Geeffa&rbung typischen

basophilen, intrazytoplasmatischen Einschlisse.

Abbildung 18: DieseAufnahme zeigt eine Fettleber mit homogen graulrlauenden Einschlissen
(), deren Durchmesser bis zu 5 pm messen (Giem8&&at® VergrofRerung). Das rechte Eckbild
zeigt einen néher vergréRerten Einschlusskérpeiniem Hepatozyt (1000fache Vergréf3erung).
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Abbildung 19: Im linken Bild sind die homogenen, blauen, rundtichEinschlusskorper () im
Nierentubulusepithel zu finden. Ihr Durchmessegtlizwischen 3,0 und 4,6 pm (Giemsa, 400fache
VergroBerung). Die rechte lichtmikroskopische Aufme zeigt zahlreiche Einschlisse )( im

Pankreas, deren Durchmesser teilweise bis zu 5 gmaden (Giemsa, 400fache bzw. 1000fache
Vergrol3erung).

Abbildung 20: Hier ist ein Ausschnitt der Milz abgebildet. In déymphozyten befinden sich
teilweise kleine Einschlusskorper § mit einem Durchmesser von bis zu 2,3 um. ZusétZkllt eine
ausgepragte Heterophileninfiltration auf (Giem<2Qfdche VergroRerung).
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4.6.1.3PAS (Periodic-Acid Schiff Reaktion)

Tabelle 27:Farbeergebnis bei den histologischen Préaparaten

Einschlusskorper im Parechym homogen hell rosaiatmph

Auf den beiden unteren histologischen Bildern smdZytoplasma liegende, PAS negative
Einschlusskorperchen zu sehen. Die Praparate stamameeiner IBD positiven, mannlichen

Boa constrictor imperatofNr. 4).

Abbildung 21: Hier sind vereinzelt Einschlusskérper ) in der Fettleber zu finden. Diese stellen sich
homogen, rund und graurosa dar. Ihr Durchmesseltreon ca. 1,8 bis 3,6 um (PAS, 400fache bzw.
1000fache VergrofZerung).
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Abbildung 22: Diese Aufnahme zeigt das Pankreas mit zahlreicheiegativen Einschlissen {,
deren Durchmesser von ca. 3,6 bis 6,3 pm reich§(A0fache VergréRerung).

4.6.1.4Toluidinblau

Tabelle 28:Farbeergebnis bei den histologischen Préparaten

Einschlusskorper blau, z. T. blaulila

Mit dieser Farbung der Semidunnschnitte lieRen sieh Einschlusskorper besonders gut
anfarben und fielen meist gleich ins Auge. In eemidPréaparaten waren auch die Vakuolen in
den Einschlissen erkennbar, welche dann im Elestroikroskop ebenfalls sichtbar waren.
Die nachfolgenden lichtmikroskopischen Aufnahmenr desrschiedenen Toluidinblau
gefarbten Organe stammen von einer mannlichen IB§itipen Boa constrictor imperator
(Nr. 4).
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Abbildung 23: Im Lebergewebe, das mit Fettvakuolen durchsetztliesfen vereinzelt die runden,
blasslila bzw. blauen Einschlusskérperchen).(Ilhr Durchmesser betrégt ca. 2,7 um (Toluidinbla
400fache VergroRerung). In der kleinen rechten dioig weisen die Einschlisse eine polymorphe

Form auf, besitzen aber eine homogene StrukturDilmchmesser mif3t rund 4,1 um (1000fache
Vergrol3erung).
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Abbildung 24: A-D: AufnahmeA zeigt einen Milzausschnitt mit zahlreichen Einsskkorperchen
() in den Lymphozyten. Der Durchmesser dieser homegeblau gefarbten, runden Einschlisse
reicht von 0,9 bis 3,6 pum (400fache VergroRerunig). kleineren, rechten Bild sind die
Einschlusskorperchen () in starkerer Vergrof3erung zu sehen, deren Durskenebis zu 3,1 um
betragen (1000fache VergréRerung). Zum Teil sind dellkerne durch die Einschlusskoérper
eingedrickt. In der AbbildunB stellen sich die Einschliisse | in der Niere dar (Durchmesser bis zu
8 um) (400fache bzw. 1000fache VergroRerung). Itd Bi zeigen sich besonders viele Einschlisse
() im Pankreas. Der Durchmesser der teils ovalemdgenen Einschlusskorperchen betragt bis zu
6,4 um (400fache VergroRRerung). Im Ausschbittom Rickenmark ist ein Einschlusskdrper)(
mit einem Durchmesser von ca. 4,5 pm zu sehen §06fbzw. 1000fache Vergrof3erung). Alle oben
genannten Praparate (A-D) wurden mit Toluidinblatagbt.
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4.6.2Darstellung einer Leberbiopsiewunde

Abbildung 25: Die Aufnahme zeigt die Leber einer mannlichen, IB&sitiven Boa constrictoiBpa
constrictor imperatoy (Nr. 4), bei der ca. 3 Wochen vor dieser Sekéme Leberbiopsie entnommen
wurde. Die Narbe () liegt reizlos im Gewebe und ist gut abgeheilt.
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4.7 Elektronenmikroskopie

Von den 5 Leberbiopsie- bzw. Gewebeproben fir déktEonenmikroskopie (Tab. 5) wiesen
3 Boas Einschlisse im jeweiligen Parenchym auf,revéth bei zwei Pythons keinerlei Ein-
schltsse zu finden waren. Die durch eine Leberi@ogswonnene Probe bei einer positiven
Boa (Nr. 5), enthielt nur vereinzelt Einschlissen\2 positiven Boas (Nr. 3, 4) wurden in der
Sektion Organproben von Leber, Niere, Milz und Paak entnommen. Die weibliche Boa
(Nr. 3) wies eine hgrd. Anzahl an Einschlissenen lceber auf, wéhrend die Niere und das
Pankreas mgrd. betroffen waren. In der Milz konrd#eardings keine Einschlisse gefunden
werden. Bei der mannlichen Boa (Nr. 4) wurde einrdhyorkommen an Einschlusskorpern
in der Niere und im Pankreas festgestellt. In debdr stellte sich eine mgrd. Anzahl an
Einschlissen dar, in den Milzlymphozyten dagegem kaur eine ggrd. Anzahl an
Einschlusskérperchen vor.

Im Anschluss sind einige elektronenmikroskopisch&fndhmen abgebildet, welche

elektronendichte Einschlusskérperchen in den véedenen Geweben positiver Boas zeigen.

Abbildung 26: Dies ist eine elektronenmikroskopische Aufnahme g&enlLeber einer IBD positiven
weiblichenBoa constrictor imperato(Nr. 3). Im Zytoplasma liegt ein Einschlusskorgene () in
unmittelbarer Nahe zum Endoplasmatischen Retik{ER) und nahe des Zellkerns (ZK). Im Inneren
des Einschlusses befinden sich Vakuolen, welchenstukturen aufweisen. Weiterhin ist eine
Fettvakuole (V) zu sehen. Der Durchmesser des Binsses betragt ungefahr 3,8 um (8900 x
Vergrol3erung).
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Abbildung 27: Dies ist die VergréRerung des oben abgebildeteacBinsses in der Leber von Boa
Nr. 3. Innerhalb der Vakuolen liegen z. T. elekendichte Partikel (). Insgesamt ist eine granulare,
aber homogene Struktur des Einschlusses zu erkef@8&3900 x VergroéfRerung).

Abbildung 28: Dies ist eine elektronenmikroskopische Ubersiclitsshme von einigen
Lymphozyten der Milz mit je einem homogenen Einashl ( ), der z. T. den Zellkern (ZK)
eindrickt. Deren Durchmesser liegt zwischen 1,0 2@dpum. Am unteren Bildrand lasst sich ein
Einschlusskorperchen erkennen, das Vakuolen mihdte Strukturen im Inneren aufweist. Es sind

auch einige Fettvakuolen (V) im Gewebe verteilt.sRraparat stammt von Boa Nr. 4 (7500 x
Vergrol3erung).
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Abbildung 29: Der Ausschnitt zeigt einen der vorher abgebildeteimschlisse in einem
Milzlymphozyt in ndherer VergroRerung (41500 x). &Rand des Einschlusskdrpers (EK) sind runde,
elektronendichte Abschniirungs- oder Anlagerungsforifh ) zu sehen. Das granular erscheinende

Einschlusskdrperchen drickt den Zellkern (ZK) dehtlein. Im Zytoplasma des Lymphozyten
befinden sich noch Mitochondrien (M).

Abbildung 30: Dies ist die elektronenmikroskopische Aufnahme iBmschlusskérperchens (EK) in
der Niere von Boa Nr. 3. Es enthédlt zahlreiche,ersthiedlich groRe Vakuolen () mit
elektronendichten Innenstrukturen und einem Duras@evon 3,6 pm. Das Einschlusskdrperchen ist
von Mitochondrien (M) und Lipidtropfchen (L) umgeb€L6700 x Vergrol3erung).
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Abbildung 31: Hier ist der obige Einschlusskorper (EK) starkergv@lert (41500 x). In den vielen
Vakuolen ist z. T. die hexagonale Form der zahheic elektronendichten Viruspartikel § im
Inneren zu erkennen. Am Rand des Einschlusskobgdirsden sich Mitochondrien (M).

Abbildung 32: Dies ist die elektronenmikroskopische Aufnahme ®iBgnschlusskorpers () im
Pankreas von Boa Nr. 3. Er weist einige Vakuoletenschiedlicher Gro3e im Inneren auf, die kleine,

elektronendichte Partikel enthalten. Ein ZellkeZK und Fettvakuolen (V) sind ebenfalls abgebildet
(13400 x VergroRerung).
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Abbildung 33: Bei naherer Vergrof3erung der vorherigen Abbildurigd selektronendichte,
hexagonale Viruspartikel () in den Vakuolen des Einschlusses zu erkennerRamdbereich sind
einige runde Abschnirungs- bzw. Anlagerungsform&arebar (41500 x Vergrol3erung).
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5 Diskussion

5.1 Einschatzung der IBD Situation

Das Auffallige an der Tierzahl ist, dass hier vBaas zur Untersuchung vorstellig wurden im
Gegensatz zu Pythons. Dabei stellte sich gleidgzb#raus, dass IBD vermehrt bei Boas
nachgewiesen werden konnte. Dies deckt sich miAdesage von Schumacher et al. (1994).
Die Autoren beschrieben schon damals einen Ruckgasdiver Pythons im Vergleich zu
positiven Boas. Seit Ende der 1980er Jahre konnteumehmend héaufigeres Auftreten von
IBD bei Boas beobachtet werden. Dieser Ansicht wanéch Jacobson (1999) und Jacobson
et al. (2001). Garner und Raymond (2004) stellteimien damaligen Untersuchungen keinen
IBD Fall bei Pythons fest und vermuteten deshalbhabei diesen Tieren ein selteneres
Vorkommen an IBD im Gegensatz zu Boas. Die versignen Autoren flhrten dafur
unterschiedlich Griinde an. Schumacher et al. (199dhuteten eine gesteigerte Nachfrage in
der Boahaltung. Demzufolge wurde eine unbekimmgdeht betrieben und durch die
Globalisierung konnte sich diese Erkrankung weltwaeisbreiten. Diesen Trend beobachtete
Schumacher (2006) weiterhin Jahre spater. Und Kedh(2009) hatte diesen Eindruck. Dies
scheint heute teilweise immer noch der Fall zu,smilch wenn insgesamt weniger IBD Félle
vorkommen. In einer tierdrztlichen Praxis wurderrhédnisméaflig mehr Boas mit IBD
vorgestellt als Pythons (Bauer, pers. Mitteilun&ich ein Labor (Laboklin 2010) stellte ein
vermehrtes Aufkommen von IBD bei Boas im Vergleih IBD bei Pythons fest. Laut
Blahak (pers. Mitteilung) wiederum, wird oft Untachungsmaterial von Pythons eingesandt,
um dieses auf IBD untersuchen zu lassen, wobeiadietdings der Verdacht dann meist doch
nicht bestatigen lasst. Ein weiterer Grund fur delmeinbaren Riickgang von IBD bei Pythons
kbnnte sein, dass der akute und todliche Verlauf BD bei Pythons dazu beitragt, dass
diese Tiere nicht mehr weiterfihrend untersuchtderrund daher keine Diagnose gestellt
werden kann (Jacobson 2000, Graf, pers. MitteiluBgas kommen meist aufgrund des oft
chronischen Verlaufs erst spater in der Praxis/zustellung (Graf 2009), da erste Anzeichen
(z. B. Gewichtsverlust, Regurgitation, Desorientrgg) oft vom Besitzer nicht gleich bemerkt
werden. Pees (pers. Mitteilung) stellte auch dienwgung auf, dass Boas u. U. anfalliger fur
IBD sind. Somit treten IBD positive Boas haufigarf.aDies gaben auch Jacobson et al.
(2001) zu bedenken. Entweder konnte es eine Virdletlerung des Virus gegeben haben,
oder Pythons entwickelten eine Resistenz gegenddeErkrankung. Auch Wozniak et al.
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(2000) unterstutzten diese These dahingehend, d&ss eine Wirtsanpassung der
Pythonschlangen in Betracht zogen. Unterschiedlidhieusstamme konnten fur die
Symptomenvielfalt verantwortlich sein (Klingenbert©99, Jacobson 2007). Generell
scheinen Konigspythons weniger empfanglich fur IBDsein (Jacobson et al. 2001), wobei
in dieser vorliegenden Dissertation die zwei eierigBD positiven Pythons Kénigspythons
waren und drei Konigspythons negativ beurteilt veurdn einer anderen tierarztlichen Praxis
kamen ebenfalls eher IBD positive Konigspythons Yarstellung (Graf 2009). Allerdings
waren insgesamt Uber das Jahr verteilt nur wenigitipe Falle vertreten. Jacobson (1999)
und Jacobson et al. (2001) gaben als Grunde fiiltas Ansicht nach, seltene Auftreten von
IBD bei Konigspythons an, dass keine weiteren \ferifichungen Uber positive IBD Falle
bei Pythoniden vorliegen. Nur Carlisle-Nowak et(@R98) berichteten tber zwei IBD Falle
bei australischen Pythons. Ansonsten sind derasiiekBerichte bekannt. Demgegeniber
liegen mehrere Artikel Uber IBD bei Boas vor: Omtsal. (1998), Jacobson et al. (2001),
Vancraeynest et al. (2006), Knotek et al. (2007¢sW\et al. (2001) gaben zu bedenken, dass
eine Paramyxovirusinfektion, welche eine der Dédfezialdiagnosen von IBD darstellt, bei
Pythons ofter vorkommen koénnte als IBD. Dies veetert auch Garner und Raymond
(2004). PMV konnte z. T. bei den in dieser Arbeittarsuchten Tieren ausgeschlossen
werden. Bei den anderen Tieren war dies zwar rdemtFall, die Schlangen zeigten aber
keine fur PMV (Paramyxovirus) typischen Anzeichemder klinisch (v. a. keine auffalligen
respiratorischen Stérungen (Nasenausfluss, Atermgen&, Belage im Maul) oder
ausgepragte ZNS-Symptome (Kopftremor, Zwangsbewggyuh noch in der Sektion (v. a.
Lungenveranderungen) (Schumacher et al. 1994, BI2B@0). Schumacher et al. (1994),
Schumacher (2006) und Jacobson (2007) vermutetégr@em, dass asymptomatische Trager
fur eine Verbreitung von IBD verantwortlich seinnkiien. Dabei sollen Boas natirliche Wirte
darstellen, wahrend Pythons als Fehlwirte geltashi8acher et al. 1994). Auch mit dieser
Dissertation kann demnach die scheinbar weitlaufigginung unterstiitzt werden, dass
heutzutage IBD bei Boas ofter anzutreffen ist as Pythons. Obwohl einige Pythoniden
untersucht wurden, waren nur 2 Koénigspythons varieren positiv zu beurteilen, wahrend
keine der Tigerpythons betroffen war. Bei den Bkem diese Krankheit weitaus héufiger vor
(13 von 17). Teilweise wiesen auch asymptomatidtb@s Einschlisse auf. Dies lasst eine

hohe Dunkelziffer von IBD bei Boiden vermuten.
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5.2 Beurteilung der klinischen Symptome

In der Literatur sind sehr variable Symptome angege welche bei IBD positiven Tieren

auftreten konnen. So berichteten Schumacher e{18P4) von vielerlei unspezifischen

klinischen Anzeichen, wie z. B. Lethargie, Anorexi&ewichtsverlust und Dehydratation.

Diese wurden auch bei den hier untersuchten, pesifTieren festgestellt, teilweise aber auch
bei IBD negativen Schlangen diagnostiziert. Dabai ¢ine Dehydratation ausschlief3lich bei
positiven Boas auf. Eine der meist erwahnten Ildims Symptome stellen bei Boas
chronische Regurgitation, Dysecdysis und ein rexitensi Umkehrreflex dar (Schumacher et
al. 1994, Wozniak et al. 2000, Jacobson et all2®aymond et al. 2001). Auch diese
Auffalligkeiten konnten bei einigen Tieren beobathwerden. Allerdings zeigte nur eine der
positiven Boas chronische Regurgitation, welche Byhons nicht auftrat. Dies wird auch

von verschiedenen Autoren bestatigt (Schumachal. 4994, Jacobson et al. 2001, Mitchell
2004). Hautungsstorungen und einen reduzierten Umddex zeigten v. a. die positiven

Tiere, insbesondere die Boas. Die im Ergebnis emtegthtriben Brillen kdnnten auch mit der
Hautung(-sstérung) in Zusammenhang gebracht werdgsi. Pythons stehen akute

neurologische Storungen im Vordergrund (Schumaeheal. 1994, Carlisle-Nowak et al.

1998, Blahak 2000, Jacobson et al. 2001, Raymonel.e2001, Schumacher 2006):

Kopftremor, Opisthotonus, Stargazing, Gleichgewdstiirungen und Paralysen v. a. in der
kaudalen Korperhélfte, welche aber ebenso bei Beabachtet wurden. In der hier durchge-
fuhrten Untersuchung konnten aufer Koordinatiomsagien bei einer negativen Python
keinerlei solcher ZNS-Symptome bei den Pythonsgéesellt werden. Dagegen wurde
Stargazing und ein reduzierter Muskeltonus bei ditpen Boas beobachtet. Opisthotonus
kam nur bei 2 negativen Boas vor. Ein veranderteshalten in Form von Aggressivitat

legten jeweils eine positive Boa und Konigspythonden Tag. Dies ist fur diese Tiere ein
ungewdhnliches Symptom, da sie normalerweise faledlSchlangenarten darstellen. Dabei
koénnte es sich um ein Anzeichen des UnwohlseinddianBei den Tigerpythons kommt dies
hingegen ofters vor und konnte bei 3 Tigerpytha@stdestellt werden. Teilweise sind diese
Arten bekannt fur ihre Aggressivitat. Marschang020und Keil (2009) berichteten auch von
einer Anisokorie bei positiven Boas, welche bei datersuchung hier ebenfalls bei einem
Tier auffiel. Dieser Befund kdnnte auf eine Storumgzentralen Nervensystem hindeuten.
Schumacher et al. (1994), Jacobson et al. (2004ptdk et al. (2007) und Keil (2009)

brachten auch Schlangenmilben als Vektoren fir \dass mit IBD in Verbindung. Ein

Milbenbefall kam in dieser vorliegenden Arbeit alleigs nur bei einer positiven und zwei
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weiteren, negativen Pythons vor. Bei keinen dersBamnten Milben festgestellt werden. Oft
kommen auch Sekundarinfektionen hinzu, wie Stomadder eine Pneumonie (Schumacher
et al. 1994, Oros et al. 1998, Wozniak et al. 20@@pbson et al. 2001, Garner und Raymond
2004). Die Ursache kénnte eine Immunsuppressiaon s&iche durch das mutmaliliche Virus
hervorgerufen wird (Jacobson 2007). Eine Pneumonigde bei den vorliegenden
Untersuchungen insbesondere bei positiven Tieragnadistiziert. Ebenfalls konnten bei
einigen positiven Boas und auch bei 2 negativerhdhg, Darmparasiten (Flagellaten)
festgestellt werden. Diesen Befund beobachtete alacher (1999). Eine positive Boa (Nr.
25) wies Durchfall auf. Diesen Befund konnten alctotek et al. (2007) bei ihren Unter-
suchungen feststellen. Zum Teil traten auch untyy@sklinische Manifestationen auf, wie
z. B. Hauttumore und Dermatitis (Klingenberg 1988humacher 2006, Vancraeynest et al.
2006, Jacobson 2007), welche hier allerdings melshgewiesen werden konnten. Somit soll
auch nicht weiter darauf eingegangen werden. Ingeifieinen weist IBD bei Pythons einen
(per)akuten Verlauf mit ausgepragten ZNS-Storungenf, wéahrend Boas als
asymptomatische Trager gelten und oft eine Chr@tiznit Sekundéarinfektionen zeigen
(Schumacher et al. 1994, Mader 1999, Blahak 20&hhkon et al. 2001, Marschang 2004).
Die meisten, der in dieser Arbeit untersuchten &iatten wenig klinische Auffalligkeiten,
die oft auch nur gering ausgepragt waren. Einigeesem sogar ein ungestortes
Allgemeinbefinden auf und schienen bei bester Gdiseih zu sein, wobei sich im Nach-
hinein, speziell bei 3 Boas, IBD herausstellte, di@sThese der asymptomatischen Trager bei
Boiden durchaus nachvollziehbar macht. AufgrundsetieBefunde ist keine eindeutige
Zuordnung moglich und somit auch weiterhin keinhpghomonisches Symptomenbild bei
den IBD positiven Tieren erkennbar. Selbst neursldge Stérungen kénnen weiterhin nur
einen Hinweis auf einen IBD Verdacht liefern, dahsin den vorliegenden Untersuchungen
solche Tiere auch oft als negativ herausstelltelberAandererseits konnte bei Tieren mit
unspezifischer Symptomatik IBD feststellen werd®as heildt also, dass bei sédmtlichen
Tieren, ob und welche klinischen Symptome sie ameigen, IBD in Betracht gezogen

werden sollte, auch wenn die Symptomatik ledighdain ein Indiz geben kann.

5.3 Bewertung der Untersuchungsmethoden

Als Diagnostikum der Wahl steht nach wie vor dasfiaden typischer Einschlusskorperchen
in viszeralen Epithelzellen im Vordergrund (Schuheacet al. 1994, Klingenberg 1999,
Schumacher 2006, Jacobson 2007). Dabei kann di@hAnter Einschliisse sehr unter-
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schiedlich ausfallen. Ebenso variieren die betradfeOrgane von Fall zu Fall (Schumacher et
al. 1994, Jacobson et al. 2001), wobei die EinsSalibesonders haufig in der Leber (70%),
Niere (70%), im Pankreas (100%) und den oesophageBbnsillen auftraten. Aufgrund
dessen kamen wir auf die Idee, jeweils einen Bhkgtich und eine Leberbiopsie im
Vergleich durchzufiihren und zu bewerten. Dabeitesagtial3gebend fir die Bewertung sein,
inwieweit die alleinige Beurteilung eines Blutaugstes ausreichend ist, da eine
Blutentnahme einen weniger invasiven Eingriff daistin jeweils beiden Praparaten waren
hier stets Einschlisse vorhanden, auch wenn dreaenterschiedlicher Menge zu finden

waren.

5.3.1Blutausstrich

Fraher wurde hauptséachlich nach Einschliissen inEtgthrozyten gesucht (Schumacher et
al. 1994). Dies berichteten auch Jacobson et @0D1(Rund Mitchell (2004). Nach Keils
(2009) Einschatzung kommen dagegen nur bei BoascHliisse in den Erythrozyten vor,
wahrend bei Pythons keinerlei EinschlusskorperdneBrythrozyten zu finden sind. Diese
Meinung kann mit den vorliegenden UntersuchungenHinblick auf das Vorkommen von
Einschlusskorperchen in Erythrozyten bei Boaswigde bestatigt werden. Zumindest bei
den meisten Boas kamen Einschlusskorperchen ifcdghrozyten vor. Bei den untersuchten
Pythons lasst sich aufgrund der zu geringen Tiérzalr schwer eine Aussage treffen.
Deshalb kann Keils (2009) Ansicht hier nur bedingterstitzt werden. Denn bei einer
positiven Python waren stark vereinzelt Einschliasaschlie3lich in den Erythrozyten
aufzufinden, wahrend es bei der anderen Pythorekedthinweis auf Einschlusskoérperchen in
den Blutzellen gab. Jacobson et al. (2001), Schbera@006) und Jacobson (2007) fanden
Einschlisse allerdings auch in den LymphozytenRlEthmen dieser Dissertation kamen diese
in den beurteilten Blutausstrichen bei allen pesiti Boas vor. Schumacher (2006) und
Jacobson (2007) beschrieben noch zuséatzlich Eimsefl in Thrombozyten und in
Granulozyten, welche allerdings seltener auftratdaoch in dieser vorliegenden Arbeit
konnten Einschlusskérperchen in Thrombozyten etwader Halfte der Boas gefunden
werden. Einschlisse in den Granulozyten wurdendgag nicht festgestellt. Knotek et al.
(2007) wiederum fanden keinerlei Einschlisse intlitozyten oder Lymphozyten. Da z. T.
nur wenige Einschlisse in den Blutzellen vorkommed diese u. U. Ubersehen werden
kénnten, schlagt Keil (2009) vor, verdachtige, abegativ getestete Tiere nach einiger Zeit

nochmals nachzutesten. Bei den vorliegenden Urdewsigen kamen stets
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Einschlusskorperchen bei den positiven Boas vobeDaariierten nur die Blutzellen, in
welchen Einschlisse zu finden waren. Zu 100% wurslenin Lymphozyten angetroffen.
Auch die jeweilige Menge der Einschlusskorpercheterschied sich von Tier zu Tier. Teils
war eine groRe Anzahl im Ausstrich zu finden; baderen kamen nur sehr vereinzelt
Einschlisse vor.

Mader (1999) erwéhnte noch zusatzlich eine Beolbaghbei den Heterophilen. Ihm fiel auf,
dass diese Blutzellen zytotoxisch verandert wakerch in der vorliegenden Arbeit konnte
dies zumindest bei den positiven Boas festgestelitlen. Solche zytotoxischen Zellen traten
weder bei den gesunden Schlangen noch bei denveosRythons auf. In wie fern dieser
Befund bei IBD positiven Boas tatsachlich eine Babielt, bleibt offen.

Bei der Beurteilung von Blutausstrichen wird in dateratur hauptsachlich von Giemsa
gefarbten Blutausstrichen berichtet (Schumachat. 1994, Jacobson et al. 2001, Garner und
Raymond 2004, Jacobson 2007). In der vorliegendbeifstellen sich aber die Einschliisse
in der DiffQuik-Farbung markanter dar (Abb. 1-7pv®hl in den Erythrozyten als auch in
den Thrombozyten und Lymphozyten sind die Einsdiagperchen besser erkennbar als in
den Giemsa gefarbten Blutausstrichen, in denendigltinschlisse z. T. nur sehr schwach
anfarben lieRen und sie deshalb u. U. leichtersghem werden kénnen. Hinzu kommt, dass
die DiffQuik-Farbung in der Praxis einfacher in ddandhabung ist im Vergleich zur
Giemsa-Farbung. Der Aufwand halt sich in Grenzem,ird vielen Praxen heutzutage die
DiffQuik-Farbung bereits ein fester Bestandteil Bie Beurteilung kann gleich im Anschluss
an die schnell durchfuhrbare DiffQuik-Farbung $itadien. Demnach bestehen im Einsatz

dieser Farbung mehr Vorteile fur die praktischedbéiihrung.

5.3.2Leberbiopsie

Einige Autoren sprechen von Biopsien, die fiur dBDIDiagnostik von herausragender
Bedeutung und fir einante mortenDiagnose unumganglich sind (Schumacher et al. ,1994
Jacobson 1999, Klingenberg 1999, Jacobson et @l.,ZBarner und Raymond 2004). Dabei
erwahnen sie stets auch die Leberbiopsie, da diecRiusskorperchen u. a. besonders héufig
in der Leber vorkommen, und sich dadurch sehr gutProbenentnahme und Beurteilung
eignet. Isaza et al. (1993) beschrieben die ulsakyefihrte perkutane Leberbiopsie und
bewerteten diese Methode als gutes und geeignetegdstikum fur samtliche, die Leber
betreffenden Krankheiten. Auch Garner und Raymo®dO4) betrachteten sowohl die

Keilbiopsie als auch die perkutane Biopsie alsdastthode zur Leberdiagnostik allgemein
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und speziell zur IBD Diagnosefindung, da dort hdgulinschliisse vorgefunden werden.
Wahrenddessen die beiden Autoren eine Biopsie \ankrieas oder Niere als zu invasive
Eingriffe ansahen.

Bei der Biopsie unter Sicht hélt sich sowohl detlizbe als auch der technische Aufwand
einigermal3en in Grenzen, welil die Tiere unter igafh meist schnell in Narkose gehen, stabil
sind und keine zusatzlichen Gerate wie z. B. eirddSkop notwendig sind. In der
vorliegenden Arbeit wurde stets eine Coeliotomigctgefuhrt, wobei Nadel- und/oder
Keilbioptate entnommen wurden. Vereinzelt wurdernr dem Eroffnen der Leibeshdhle
zusatzlich perkutane Biopsieversuche unternommaen,atder meist schlechtere Resultate
erbrachten und die gewonnenen Gewebeproben zutddang teils nicht geeignet waren.
Der Unterschied zwischen perkutaner Biopsie unch&mne unter Sicht (ob mit Biopsienadel
oder Skalpell) besteht hauptsachlich in der Erdftnder Coelomhdhle und deren Verschluss.
Dies stellt zwar einen zusatzlichen Zeitfaktor diar aber eine makroskopische Beurteilung
des Organs und eine sichere Kontrolle der u. Utretehden Blutung gewahrleistet. Die
Blutungsneigung der hier untersuchten Tiere waatirelgering. Bei den meisten blieb eine
Nachblutung fast véllig aus, was teils an der bestden Fettleber liegen kdnnte. Eine
starkere Blutung trat nur bei wenigen Tieren aufl knnnte mittels Druckausibung schnell
wieder zum Stillstand gebracht werden. Hinzu koneit der Biopsie unter Sicht, dass die
beiden grof3en Blutgefal’e der Leber (dorsale Pertalund ventrald/. cavg und deren
Verlauf sehr gut zu erkennen sind und auch kleoteerflachliche BlutgefaRe gemieden
werden kénnen. AuR3erdem kann bei einer Gewebeantale Leber besser fixiert werden,
um somit bei Bedarf etwas grofRere Lebersticke Isitgkalpell zu erhalten. Bei der
perkutanen Biopsie kann die Beweglichkeit der Leabel. hinderlich sein und dadurch in
manchen Fallen weniger Gewebe gewonnen werden. Beickiner zu diinnen Leber kénnte
es geschehen, dass durch das Organ gestofRen wiirdoomt keine Proben herausgestanzt
werden kdnnen. Unter Umstanden werden dabei nodararOrgane verletzt. Beim Einsatz
der endoskopischen Biopsieentnahme, wie es Jacols8d9) und Jacobson (2000)
erwahnten, ist die technische Ausrustung aufwemdige teurer und kann nicht bei jedem
Tier durchgefuhrt werden, da diese MalRnahme eirgtinb@te MindestgroRe des Tieres
voraussetzt (Garner und Raymond 2004). Die Schlangss dafir ebenfalls narkotisiert
werden und ein Hautschnitt ist ebenso nétig wiawesh bei einer normalen Coeliotomie der
Fall ist, auch wenn der Schnitt beim Endoskopiestwas kleiner ausfallt. In dieser
Untersuchung konnten bei 3 Schlangen die Biopsieemrin der Sektion beurteilt werden.

Dabei stellte sich eine gute Wundheilungstendenz dem Tieren heraus. Sowohl die
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Hautwunden heilten komplikationslos ab als auch Iddsionswunden in der Leber, die
jeweils reizlos vernarbt waren (Abb. 18).

Meines Erachtens ist die Schnelligkeit und Prakiilkét der perkutanen Leberbiopsie, wie
sie oft in der Literatur erwdhnt wird (Isaza et &P93, Gray 2009), nicht vollstandig
nachvollziehbar. Die Tiere missen, ob perkutan odéer Sicht, immer narkotisiert werden.
Bei beiden kommt auch der Ultraschall zum Einsaim die Leber aufzufinden. Um
beurteilbare Gewebestlicke gewinnen zu kénnensisbdeilhaft, die Leber zu fixieren, was
bei der perkutanen Methode nur bedingt praktikaielTeilweise kann es der Fall sein, dass
nur wenig Material gewonnen werden kann und somghmals bioptiert werden muss. Unter
Sicht kann bei Bedarf ein Keilstliick herausgeschmitiverden. Auch die Kontrolle einer
maoglichen Nachblutung ist bei der perkutanen Meg¢hotht ausreichend gegeben. Mit der
Coeliotomie ist zwar ein bisschen mehr Zeit einaoph, doch erscheint mir die Vorgehens-
weise wesentlich sicherer zu sein.

In der vorliegenden Arbeit wurden Nadel- und/odeilsioptate unter Sicht von insgesamt 19
Tieren enthommen, nach vorheriger sonographischestBllung und Lokalisation der Leber.
Dabei stellten sich die Keilstiicke immer als qadilt einfacher fur die Beurteilung heraus,
im Gegensatz zu den Nadelbioptaten, bei denen nzmiéi kaum geeignetes Gewebe
gewonnen werden konnte (2 von 12 Nadelbiopateniadtgh kein beurteilbares Gewebe).
Teilweise musste mit der Nadel auch mehrmals kedptiverden, um geeignetes Proben-
material zu gewinnen. Dagegen berichteten Isazal.e(1993) von guten Resultaten im
Hinblick auf die Qualitat der Proben. Aufgrund daskonnte es sich dabei auch um eine
Ubungssache im Umgang mit Biopsienadeln handelsoAsien ist das gewonnene Nadel-
bioptat meist kleiner im Vergleich zum Keilstiick,hd je kleiner das Stiick, desto schwieriger
kann es u. U. sein, Einschlisse zu finden, v. anwiese generell nur vereinzelt im Organ
vorhanden sind.

Bezuglich der Farbungsarten bei Organpraparatemrstiich mit der Aussage von Garner
und Raymond (2004) dahingehend Uberein, dass diescBusskérperchen in der
Romanowsky-Farbung leichter lbersehen werden kdndansie sich darin schlechter
anfarben lassen. Auch Jacobson (1999) und JacqB8600) bewerteten die HE-Féarbung als
vorteilhafter gegeniber der Giemsa-Farbung. Bei ErFarbung sind die eosinophilen
Einschlisse wesentlich einfacher im Gewebe zu ederjAbb. 13-15). Noch anschaulicher
erscheinen die eosinophilen Einschlusskorperchedeim sehr diinnen Kunststoffschnitten
(Abb. 16, 17). Aufgrund des insgesamt sehr blaikkeviden Gesamtbildes in der Giemsa-

Farbung kénnen die basophilen Einschlisse z. Wwesar von ihrer Umgebung differenziert
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werden (Abb. 18-20). Schumacher et al. (1994), Wakzet al. (2000) und Raymond et al.

(2001) fuhrten bei ihren Préaparaten zuséatzlich ainh PAS-Farbung durch, in der sich die
Einschliisse PAS negativ darstellten. Dies konnemvorliegenden Untersuchung ebenfalls
bei 5 positiven Boas bestatigt werden (Abb. 14, 15)

Bei einer positiven Boa (Nr. 3) wurde eine Nier@psie versucht, da Klingenberg (1999),
Blahak (2000) und Jacobson (2000) diese Methoda. tauch als geeignet fur die IBD

Diagnosefindung ansahen. Dabei wurde die Niere grapbisch dargestellt, lokalisiert und

anschlieBend bioptiert (zuerst perkutan, dann uBieht mit Biopsienadel). Es konnten

jeweils gute Proben gewonnen werden. Allerdingsluggn zwei Biopsieversuche bei

anderen Boas fehl. Aufgrund des extrem ausgepraggtkorpers war es unmaoglich, mit dem
Ultraschallgerat die Niere aufzufinden, was ansff@nd auch unter Sicht nicht gelang.
Demnach konnte sich eine Biopsie der Niere genedslischwierig erweisen, sobald der
Fettkdrper gut ausgebildet ist, und die Nierenrdaicht mehr darstellbar sind. Aber diese
vereinzelten Falle haben keine Aussagekraft furdvieiopsien im Allgemeinen. Es sollte nur
darauf aufmerksam gemacht werden, dass Nierenkipsiie sie u. a. Klingenberg (1999)

und Jacobson (2000) empfehlen, nicht generell prolds durchgefiihrt werden kdénnen. In
der Sektion der oben genannten Boa konnte die Bepsde sowohl an der Haut als auch an
der Niere beurteilt werden. Beide Wunden zeigten&k&ewebereaktionen mehr und waren
soweit gut verheilt wie es auch bei den Leberbepsier Fall war.

5.3.3Blutausstrich im Vergleich zur Leberbiopsie

In den 9 untersuchten Leberbioptaten kamen nurinaskt Einschlusskorperchen vor,
wahrend diese in den Blutausstrichen z. T. in grdd&hl zu finden waren. Das heif3t also,
dass in diesen Féllen die Ergebnisse der Blutacisstmeist weitaus eindeutiger zu bewerten
waren als die positiv beurteilten Leberbioptaterdda kann der Schluss gezogen werden,
dass bei einem positiven Blutausstrich nicht zwmgeine Biopsie durchgefihrt werden
muss und fur sich alleine vollig ausreichend seamrk Insbesondere fielen die zahlreich
vorkommenden Einschlisse zu 100% in den Lymphozgtgnwahrend in den Erythrozyten
meistens viele Einschlusskorperchen vorkamen (10 M® positiven Boas). Thrombozyten
dagegen wiesen etwas seltener Einschlusskorpeathi€f von 13 positiven Boas). Teilweise
waren die Einschlisse aber auch nur vereinzeltirmem. Auf jeden Fall stimmten jeweils
beide Resultate (Blutausstrich + Leberbiopsie) éilbennd bestatigten sich gegenseitig. Dies

gilt zumindest fur die hier untersuchten Boas. @& Pythons wiederum ist nur bedingt eine
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Aussage zu treffen, da bei den beiden positiverremienur eine Sektion, aber keine
Leberbiopsie durchfiuihrbar war. Nur eine Python wsémk vereinzelt Einschlisse in den
Erythrozyten auf, wahrend bei der anderen im Blg&ich keine Einschlisse zu finden
waren. Beide zeigten nur ein geringgradiges Vorkemran Einschlusskorperchen in den
verschiedenen Organpraparaten und damit auch inelser. Auf das maRige Vorkommen

der Einschlisse wiesen auch Schumacher (2006) end2009) hin. Mitchell (2004) vertrat

die Meinung, dass Biopsien generell eine geringesiieitat aufweisen, d. h. es sind falsch
negative Ergebnisse moéglich. Dem kann aufgrundvddiegenden Untersuchungsergebnisse
bedingt zugestimmt werden. Wie oben bereits erwdkoninten bei den Tieren mit positiv

bewertetem Blutausstrich auch in den Leberbioptatets Einschliisse gefunden werden bzw.
bei einer Python ausschlief3lich in den Sektionsaipn. Allerdings kdnnen diese sehr leicht
Ubersehen werden, sobald sie nur in ggrd. Anzatkommen. Das vereinzelte Auftreten von
Einschlissen in den untersuchten Praparaten warstées der Fall. Damit kann sich eine
Beurteilung schwierig gestalten und vielleicht rein fragliches bzw. verdachtsmalRiges
Ergebnis liefern. Unter Umstanden kann sich dadwagbh ein falsch negatives Ergebnis
herausstellen, wie es Mitchell (2004) bereits iw&gung zog. Keil (2009) empfiehlt deshalb,
verdachtige, aber negativ getestete Tiere, naclgegzinMonaten nochmals einer Nach-
kontrolle zu unterziehen, da sich wahrenddesseisciliisse entwickeln kdénnen und die
Anzahl tendenziell ansteigt und somit spater elésser gefunden werden kdnnen. Die
vorliegenden Ergebnisse sprechen weitestgehend, didés eine alleinige Beurteilung des
Blutausstriches im positiven Fall ausreichend4si. Verifizierung des Ergebnisses kann bei

unklaren Befunden durchaus eine Biopsie zusatelithommen werden (Klingenberg 1999).

5.4 Bewertung der Leukozytenzahlen

Im Frihstadium von IBD beobachteten Schumacher let(1®94), Jacobson (1999),
Schumacher (2006) und Jacobson (2007) bei infeie@chlangen besonders haufig eine
Leukozytose (> 30000-100000/ul), wahrend sich imiteven Verlauf teilweise eine
Leukopenie (< 5000/ul) entwickelte. Eine ausgemdgtukozytose (> 30000/ul) konnte in
dieser Untersuchung allerdings nicht festgesteditden. Nur wenige Tiere hatten sehr hohe
Leukozytenzahlen (héchsten bis 22000/ul bei eirasitiven Boa; bis 27500/ul bei einer
negativen Python). Allerdings bleibt hierbei auchleachten, dass bei 3 Tieren (2 positive,
eine negative Boa) die Leukozytenanzahl 24 Stumaeh der OP und in Ruhe wieder in den
Referenzbereich zurtickging. Nur eine positive Baaswweiterhin eine Leukozytose 24
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Stunderpost-opauf. Deshalb kann u. U. davon ausgegangen wedass,es sich um eine Art
Stressleukozytose handeln kénnte. Dafir sprachle das Ergebnis der Blutentnahmen bei
einer positiven Boa (Nr. 5). Bei ihr wurdera-op, post-op und 24 Stunden nach der
Leberbiopsie eine Leukozytenkontrolle durchgefibinmittelbar vor der Operation bestand
eine ggrd. Leukozytose (11750/ul). Nach dem Eihgifegen die Leukozyten weiter an
(22000/ul), blieben aber noch < 30000/ul. Ein Taghhder Biopsieentnahme lag der Wert im
Referenzbereich (7250/ul). Selbstverstandlich hes #eine Aussagekraft im Hinblick auf
das Vorkommen einer Stressleukozytose. Aber es tkomsich dadurch die Tendenz
abzeichnen, dass die Bewertung der Leukozytenzaimtr Vorbehalt vorzunehmen ist. Um
diese Hypothese verifizieren zu kénnen, musste ainer umfangreiche Studie durchgefuhrt
werden. Dagegen kamen in dieser Arbeit auch Tiere die als IBD positiv diagnostiziert
wurden, deren Leukozytenzahl aber im Referenzbedag. Dem gegenlber wiesen negativ
beurteilte Tiere z. T. eine Leukozytose auf. Ineraf ein Zusammenhang zwischen einer
Leukozytose und IBD besteht, lasst sich hier naalgsagekraftig zuordnen. Demnach zeigen
also nicht alle IBD positive Tiere eine Auffalligken der Leukozytenzahl (Leukozytose) und
kénnen durchaus auch unauffallige Werte aufweideine Leukopenie konnte in dieser

Untersuchung bei keiner Schlange nachgewiesen werde

5.5 Beurteilung der histopathologischen Befunde

Laut literarischen Angaben wurden in den meisterga®@en die pathognomonischen
intrazytoplasmatischen Einschlusskorperchen gefundso wiesen samtliche Autoren

(Schumacher et al. 1994, Carlisle-Nowak et al. 199®s et al. 1998, Wozniak et al. 2000,
Jacobson 2000, Raymond et al. 2001, Jacobson. é&x0@l, Vancraeynest et al. 2006,
Schumacher 2006, Knotek et al. 2007) die typisdBerschliisse v. a. in Leber, Pankreas,
Niere, Milz, Oesophagus sowie oesophageale TonsilMagen, Darm, Lunge, Gehirn,

Ruckenmark, aber auch in Herz, Muskulatur, Schilddr Gallenblase und Thymus nach.
Diese Befunde decken sich weitestgehend mit deelaigsen der hier vorliegenden Arbeit.
Mit Ausnahme von Thymus, Herz und Gallenblase kemnnh den meisten untersuchten
Organen besagte Einschlisse gefunden werden. Rapen die Organe nicht immer gleich
betroffen. Besonders haufig (6-7 Tiere) kamen Hiligse bei den hier untersuchten
15 positiven Tieren in der Leber, im Pankreas, &liend Darm vor. Mittelgradig (3-5 Tier)

waren die Milz, Lunge, Oesophagus, Magen und Tiadbetroffen. Vereinzelt (1-2 Tiere)

traten Einschlusskorperchen in der Schilddrise,kliasur, Gehirn und im Hoden auf. Das
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Vorkommen der Einschlisse variierte ebenfalls séwolder Anzahl als auch in der GréR3e
von Fall zu Fall. Dies beschrieben auch Schumaeheal. (1994), Jacobson (2000) und
Jacobson et al. (2001). Die hier untersuchten Meesen z. T. in den verschiedenen Organen
nur ein vereinzeltes Auftreten an Einschlissen (agber, Pankreas, Milz, Niere, Lunge,
Darm, Muskulatur). Dagegen kam in anderen Organesdewum eine grol3e Menge an
Einschlusskérperchen vor (Pankreas, Milz, Nierdhil8drise, Lunge, Oesophagus, Magen,
Darm, Gehirn, Trachea und Hoden). Speziell bei iderRahmen der Dissertation unter-
suchten Leber fiel auf, dass die Einschliisse andl Leberbioptaten nur vereinzelt zu finden
waren, wahrend in den 7 LebersektionspraparaterBdas bis auf eine Ausnahme deutlich
Einschliisse vorkamen. Bei den beiden Pythons hemgdégnnten in den Gewebeschnitten
generell nur vereinzelt Einschlisse gefunden werdardiesem Schluss kamen auch Garner
und Raymond (2004) und Schumacher (2006), die denivhg vertraten, dass IBD bei
Pythons eher Ubersehen werden kann, da bei ihreftidschlisse seltener auftreten. Im
Vergleich dazu waren bei den Boas meist zahlrelihechlusskorperchen vorhanden. Auch
bei den hier untersuchten Boas trifft dies weitelsend zu.

Die hier gefundenen Einschlisse hatten einen Dugsker bis Uber 6 um (Abb. 8-17). Diese
GrolRenordnung wird auch in den meisten Literatuchégn angegeben. Schumacher et al.
(1994) entdeckten Einschlusskérper in den versehied Organen, deren Durchmesser 1-4
um betrugen. Raymond et al. (2001) fanden Einssktirperchen, welche einen Durch-
messer von bis zu 5 um aufwiesen. Carlisle-Nowak.€t1998) sahen Einschlisse mit einem
Durchmesser von 2-10 um. Vancraeynest et al. (28@83hnten sogar Einschlisse, die einen
Durchmesser bis zu 20 pm aufwiesen. EpithelzellérEmschlusskorperchen zeigten dabei
keinerlei entziindliche Gewebereaktion. DasselbeHreben auch Schumacher et al. (1994),
Carlisle-Nowak et al. (1998) und Oros et al. (1998)cobson et al. (2001) stellten in ihren
Untersuchungen auch eher seltener Entziindungsseaktifest. Entztindungszellen konnten
nur z. T. in der vorliegenden Untersuchung beolsakérden (6 positive ohne Heterophile; 9
positive teils mit Heterophilen). Allerdings kamsereist nur milde Entziindungsreaktionen in
den betroffenen Organen vor. Dies beschrieben @uok et al. (1998) in ihrem Bericht. Teils
wiesen die Organe dabei auch keine Einschlissezasgétzlich berichteten mehrere Autoren
von Zellen mit Einschlusskorperchen, die eine Véikigrung des Zytoplasmas aufwiesen,
ebenso wie eine Degeneration des Zellkerns (Schusnaet al. 1994, Oros et al. 1998,
Wozniak et al. 2000, Raymond et al. 2001, Vancraslyet al. 2006). Diese Befunde zeigten
sich auch bei einigen hier untersuchten Tierend$§itipe, eine negative Boa; 4 negative, 2

positive Pythons). Bei positiven Pythons wird in rdeliteratur auch von
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lymphoplasmazellularen Infiltraten im Gehirn gesgpren (Schumacher et al. 1994, Carlisle-
Nowak et al. 1998). Solche Infiltrate wurden bendeeiden hier untersuchten Pythons
ebenfalls gefunden.

Insgesamt konnten hier sowohl makroskopisch alsh abistologisch keine pathogno-
monischen Befunde festgestellt werden, die siche gapezifisch IBD zuordnen lieRen. In
dieser vorliegenden Untersuchung fiel besonderfidhéine hepatische Lipidose bei 20 Tiere
(13 positiv, 7 negative Schlangen) auf. Dies bebteien auch Schumacher et al. (1994) und
Jacobson et al. (2001) in ihren Studien. Dabeibbleffen, ob die Fettleber eher alimentér
bedingt war oder aber mit der Erkrankung in Zusamimeag steht, da diese bei 13 von 15
positiven Schlangen, v. a. Boas, vorlag. Durchbdistehende Fettleber wurde das Auffinden
der Einschlisse meist erschwert, da teilweise kaogh intakte Hepatozyten im Préparat
vorkamen bzw. das Lebergewebe von den Fettvakwaetrangt wurde. Bei einigen der hier
durchgefuhrten Sektionen fiel ein Aszites bei 5 8a@af (4 positive). Schumacher et al.
(1994), Carlisle-Nowak et al. (1998) und Vancraeyret al. (2006) stellten bei einigen ihrer
Schlangen ebenfalls ein Hydroperitoneum fest. Auzh einer Milz- und Pankreasatrophie,
v. a. bei Boas, wird in der Literatur berichtetli8macher et al. 1994). Dies wurde bei 6 bzw.
2 positiven Boas vorgefunden. Entzindliche Veramadgen in der Lunge, welche auf eine
Pneumonie hindeuteten, konnten bei 7 positiven é@gjadn festgestellt werden. Auch 2
negative Tiere hatten diesen Befund. Dies wurdenfalle in der Literatur von einigen
Autoren erwéahnt (Schumacher et al. 1994, Oros. 619818, Klingenberg 1999, Jacobson et al.
2001, Raymond et al. 2001). Schumacher et al. ([19@4lten in Milz, Pankreas und Thymus
fibrotische Veranderungen fest. Bei 4 positiven 8d&@nnte eine Leberfibrose gefunden
werden, wahrend 3 positive noch zusatzlich in aslédrganen eine Fibrose aufwiesen.
Nephrotische Aufféalligkeiten (weil3e Kndtchen) kantei 5 positiven Schlangen vor. Nieren-
veranderungen wurden auch von Schumacher et a@4)19nd Raymond et al. (2001)
beschrieben. In den verkasten Follikeln einer Bamnken Salmonellen nachgewiesen
werden. Auch Homer (1999) berichtete von einem $abtlenbefund bei einem IBD
positiven Tier.

Inwieweit die beschriebenen Befunde tatsachlichziigpeh fir IBD sein sollen, bleibt
fraglich.

Des weiteren wurden noch einige zuséatzliche hishmpagischen Befunde in der Literatur
beschrieben (z. B. Nekrosen, Depletion der Milzlywogpyten), auf die hier nicht weiter
eingegangen wird, da sie fur diese Arbeit nichewaht sind und auch nicht weiter beobachtet

werden konnten.
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5.6 Beuteilung der elektronenmikroskopischen
Untersuchung

Die Beobachtungen dieser Untersuchung im Elektnomi@oskop decken sich mit den
Befunden von Schumacher et al. (1994) und Jacol{8899). Die in der Literatur
beschriebenen Einschlisse konnten auch in diedeitAn den positiven Praparaten (Leber,
Pankreas, Milz, Niere) gefunden werden (Abb. 19-Zthumacher et al. (1994) beschrieben
sie als elektronendichte, intrazytoplasmatischesétiliisse, welche v. a. in der Leber, im
Pankreas, in der Niere, im Gehirn und Rickenmaflkrgien werden konnten. Sie besal3en
keine umgebende Membran. Auch Jacobson (2000) reamndass sich die Einschluss-
korperchen aus kleinen, elektronendichten Untemgiaeh zusammensetzten. Dabei kénnte es
sich um Ablagerungsmaterial in infizierten Zell@névirales Material bzw. Virionen oder um
einen zytophathogenen Effekt, verursacht durch\dass, handeln (Wozniak et al. 2000,
Jacobson et al. 2001). Schumacher et al. (1994 Ferien ebenfalls kleine Strukturen in der
Peripherie der Einschliisse. Diese konnten zur @&emung der Einschlusskérperchen
beitragen (Anlagerungsformen). Das lasst sich zautch auf Bildern aus der vorliegenden
Untersuchung erkennen (Abb. 23, 27). Der Durchmedse Einschliisse betrug ca. 1-4 um.
Auch dies liel3 sich in der vorliegenden Arbeit Bégen. Wozniak et al. (2000) erwahnten
sogar Durchmesser bis zu 6 um. In ihrer Studie dedieten sie auch, dass wahrend des
Krankheitsverlaufes sowohl die Anzahl als auch @Gi®Re der Einschlisse zunahm. Sie
bezeichneten die Einschlusskdrperchen als intrpiggmatische Ansammlungen eines IBD
virusassoziierten Proteins. Auch konnten in derli@genden Untersuchung zum Tell
hexagonale Virusstrukturen in den Vakuolen inndrh@ér Einschliisse gefunden werden
(Abb. 25, 27), die vermuten lassen, dass es siftgrund der Morphologie um retrovirale
Virionen handelt (Schumacher et al. 1994, Jacobsbral. 2001). In den untersuchten
Praparaten stellen sich die Einschlisse in denlyiighozyten besonders eindrucksvoll dar
und lassen z. T. erkennen, wie sie den Zellkerdraoken (Abb. 22, 23). Dadurch kénnten
u. U. auch Parallelen zu den Einschlissen in dekul@renden Lymphozyten gezogen
werden, bei denen teilweise auch die verformterikéaie auffallen und das Zytoplasma
grof3tenteils verdrangt wird.

In den Toluidinblau gefarbten Semidinnschnitten é&amdie basophilen Einschlisse
besonders gut zur Geltung. Ihr Erscheinungsbil8 kereits im Lichtmikroskop die z. T.
vorhandenen Vakuolen in den Einschlusskérperchekeneen, welche ebenso im
Elektronenmikroskop zu sehen waren. Leider isttstellung solcher Schnitte zu aufwendig
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und eignet sich nicht zur Routinediagnostik, au@mmvsich die Einschlusskdrperchen hierin

besonders eindrucksvoll darstellen.

Aus den in dieser Arbeit erhaltenen Befunde karmtlieh die Schlussfolgerung gezogen
werden, dass ein Blutausstrich allein fur die Daggstellung von IBD im positiven Fall
durchaus ausreichend ist. Somit ist eine Leber@apsht zwingend notwendig. Es sei denn,
bei der Beurteilung des Blutausstriches ist kegrddl Befund zu erheben. Dann kann eine
Leberbiopsie als nachster Schritt zur Diagnosefigddurchaus hilfreich sein.

Aufgrund der unspezifischen Symptomatik bei IBDItsol bei samtlichen, in der Praxis
vorgestellten Boiden, ein mit DiffQuik gefarbter udhusstrich als Routinediagnostik
durchgefuhrt bzw. untersucht werden. Durch den ngem Arbeitsaufwand in der
Anfertigung, Farbung und Beurteilung der Blutausk# ist dies heutzutage in den meisten

Praxen durchaus maoglich.
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6 Zusammenfassung

Die Idee zu dieser Dissertation war, ein praktikahind moglichst aussagekraftiges Diagnos-
tikum flr den Praxisalltag zu erhalten, um die Eimgsskdrperchenerkrankung (,Inclusion
body disease”, IBD) diagnostizieren zu kdnnen. Rend& pathognomonischen Symptome
vorliegen und die unterschiedlich ausgepréagte Sgmatik nur einen Hinweis auf IBD
liefert, sollte es eine schnell durchfihrbare Metogeben, mit der einem klinischen
Verdacht umgehend nachgegangen werden kann.

Dafur wurden in dieser vorliegenden Arbeit jewadla Blutausstrich und eine Leberbiopsie
von 26 Riesenschlangen (17 Boas und 9 Pythons) mewmound im Hinblick auf das
Vorkommen der typischen Einschlusskérperchen hdogisezh, histologisch und
elektronenmikroskopisch untersucht und verglicHem.Anschluss daran konnten die Tiere
entsprechend in IBD positiv oder negativ eingetedrden. Durch die Untersuchung stellte
sich bei den positiven Tieren heraus, dass eiraB&gtrich im positiven Fall durchaus fir die
Diagnosestellung ausreichend ist. Dabei sollte dagenmerk hauptsachlich auf das
Vorhandensein der Einschliisse in den Lymphozyteiclget werden, da diese stets zu finden
waren. Aber auch in Erythrozyten und Thrombozytemriten Einschlisse nachgewiesen
werden, teilweise nur in geringer Menge und in tsdieiedlicher Verteilung innerhalb der
jeweiligen Blutzellen. Sobald ein unklares Ergebnmrliegt, sollte weiterfiihrend eine
Leberbiopsie zur Verifizierung in Erwagung gezogegrden. Meist konnten nur vereinzelt
Einschlusskorperchen in den Hepatozyten gefundedeme Falls dadurch das Leberbioptat
immer noch nicht eindeutig zu beurteilen ist, waehpfohlen, das fragliche Tier nach drei
oder vier Monaten nochmals nachzutesten.

Mit dem Blutausstrich ist der erste Schritt zur gdiasefindung in der Praxis gegeben, der
einen kaum invasiven und relativ schnell durchfanelm Eingriff darstellt. Eine
Blutentnahme ist aul3erdem selbst bei Hausbesuchea grofien Aufwand praktikabel.
Vielleicht sind die Besitzer dadurch auch eher ibetier Tier vorsorglich auf IBD testen zu
lassen.

In der vorliegenden Arbeit kam IBD v. a. bei Boas,wahrend mit Ausnahme der Spezies
Python regius (Konigspython) keine weiteren positiven Pythonidgefunden werden

konnten.
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7/ Summary

Inclusion body disease (IBD) - A comparison of blab smear and liver

biopsy with regard to its diagnostic value

The idea for this dissertation was to receive atmable diagnostic test as significant as
possible in order to diagnose the “Inclusion bodsedse” (IBD) for the daily practice.
Because there are no pathognomonic symptoms andnthigple distinct symptomatic
delivers only an indication of the disease thereukh be a rapid practicable method to
investigate the clinical suspicion immediately.

In the present thesis a blood smear and a livgrsyidrom 26 boid snakes (17 boas and 9
pythons) were sampled and investigated haematallbgic histological and electron
microscopically on the occurrence of the typicalliision bodies. Subsequently the animals
could be appropriate divided into IBD positively wegatively. During the investigation it
turned out with the positive animals that a blooeear is absolutely sufficient in the positive
case for the diagnosis of IBD. Besides the attensbould be directed mainly on the
occurrence of the inclusion bodies inside the lyogytes, because these were always found.
However, inclusions could also be partially detdateerythrocytes and thrombocytes, but in
minor quantity and in different distribution withithe respective blood cells. Whenever a
result is uncertain, a liver biopsy should be talketo consideration for continuing the
verification. Mostly only a few inclusion bodiesuwd be found within hepatocytes therefore
it is recommended to sample the suspected aninaai affer three or four months.

With the blood smear the first step is reachediagribse IBD in practice, and it is a hardly
invasive and rather quickly realizable interventiém addition, taking off blood samples is
practicable even during house visits without highiestments. It is even possible that the
owners are thereby also rather ready to allowrtggtieir animal preventive for IBD.

The investigation in the present thesis demonsiithi@t IBD seemes to be a common disease
of boas, whereas only the spegmghon regiugball python) from the Pythonidae could be

found as positive for IBD.
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