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I. Einleitung

| Ei nl ei tung

Die respiratorische und die olfaktorische Schleimhaut der Nasenhdhlen von Végeln
und die damit assoziiertddriisen im Kopfbereich, und zwdre Nasendriise, die
Tranendriuse und die Hardersche DriGé&andula membranae nictitanfisind
Bestandteile des luftleitenden Systems des oberen Respirationstraktes. In den mit
respiratorischer Schleimhaut ausgekleideteritleitenden Wegen wird die
eingeatmete Luft angewarmt, angefeuchted von groben Schmutzpartikeln
befreit. In diesem Bereich ist auch das Riechorgan lokalisiert, das durch
olfaktorische Schleimhaut gekennzeichnet ist. Die Schleimhaute und
Drisenkommendirekt und als erste mit der eingeatmeten Luft in Kontakt, stellen
also in vielen Fallen eine wichtige Barriere fur negative Umwelteinflisse dar,
bilden aber auch eine bedeutende Eintrittspforte fiir Infektionserreger. Diese

Strukturenspielen daher bei dénfektabwehreine wichtige Rolle.

Auch wenn bei Vogeln von Technatste systematische Studien zur Nasendrise
bereits im Jahr 1936 publiziert wurdend erste Studien zur Tranendriise von
Vogelnschon in den 1960er und 1970er Jahren erschienen (Brathég;
Schwarzeet al., 1972 Aitken & Survashe, 1977), ist die histologische Struktur der
respiratorischen und olfaktorischen Schleimhaut der Nasenhdhlen von Végeln und
der Nasendriise, der Tranendruse und der Harderschen Driise bei Papageienvigel

im physidogischen Zustand bis auf wenige Ausnahmen noch véllig unbekannt.

Bislang ebenfalls nicht untersucht wurde, ob Bornaviren, die Erreger einer
bedeutenden  Erkrankung der Papageienvigel, der Neuropathischen
DrisenmagendilatatiorP¢oventricular Dilatation BieasePDD), diese Gewebe
infizieren, wie es bereits flr das Borna Disease Virus bei Saugetieren hachgewiesen
wurde. Die PDD ist durch das Auftreten gastrointestindgmptome und
zentralnervoser Ausfallerscheinungen gekennzeichnet. Viele Aspekte der
Patlogenese und der Infektionggitragung sind aber auch rund zelahre nach

der Entdeckung der Bornaviren als Erreger der PDD noch unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher zunadchst bei Végeln der zoologischen
Ordnung Psittaciformes die physiologh® Histologie der respiratorischen und

olfaktorischen Schleimhaut der Nasenhdhlen und der assoziierten Drisen im
1
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Kopfbereich, und zwar der Nasendruse, Tranendrise und Harderschenb@ruse
einem moglichstbreiten Spektrum von Vogelspeziégschrieben werden und
anschlieBend bei natirlich infizierten Papageienvogetarsucht werden, ob in
diesen GewebeBornavirusAntigen mittels Immunhistochemreachweisbar ist.
Zudem sollte untersucht wed, obbei den infizierten Vodgeln dort

histopatiwlogische Veranderungen auftreten
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2.1 Oberer Respirationstrakt und assoziierte Drisen

Der Atmungsapparat des Vogels diente bei anderen Wirbeltieren auch, primar
dem Zweck der Aufnahme von Sauerstoff aus der Aul3enwelt irKdgrer, um

den aeroben zellularen Stoffwechsel zu erhalten und das Kohlendioxid, das Produkt
der inneren Zellatmung, an die Luft auszuscheidggb{ch & Zengerling, 2010).

Der Respirationstrakt besteht aus zwei funktionell und strukturell unterschiedliche
Abschnitten, dem luftleitenden und dem respiratorischen Sy&amluftleitende
System wird beim Vogel von ddlasenhéhleCavum nasidemKehlkopf, Larynx

der Luftrohre, Trachea und demvogelspezifischen StimmkopfSyrin am
Ubergang zwischen Trach&nd den beiden Hauptbronchien gebildet (Kéig.,

2016. Eine Besonderheit der Vogel sind die Luftsacke. Es lassen sich, je nach
Vogelart verschieden, maximal acht unterschiedliche Luftsdcke unterscheiden
(Halsluftsack, Saccus cervicalijs SchlisselbeinluftsackSaccus clavicularis
paariger vorderer LuftsackSaccus thoracicus -cranialispaariger hinterer
Brustluftsack, Saccus thoracicus caudglispaariger BauchluftsackSaccus
abdominali3, die blasebalgahnlich an die Lunge angeschlgssimer Umgebung
verwachsen sind und teilweise Knochen pneumatis{@elmerhaus & Sinowatz,
2004; Koniget al,, 20189.

Das respiratorische System der Végel umfasst dabei die batlenenkonstanten
Lungen,Pumo dexterund Pulmo sinster (Vollmerhaus& Sinowatz, 2004; Kénig

et al, 2016, mit dem Bronchialsystem, bestehend aus HauptbroncBremchi
primarii; SekundarbronchierBronchi secundarji ParabronchienParabronchj

und Luftkapillaren,PneumocapillaregKonig et al, 201§. Die Bauchluftséack

sind an das Endder Hauptbronchien angeschlossen, die restlichen Luftsacke
stehen mit Sekundarbronchien in VerbindumMpllmerhaus & Sinowatz, 2004;
Konig et al., 2016.

Der obere Respirationstriakst ein Teil des Atmungsapparates und dient als
luftleitender Wegin welchemdas eir und ausgeatmete Gasgemisch transportiert

wird (Liebich & Zengerling, 2010 In der Nase bzw. dem Schnabel widike
3
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eingeatmete Luft angewatmnd angefeuchtehier wedengrobe Schmutzpartikel
gefiltert undzusatzlich sitzt auch d&rganum olfactusnit der Riechschleimhaut
in diesem AreaVollmerhaus & Sinowatz, 2004; Liebich & Zengerling, 201Die
in diesem System vorhandene respiratorische Schleimhaut laistatmen mit
der Schleimhaut der Schnabéhle und des Rachee@en wichtigen Beitrag zur
TemperaturregulationNurzinger, 2005)

Zum oberen Regsrationstrakt gehdreder Schnabehit denNasenlochernnd den
Nasenhohle, sowieder RachenDie beiden Nasenhthle@ava nasi sind durch

die Knochenspangen der umgebend@ssa facieibegrenzt(Vollmerhaus &
Sinowatz, 2004) Das Septum nasidie Nasenscheidewand, ist kndchern oder
knorpelig und trennt die beiden Nasenhodhlen voneinandeilinferhaus &
Sinowatz, 2004K0onig et al, 201§. Ganse und Enten haben Beptum nasgin
getreidekorngrof3es Loch, in der Hohe der Nasenl6cher gelegen, daher haben sie
Nares perviae Anderen Vogeln fehlt diese Offnung, sie haldares imperviae
(Vollmerhaus &Sinowatz, 2004Konig et al, 2016. Die knéchernen Eingange in

die Nasenhohle werden durch Weichteile zu spaltformigen Nasenlodtees
verengt YVollmerhaus & Sinowatz, 2004 Als Schutzvorrichtungen sind je nach
Vogelart Borstenfedern, Hautfalten od®eckplatten, Opercula vorhanden
(Vollmerhaus & Sinowatz, 2004&K0dnig et al, 2016. Bei Tauben wird die obere
Knorpelplatte von einem als Schild bezeichneten Hautwulst bedeckt, bei Gansen
und Enta ist die Knorpelplatte Uber deMaseneingang auf der Aefiflache von

einer Wachshaut bedeckfdlimerhaus & Sinowatz, 2004Es gibt bei diversen
Vogelarten zahlreiche Spezialausformungen der Nasenlécher: Kiwis haben als
nachtaktive Laufvogel ein gutes Riechvermdgen und ihre Nasenlocher sitzen an der
Schnabelspitze. Bei Sturmvégeln sind die Nasenlocher zu rohrenartigen Gebilden
umgestaltet, bei Fischfressern sind sie sehr eng. Bei den Tdlpeln als StofRtaucher
sind die Nasenlocher vollig verwachsen, diese Vogel sind auf Mundatmung
angewiesen Eine weitee Sonderform bildedlas sogenannte ANaser
Falkenvogel, eine funktionelle Anpassung zur Vermeidung eines zu hohen
Druckaufbaus im oberen Atemwegsbereich bei hohen Fluggeschwindigkeiten, wie

z. B. im Stol3 beim Jagdflug. Durch das Einragen in dieeh&$hle bewirkt das
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Nasenkorn eine Luftverwirbelung, welche als Schutzvorrichtung fungiert
(Vollmerhaus & Sinowatz, 200&0nig et al,, 201§.

Vogel besitzerewei bisdrei NasenmuscheliGonchae nasalisbei den Hiuhnern

gibt es zusatzlich noch dimellaverticalis naris die von der unteren knorpeligen
Nasenlochbegrenzung als dorsal offene, conchenéahnliche Falte in den Nasenvorhof
hinein ragt Yollmerhaus & Sinowatz2004. Die Nasenmuscheln liegeei
Végeln hintereinander und nicht wie bei Saugetieren Ubereinander gestapelt, daher
werden sie alsConcha nasalis rostralis, mediaind caudalis bezeichnet
(Vollmerhaus & Sinowatz, 2004&06nig et al, 201§. Die Concha nasalis rostralis
entspringt der Lizralwand des Nasenvorhofs, sie stellt einen im Querschnitt C
férmigen Konus dar, wobei die Spitze rostral gerichtet ist. Diese Knorpellamelle
wird von kutaner Schleimhaut bedeckbdufehlt manchen Vogelarten (z.. B
Tdlpeln) (Volimerhaus & Sinowatz, 2004Die Concha nasalis mediat die grof3te

der drei Nasenmuscheln, sie ist schneckenhausférmig nach ventral eingerollt. Beim
Haushuhn werden 1,5 Windungen beschrieben, beim Wassergefligel 2 bis 2,5
Windungen und bei der Taube kann nur eine ventral gerichtateslle ohne
Einrollung dargestellt werden V¢llmerhaus & Sinowatz, 2004 Diese
Knorpellamelle ist mit respiratorischer Schleimhaut Uberzog§@iinierhaus &
Sinowatz, 2004 Die Concha nasalis kaudalist bei den Hausvogelarten kleiner

als die mittlere Nasenmuschel, Tauben und Taggreifvogeln fehi cilenerhaus

& Sinowatz, 2004. Sie basiert auf deidasengrund und der Lateralwand und bildet
eine rostral gerichtete, geschlossene Knorpelbl&&dinfjerhaus & Sinowatz,
2004). Beim Huhn ist sie halbkugelformig, bei Gans und Ente unregelmalig
geformt (Vollmerhaus & Sinowatz, 2004). Diese Nasenmuschel tragt auf ihrer
nasalen Oberflache die olfaktorische Schleimhaut und mindet mit ihrem
kaudolateral gelegene Zugang in denSinus infraorbitalis (Vollmerhaus &
Sinowatz, 2004).

Die ausgebildeten Nasengandéeatus nasisind homolog zu den S&ugetieren
(Vollmerhaus & Sinowatz, 2004). Am weitlumigsten ist der Nasengang im Bereich
vor und unter de€oncha nasalisnedig in diesem Bereich endet auch @erctus

nasolacrimalis der das Sekret der Tranendriise ableitet (Vollmerhaus & Sinowatz,
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2004 Konig et al, 2016. Verstecktim Nasengrund unter der mittleren
Nasenmuschel liegt diépertura sinus infraorbitalis Beim Vogel sind die
Schadelknochen pneumatisiert, ihre kleinen Divertikel stehen zumeist mit den
Nasengangen, aber auch mit der Paukenhdhle in Verbinddmlgmérhaus &
Sinowatz, 2004). Aus der Nasenhohle gelangt die Atemluft Gber die beidseitigen
Ausgénge, & vonVomerund Septum nasgetrennt sind, in einen gemeinsamen
vom Gaumenbein flankiesh Raum undlanndurch die weitdPars caudalisder
Choana wahrend die spaltférmig endgars rostralisder Choanensp& bei der
Atmung durch die Zunge verschlossen werden kdfollmerhaus & Sinowatz,
2004).

Der Sinus infraorbitalisder Végel darf nicht mit den8inus maxillarisder
Saugetiere verglichen werden (Vollmerhaus & Sinowatz, pODér Zugang
erfolgt Uber diApertura sinus infraorbitalison der Nasenhdhle aus, doch nur sein
schnabelwarts gerichteter kleiner Anteil schiebt sich zwische@slasaxillareund
dasOs nasaleein. Der gol3ere Anteil erstreckt sicals hautiger Sack unter den
Augapfel und kann bei t@ren Tieren auch auf dessen Kaudalflache gelangen
(Vollmerhaus & Sinowatz, 200&K6niget al, 2016. Bei der Gattund\raist dieses
paranasale Sinussystem stark gegliedert, es gibt am Kopf mehrere Buchten, die sich
nahe dedDs zygomaticunvor, hinter und ventral des Auges sowie medial der
Mandibulaund bis weit in die iefen des Habereichs ausdehnefiKonig et al,
2016.

2.1.1 Respiratorische Schleimhaut

Die Regio respiratorianimmt den grof3ten Teil der Nasenhohle ein und ist mit
respiratorischem Epithel bedeckiasdurch ein mehrstufiges, hochprismatisches
Flimmerepithel mit Becherzellen gebildet wirddllmerhaus & Sinowatz, 2004;
Weyrauchet al, 2009;Hoffmann 2010). Sidedeckt Nasenuscheln, Nasengéange

und die Nasenscheidewand, auf3erdem die laterale Flache des Vomeronasalorgans
bei Saugern. Ihre Auskleidung, die Nasenschleimhaut, wirBaas respiratoria

bezeichneund folgt nach dePars cutaneadie den Nasenvorraurvestibulum

6
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nasi einschlie3t(Vollmerhaus & Sinowatz, 20044offmann 201Q. In diesem
ersten luftleitenden Abschnitt des Atmungsapparatesleohasenhohle bis in die
Bronchiolen (ausgenommen Pharynx und Larynx) wird die Atemluft gefiltert,
temperiertund befeuchtet (ollmerhaus & Sinowatz, 2004tHoffmann, 2010;
Liebich& Zengerling 201Q. Die Pars olfactoriaumfassnur einen kleinen Bereich

im hinteren Teil der Nasenhothle, auf dem das Sinnesepithe(\éttitnerhaus &
Sinowatz, 2004Liebich & Zengeling, 2010.

Auf dem Weg von aufRen durchstrome dliuft zunachst debbergangsbereictier

Pars cutaneabis sie in dieRegio respiratoriagelangt.Im Vestibulum nashinter

den Nasenldchern idabeizunéchst ein mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel
zu finden. Darin enthalten sind auch Talgnd Schwei3driisen sowieeim
SaugetieVibrissae(Wurzinger 2005; Sinowat& Hees 2012. Haufig ist dieser
Bereich pigmentiert, das untergelagerte Bindeg@mdetamina propria mucosae

ist derbelastisch und steht tber lamellar geschichtete Faszien der Muskulatur bzw.
der Knorpelhaut in enger Verbindungdbich & Zengerling 2010). Es folgt ein
schmaler Streifen mit mehrschichtigem, hochprismatisctgpithel, das den
Ubergang ins respirat@ghe Epithel darstellt (Wurzinge2005; Weyrauctet al,
2009; Sinowat#& Hees 2012).

Laut Sinowatz& Hees(2012) betragt die Hohe degspiratorischerschleimhaut
beim Menscknzwischen 0,5nm und 3mm, bei Tiera lassen sich keine absoluten

Zahlen finden.

Auch die Nasenebenhothlen sind mitespiratorischer Schleinabt ausgekleidet
allerdings finden sich dort wergg Driisen und Becherzellen, éienenplexus
fehlt, das Epithel weist eingeringereDicke undEpithelh6heaufundhateine feste
Verbindung mit dem PeriosiNurzinget 2005; Sinowat& Hees 2012).

Im unteren Nasengang miindet der Tranennasenkanal, er wird ausgekleidet von

zweireihigem, prism&chenEpithel (Sinowatz&: Hees 2012).

Das respiratorische Epithel dient nichtemt Gasaustausch, sondewder
Anfeuchtung und Reinigung der Atemluft von grolftartikeln Dabei bildees die
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Lamina epithelialisder Tunica mucosadarunter liegtdie Lamina propriader
Schleimhau{Wurzinger 2005.

Im respiratorischen Epithel finden sich viele Becherzellen und mehrzellige,
endoepihbeliale SchleimdrusenS{nowatz & Rodler, 2011; Sinowat& Hees
2012). Die Becherzellen sindie zweithaufigsten Zetlypen im espiratorischen
Epithel. Apikal enthalten siVesikel, deren polysaccharidhaltiges Sekret bedeu

zur Schleimtapete auf der Schleimhdagdlache beitragt. In dem als Nassfilter
fungierenden Schleim setzen sich gasférmige Bestandteile der AteStidite

und Mikroben ab \(urzinger 2009. Die kortinuierliche Basalmembran ist
deutlich zu sehefAughey & Frye, 2001; Sinowatz& Hees 2012).Wurzinger
(2005) bezeichnetalie Basalmembran als auffalledick (mehrere Mikrometgy
nannte aber keine absoluten Zahlerzudem stehen alle Zellemit der
Basamembran in Kontakt. \&il aber nicht alle die Oberflache erreichen, sind
Kerne in unterschdlicher Hohe zu findefWurzinger 2005; Sinowatz & Rodler,
2011). Die Basalzellen sind undifferenzierte, rundli@iammzellen. Sie erreichen
nicht die Oberflache des Epithels, teilen sich aber oft und differenzieren sich zu
anderen Zellen des m@satorischen Epithels (Wurzinge2005). Es treten keine
Bindegewebspapillen auf, aber es lassen sich kollagene und fibrése Fasern
darstellen (Aughe Frye, 2001; Sinowat& Hees 2019.

Die Epithelzellen werden von sé&ulenférmigen Flimmerzellen mit Kinozilien
gebildet, diese schlagen bei Flimmerbewegungen in RichtDhgane und
transportieren somi¥aterialin den SchlundAughey& Frye, 2001;Wurzinger

2005; Liebich& Zengerling 2010; Sinowatz & Rodler, 2011; SinowdizHees

2012). Dieses Zusammenspiel aus nasal und rachenwaérts schlagenden Kinozilien
und dem Schleim der Becherzellen wird als kMziliarstrom bezeichnet
(Hoffmann 2010).

Die Mikrovilli tragende Burstenzellen sind hochprismatisch und bilden eine
heterogene Zellpopulation. An der Basis konnen sie Kontakt zu afferenten
Nervenendigungen haben und somit Sinneszellen fir Niesbei Sdugern auch
Hustenreflex darstellen. Manche sind auch Vodéaufir Becherzellen oder
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zilientragende Zéén und ersetzen dies@/(irzinger 2005; Liebich& Zengerling
2010).

Die Lamina propria besteht aus sehr zellreichem, lockerem, retikularem,
subejthelialen Bindgewebe {urzinger 2005; Sinowat& Hees 2012). Es sind
Fibroblasten, Lymphfollikel und viele freie Zellen, vor allem Lymphozyten,
Makrophagen, Granulozyten und Plaseiben zu beobachten (Wurzinge&005;
Liebich & Zengerling 2010; SinowatZ Hees 2012. An mehrere Stellen sind
Geflechte mit weitlumigen Venen zu erkennen, sie dienen als Schwellkérper. In der
muskelstarken Wand stellt das Kapillarnetz die Vorwarmung der Atemluft sicher.
Alle Gefal3e sind in der Durchblutung stark variabel utwnen reguért werden
(Wurzinger 2005; Sinowatz& Hees 2012). Durch ein Anschwellen der
weitlumigen Drosselvenen und arteriovendse Anastomosen kann durch eine
Einengung des Lumens eine Regulatia@r duftstromung erfolgen (Hoffmann
2010). AlsGlandulae nasalesverden die verzweigten tubuloazinbseserosen,
mukoésen und seromukésen Drisen bezeichnet, die untearéra proprialiegen

und durch das Epithel mit kurzen Ausfiihrungsgangen ins Lumen sezernieren
(Aughey & Frye, 2001;Wurzinger 2005;Hoffmann 2010;Sinowatz & Rodler,
2011; Sinowatz Hees 2012). Hoffmann(2010) beschreibdort auch zusatath

lymphatisches Gewebe.

2.1.2 Ofaktorische Schleimhaut

Das RiechorgarQrganum olfactuswird gebildet von deRegio olfactoria tunicae
mucosae nagikaudaler pigmentierter Nasengrund), d®&mganum vomeronasale
(Jacobson Organ) soweit vorhandemnd den kaudalen Anteilen der
Siebbeinmuscheln. Diese sind mit olfaktorischem Epithel bedeckt. Charakteristisch
ist das Fehlen ein&&enenplexus (Seeger, 201Die Regio olfactoriast lokalisiert

an der Oberflache der Ethmoturbinalia, der dorsalen Endoturbinalia und an Teilen
des hinteren Nasenseptunvggyrauchet al, 2009; Liebich, 2010). Diese Region
wird bei normaler Atmung nicht umstrémt sondern nurdevusstem Schniiffeln

durch Luftverwirbelungen erreich(Wurzinger 2005). Die Ausdehnung der
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Riechschleimhaut zeigt starke tierartliche Unterschiede (Weyraueh, 2009;
Sinowatz & Rodler2011). Beim Menschen beschreilfgimowatz& Hees(2012)
eineFlache von 500nm2 und mit 6Qum eineim Vergleich zum respiratorischen
Epithel etwas dickere Schleimhaubie Regio olfactoriawird bedeckt von der
Tunica mucosa olfactorjadie aus denkpithelium olfactoriumund derLamina
propria mucosaebesteht (Liebich, 2010). Das einschichtige, meahige,
hochprismatische Epithel mit primaren Sinneszellen (bipolare Nervenzellen
Riechzellen, Epitheliocyti neurosensorii olfactojii die das 1. Neuron der
Riechleitung bilden, wird von Stitaund Basalellen ergéanzt(Liebich, 2010;
Seeger, 2010; Sinowatz & Rodler, 2011). Auf den Sinneszeiiderf sich apikal
Riechharchen(modifizierte Zilien) die zum Binden der Geruchsstoffe dienen
(Sinowatz & Rodler, 2011). Ein Riechharchersst beim Menscherca. 2 um

(Hees 2006, bei den Hausséaugeten werden 50 bis 100 um angegelfiebich,

2010) Das Axon dembipolaren Riechzedin als 1. Neuroder Riechleitung zieht
durch die Basalmembran. Dahinter vereinigt es sich mit benachbarten Axonen zu
denNerviolfactorii (Sinowatz & Rodler, 2011 Diese markhaltigefila olfactoria
(Riechfaden¥ind in defTunica submucosgelegen(iebich, 2010. Diese biindeln

sich im Verlauf zumNervus olfactoriugl), der tritt als dinner Nerv durch das
Foramen orbitonasalemediale in die Orbita und verlauft dort amSeptum
interorbitale zum kleinenForamen nervi olfactorijitritt hier in dieFossa bulbi
olfactorii der Fossa cranii rostralisund nimmtdurch denBulbus dfactorius
Kontakt mit dem Grol3hirn ayFrewein,2004 Vollmerhaus, 2004 Sinowatz &
Rodler (2011) geben an, dass die Axone der RiechzelléenBulbus dfactorius
eintreten und sich danach aufzweigen. Aus diesen Endverzweigungen bilden sich
zusammen mit den Pinselnd Mitralzellen dieGlomerula olfactoria Die Pinsel

und Mitralzellen stellen hierbei die sekundéaren Neuronen der Riechbahn dar und

verbinden synaptisatlie Riechzelleninowatz & Rodler, 2011).

Das olfaktorische Epithel enthalt keine Becherzellemdsrn BowmasDrisen

(Wurzinger 2005;Weyrauchet al, 2009).Die BowmanDrisen, auclGlandulae

olfactoriaegenannt, liegen iderLamina propria mucosaend sind tubuloazinéare,

serose Drusen (Liebich, 2010; Seeger, 2010, Sinowatz & Rodler, 2BiEl).

enthalten Proteasen, die essentiell wghsind zum Aufschlisseln von
10
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wahrzunehmenden Riechstoffen und deren Anheftung an der Oberflache der
Sinneszellen. Zusatzlich fihren sie eine Spulfunktion aus, um nachfolgende
Sinneseindriicke zu ermdglichdrigbich, 2010).

Aughey & Frye (2001) beschreibenlas Aneinanderstof3en von bragelbem,
olfaktorischemEpithel an rosanes, respiratmines EpithelSinowatz & Rodler
(2011) sehenedochkeine scharfeGrenze zwischen den beid&egionen Die
Riechregion ist bei Vogeln meist gelblich gefarbt, bei Hihned Wasservogeln
liegt diese kleingnicht scharbegrenzte Zone auf d@oncha nasalis caudalisnd
dem hintererseptum nagiFrewein & Sinowatz, 200&K0nig et al, 2016 Liebich
& Zengerling 2010. Sowohl Riechschleimhaut als auch Riechhirn bigidvdgeln
meist nur klein und funktionell nur schwach ausgebildetndeh allgemeiner
Auffassungder Geruchsinn beiden meistervogeln keine sehr grof3e Rolle spielt
(Konig et al, 2009. Nur bei fisch- oder fleischfressenden VoégelrKiwis und
einigenEnten und Ganseartegilt er als verhaltnismaRig gut entwick@tonig et
al., 2009 Liebich, 2010).

Das olfaktorische Epithel ist einschichtig, mehrreihig und besteht aus drei
Zelltypen: Sinneszellen Efpitheliocyti neurosensorii olfactojii Stitzzellen
(Epitheliocyti sustentantgsund BasalzellenHpitheliocyti basales (Aughey &

Frye, 2001; Weyrauclet al, 2009; Liebich, 2010). Dabei werden die Sinneszellen
permanent erneuert, sie sind Nervenzellen mit grolem Regenerationspotential
(Seeger, 2010).

Die Sinneszellen sind bipolare Nervenzellen, ihre Perikaryen sind intraepithelial
lokalisiert, die grofRRen, polygonalen, dunklen Zellkerne liegen im mittleren
Epithelbereich(Liebich, 2010; Seeger, 2010; Sinowatz & Rodler, 2011). Diese
Zellen sind birnen bis flaschenférmig, auRen werden die Sinneszellen von
Stutzzellen umgeben (Liebich, 2010). Die freie Oberflache des dendritischen
Nervenfortsatzes ist kolbenartig verdiclBu{bus dendriticus (Weyrauchet al,

2009) und wird auch Sinneskolben genannt. Diasdzen 820, bei Hunden auch
mehr, Riechharchen (Sinnenharchen, Zilien) (Liebich, 2010). Weyratici
(2009) beschreiberl0-30 Riechharchen, die sich an der Epitheloberflache

zwischen den Mikrovilli benachbarter Stitzzellen ausbreiten.
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Die Zilien sird Trager der chemischen Rezeptoren fur Duftstfffebich, 2010;
Seeger, 2010). Sie bestehen aus einem dickeren Anfangsteil mit Bau einer Kinozilie
(9+2 -Muster), distal finden sich dann aber nur noch zwei Mikrotubuli (Liebich,
2010). Sie habebei den HassauggereneineLange von 50 bis 100m und sind

von einer dunnflissigen Schleimschicht umgeben, die aus den Stutzzellen und den
Drisen der respiratorischen Schleimhaut stammt. Darin kdnnen Gstaftd
aufgenommen und gel6dst werden (Liebich, 20B®&)i. chemischer Reizung wird

das Rezeptorpotential in Aktionspotential umgewandelt, Gber das Perikaryon findet
eine Weiterleitung zum efferenten Axon statt, welches basal aus dem Perikaryon
austritt (Liebich, 2010). Nach dem Durchtinen der Basalmembranrmelt sich

das Axon mit andereru markhaltigerkila olfactoria, welche zut.amina cibrosa

des Siebbeins ziehen und &somerula olfactoriaim Bulbus olfactoriusenden
(Liebich, 2010; Sinowatz & Rodler, 2011). Seeger (2010) und Weyrateth

(2009 beschreiben dge Riechfaden(Fila olfactoria) dagegen als marklose

sansible Nervenfasern

Die Stutzzellen sindhochprismatischeZellen, sie haben Kontakt mit der
Basallamina und durchziehen das Epithel. An ihrer freien Oberflache finden sich
zahlreiche, aregelmaliig verzweigte Mikrovil{Liebich, 2010; Seeger, 2010). lhre
hellen Kerne sind langlich und apikal gelegen (Seeger, 2010; Sinowatz & Rodler,
2011). Intraepithetil erfillen sie die Funktioaeinea Gliazelle,unterstitzen also die
Neuronen ohne selbst Erregungspotential zu lekadem sezernieren sie durch
Exozytose schleimahnliche Stoffe, die rear Organelle sind (iebich, 2010).
Durch feine Pigmenteinlagerungen im Zytoplasma sorgen sie diér
charakteristische, dunkle Fartles Riechepithel@.iebich, 2010; Seeger, 2010

Basalzellen sind eng an der Basalmembran anliegende kleine Zellen, stellenweise
auch verzweigt. Sie sind nicht spezialisiert, teilen sich durch Mitose und
differenziere sich zu Stutzzelléhiebich,2010).Ihre Kernesind dunkel und basal
gelegen (Seeger, 2010; Sinowatz & Rodler, 2011).

Die Riechschleimhaut wird von lockerem Bindegewebe unterlagert, darin finden
sich markhaltige Nervenfaserbindel, Gefal3e und BowbDrésen. Diese minden
mit langen Ausfuhrurggangen auf der Oberflache des Epithelskich, 2010).

12
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Die BowmanDriusengange beschreibé&wughey & Frye (2001) als einfach und
kubisch ausgekleidet.

2.1.3 Nasendriise

Die NasendriuseauchGlandula nasaliggenanntwurde bei einigen Wasservogel

durch ihre auffallige supraorbitale Lage schon frih emtdéEechnau, 1936
Jacobsor1813 verfasstalie erste spezielle Abhandlung tber dieses Organ, das er
i n Anl ehnun g glande laktmimdesStensan Mannt e . l hm gel
Darstellung dedwusfiihrungsgangsbis zur Mindungsstelle in der Nasenholte.

Sekret soll vor allem beim Flug den Naseneingang und die Nasenhdhle vor dem
Austrocknen schiitzeV6llmerhaus & Sinowatz, 2004; Konég al., 2018 Liebich

& Zengerling, 2010)Den Name AdNradr ¢ s e fi voe Nitbsch@82@) desni e
auch schon eine wechselnde Lage und Ausdehnung der Druse bei verschiedenen
Vogelarten auffielDie Drise tragt zahlreiche Beinamen wie Salzdrise (Nitzsch,
1820; King & McLelland, 197%, bei den Mammalia wird s&uch als Stenson’sche

oder kurz Steno Drise bezeichnet (Nitzsch, 1820; Dauborn, 2014).

Die Nasendrise ist eine merokrine, zusammengesetzte oder einfache tubulése
Drise. Sie besteht meist aus zwei paarigen, gesonderten Drusenkoérpern in einer
gemeinsamen,ilbbhdegewebigen Hulle (Technau, 193Bje Nasendruserstreckt

sich mit ihrem lateralen Teil Uber die dorsale Seite des Augapfels rostral bis in die
seitliche Nasenhéhlenwand (KidgMcLelland, 1975 Dauborn 2014).Die Lage

wird von Reeset al (2009) undLiebich & Zengerling(2010) dorsonasal in der
Orbita beschrieberSie liegt in einer Knochenvertiefung auf dem Stirnbein und ist
paarig angelegt. Allgemein kannesin einenLobus lateralisund einenLobus
medialisunterteilt werden, wobei jeder Lappemen egenen Ausflihrungsgang
aufweist(Technau, 1936Ko6nig et al, 201§. Die Ausfihrungsgangeerlaufen
demProcessus maxillarjselten denfProcessus praemaxillarislesOs nasale/on

innen und der lateralen Wand der Nasenhothle von aul3en anliegend nach vorne
unten bis zur Region desccipitalenVorhofbegrenzungTechnau, 1936)Die

Ausfuhrungsgange und ihiMindungin die Nasenhohlsindimmer im hinteren

13
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Teil des Nasenvorhofes Zinden, dese Lokalisation ist bei alleantersuchten
Vogelaten gleich(Technay 1936).Korbel (2000),Kénig et al. (201§ und Reese

et al. (2009) legen die Mindung schlitzférmig auf der Nasenscheidewand nahe der
rostralen Nasenmuschel fest, wahrend Technau (1936) die Mindung des lateralen
Ganges auf der Medialseite der Vorhofmuschel hinten unten und die Mindung des
medialen Ganges an der ascheidewand occipital gegentber beschréila.
Ausfihrungsgange werden von einer Lage grof3kerniger Zylinderzellen mit basal
liegenden Kernen ausgekleidet, diese sind umschlossen von einer Schicht kleiner,
dicht gedrangter Zellen. Weder in den Tubuli mon den Auskleidungen der
Tubenkanale finden sich Becherzellen (Technau, 1936).

Es muss jedoch beachtet werden, dass die Ausdeliesrigriisenkorpetsei den
verschiedenen Spezies stark variiert. Techii®36 untersuchtel06 Gattungen
aus 49 Familien uh44 Ordnungefalle Ordnungen aul3&pteryges, Mesoenades,
Rhinocheti, Momo}i und musste dabei eine starke Variatideststellen. Er

unterteilte drei unterschiedliclamatomischéagender Nasendriise

| Praeorbitale Lage (irderKieferhéhle bzw. inSinus orbitalis der Orbita

vorgelagert)

Il Orbitale Lage (inderOrbita oder ihrem Rad aufliegend, Drisenkdrper an fiinf

verschiedenen anatomischen Positiom&glich)

a) praeorbitali interorbitatl im Ubergang zwischen Kieferhéhle und
Augenhdghlen

b) interorbital: im Rostralteil der Augenhohle

c) interorbitali exorbital: rostral in der Augenhdhle und occipital dem
Rande ihres Daches anliegend

d) exorbital: am Rande des Orbitaldaches dem Bulbus aufliegend

e) exorbitali supraorbital: lateral dem Bulbus, mediam Praefrontale

ohne Grubenbildung aufliegend

[Il Supraorbitale Lage (auf def@s praefrontalen stark geschlossenen oder

seitlich offenen Supraorbitalgruben gelegen)

(Technau, 1936)
14
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Fastalle von ihm untersuchten Voda3en sich in eine dieser Kategarieinteilen,
nur wenige Ausnahmen wurddseschrieben. Bei lediglich funder von ihm
untersuchten Praparatkonnte er keine Nasendriise finden: Opisthocomi
(Zigeunerhuhn, Opisthocomus hoat2in Pterocletes (Flughuhn Pterocles
gutturalis), Casuarii (Kasuar, Casuarius uniappendiculatusund Anhimae
(Wehrvogel Anhima cornuta, Chauna chavaji@lechnau, 1936)Zusatzlich gab
es zwei Arten, Tukan Ramphastos erythrorhynchosund Schuhschnabel
(Balaeniceps rex bei denen die Umbildung des Nasenvorhofes den Wegfall der
Nasendrise bedingte, weil keine Abflussmoglichkeit bestand (Tech®ag). In
der Literatur finden sich Aussagen, ddssiben(keine genaue Spezies benannt)
keine Nasendruse haben (Nitzsch, 18268eseet al, 2009). Dies ist laut Technau
nicht korrekt, alledings ist die Nasendrise bei deon ihm untersuchten
Ringeltaube Columba palumbysnur sehr klein ausgebildet, der Drisenkorper
stellt sich lediglich als eine Verdickung des AusfiihrungsgangegTaéahnau,
1936).

Technau (19363tellte auch fest, dass deriisenkdrper naher an der Offnung des
Ausfuhrungsganes liegt, wenn die Drise nurld&in ausgebildet ist. Durch die
Verlagerung der groRer ausgebildeten Driisenkdrper ist der Ausfiihrungsgang bei
anderen Arten langer ausgebild&ei manchen Vogelarten sind nur winzige
Knotchen odeLappchen an der lateraleradenhohlenwand zu findeBei anderen
Zwischenformendie je nach der GroR3e ihres ausgebildeten Drisenkdrpers immer
weiter zumOs praefrontaleverlagert sind, liegt debriisenkdrper in zahlreichen
Positionen auf dem Weg zwischen dem MindungsgdbreAusfihrungsgangm
hinteren Teil des Nasenvorhofaad der Lage devollausgebildeten Druseauf

dem Praefrontalésiehe Beschreibungen der anatomischen Lagen | bis Il weiter
oben im TextTechnay1936).

Bei einigen Vogelarten wurde nachgewiesen, dass Uber die Nasendrus
Natriumchlorid abggeben werden kann Diese Funktion besitat allem bei
Seevogelnfir die Regulierung des Wasserhaushaltes eine grof3e Bedelrtung
mehreren Versuchen konnte nachggmsen werden, dasgchbeiWasservogeldie

Drisebei haltungsbedingterKontakt mit Salzwasser starker ausbildet, wahrend
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bei fehlendem Kontakt eine Rickbildung erfal§chidler 1925;Heinroth, 1927,
Schildmacherl932.

Der Nasendruswird auchbei Wustenspezies, wie d&traul3emdgeln, undbei
Falkenvogelreine osmoregulatorische Funktion zugeschrieben. Sie ermédgicht
Vogeln beibegrenzten Frischwassrvorkommen in ihrem Lebensrauinghem
Wasserverlust wkch Verdunstung oder hohem Gehalt an Natriumchlorid in der
Nahrungihren Wasserhsshalt aisgeglichen zu erhalte(King & McLelland,
1975).Bei Meeresvogeln kann durch starke Sekretatbsamg und Ausspuilung
der salzhaltigen Sekpedrtikel der Salzgehalt im Korpeerheblich reduziert

werden, sie dient hier also als nasale SalzdiDsehnau, 196).

Auch bei Gansemund Greifvdgeln ist ein Vorkommen der Nasendrise belegt
(Technay1936;Dauborn2014). Technau (1936@nterscheidet bei der Nasendrise
dieser Vogelgruppedie primitive Form (bei Arten mit wenig Kontakt zu Wasser),
Ubergangsformen (bei Voégelndie sowohl zu Meerwasser als auch
Binnengewéassern Kontakt haben) und die vollausgebildete Form. Die
vollausgebildete Form tritt nur bei MeergSalzsumpfoder Kistabewohnern auf

und dabeauchbei Arten die angeschwemmte Nahrung aufnehnian Pelikaren
(Pelecanus onocrotaligum Beispiebeschreibt Technau (19868ie Nasendriise

im vordersten Teil des Orbitaldach&3s(praefrontalgliegendund, as der Orbita
hinausragend, de®s lacrimalevon unten anliegender Driisenkorper ist bei
dieser Vogelart walzenférmig, sich vorn verjingend und in den einzigen
Ausfihrungsgang auslaufend. Dieser Gang verlaufler lateralen
Nasenhohlenwand von auf3en anliegamtorizontaler Richtung zu dem winzigen
rudimentaren Vorhgfin dessen Nahe er mit weitem Lumen nach vorn gerichtet
mindet. Vermessungeater Nasendrise beim Pelikargaben eine Lae von 23
mm, eine Beite von 17mm und eine H6he voni®@m (Technau, 1936). Technau
(1936) untermaued die These dass dieAuspragungder Nasendris&on der
Lebensumgebung abhéngig istnit der vergleichenden histologischen
Untersuchung vorPfuhlschnepfel(imosa lapponicaund UferschnepfelLfmosa
limosg, also von stammesgeschichtlicnah verwandten Arten, die sich

hauptsachlich in ihrer Lebensweise unterscheid@ct{nau,1936). Beide Arten
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briten im Binnenland, aber beim Vogelzggt die Pfutdchnepfe eine Vorliebe

fur die Meereskustéei beiden Arten liegen die Nasendriisen in schwachen, lateral
offenen Supraorbitalgruben. Bei der Pfuhlschnepfe berloem® Drisenkdrper

bei einer Gesarmithge von 19nmin der Mitte der Stirnflache Uber eine Lange von

8 mm. Die Driisen der Uferschnepfe dagegen sind nicbtsskausgepragt, dass

sie Kontakt aufnehmen kénnten. Konkret wuréender Messunitplgende Werte
(Lange: Breite: Hohe in mm)ermittelt: Pfuhlschnepfe 195 : 1,5, Uferschnepfe

17 : 3 . 0,5 (Techna, 1936) Auch histologisch konnte Technau (1936)
Unterschiede darstellen, bei der Pfuhlschnepfe wurden 14 Drusentuben mit wenig
dazwischen liegendem Bindegewgbei der Uferschnepfe nur acht Drisentuben,

dafir aber ausgepragtes Bindegewebe dargestellt.

In der Ordnung Psitta¢heutige Bezeichnung Psittaciforme#)rde von Technau
(1936) dervon ihm alsZwergarabezeichnetgAra severa (derzeit auf [@utsch
Rotbugara genanntintersucht. Hier stellte sich die Nasendrtse im vorderen oberen
Orbitalwinkel dar. Sie war flach und lappig und hatte zwei Ausfiihrungsgange,
welche durch ein enges Foramen die vordere Orbitalbegrenzung passierten und
entlang der duReren Wand der Nasenhthle zum Vorhbéfear Der mediale

Gang mundetdann am Fufld der Schwelle and Vorhofboden der Nasenhdhle,
demSeptunzugewandt, der laterale Gaaendeein der Mitte des unteren wuigéen
Randes der Vorhofmusché&ie genauen Ausmal3e der Nasendriise betrugen 6

in der Lange, 2,5mm in der Breite und Inm in der H6heTechnau(1936)
vermekte, dass es sich bei dem Kor@oaupapageiRsittacus erithacys dem
FledermauspapagelLdriculus mindorensjs und dem Buntsittich Rlatycercus
exmuy Aebenso verh2altid, es ecihungehundest aber

werden keine Mg&swerte genannt (Technau, 1936).

King & McLelland (1975) vertffentlichten, dass die Nasendrise bei den meisten
Vogeln aus einem medialen und einem lateralen Lobus mit eigenem
Ausfuihrungsgang besteliitei Haushihnern und anderen eng verwandten Spezies
jedoch nur der mediale Lobus prasent ist. Dies bestétigte die Ergebnisse von

Technau(1936) derauch nochbei weiteren Arterfeststellte dassnur ein Lobus
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mit einem Ausfuhrungsgang angelesit die Drise somit zusammengeseider

einfach tubulos ist.

Bei Pinguinen und Seetaucherrt die Nasendruse@urch die Sekretion einer
konzentrierten Salzldsung mit an der RegulierungWasserhausha&s beteiligt.

Sie ermdglicht ediesen Vogeln, ihren Wasserbedadiirch Meewasserzu decken.

Die Druselbersteigt dabei die Leistgsfahigkeit der Nieren und sorgtit der
Abgabe von 10 % NaCkLésung fur einen Schleimhautschutzgegen
Sdzablagerungen und Austrocknur{@atemanet al, 1988; Vollmerhaus &
Sinowatz, 1992Eulenbergerl1995;Ball, 2003. Eswurdeauch veroffentlichtdass

von in Salzwasserbiotopen lebenden Vogedmé r i n e) eibe 5%d NaGk
Lésung ausgeschieden wirlifg & McLelland, 1975).Nitzsch (1820) kam zu

dem Schluss, dass die Nasendrtise wohl bei Wasservogeln starker ausgiegragt,
wohl auch bei den Landarten vorhanden ist; eine generelle Beziehung zur
Wassernadhe muss nicht gegeben sein. Dies wurde von Techn@uk{@éSatigt und
ererganze, das bei Vogeln, die viel Kontakt mit Salzwasser haben \dalsmen

der Drisenkdrpegrof3er ist unddurch die besser entwickelten Tubuli und eine
gréRere Anzahl von Drusentubd&edingt ist(Technau, 1936)Eine detaillierte
Untersuchung der Nasendrider domestizierterEnte erfolgte durctscothorne
(1959). Er wies eine zusammengesetztduldse Drise nach, die sehr gut
vaskularisiert ist. Das produzierte Sekret ist klar, ohne Proteine, wassrig und enthalt
3 % Natriumchlorid. Mukése Anteile fehlen der Nasendrise der Ente (Scothorne,
1959).

Grundsatzlich kann zur Funktioter Nasendrisges@t werden,dass sich ihr
Sekret Uber die Flachen des Plattenepithales Nasenvorhofes vertgiltie
besonders dem Rpgrationsstrom ausgesetzt sindnd dadurchSchutz vor
Austrocknunggewahrleistet unéfremdkérper ageschwemmt werdemie in den
Nasenvorhof eingedrungen sind (Technau, 193®) Nasendriise ist eine exokrine
Drise mit merokriner Sekretion, ihr Sekret besteht aus einer kleinen Menge des
Zytoplasmas und der Zellmembran der DrisenzeDas. Sekret tritt im hinteren

Teil des Vorhofes der Naenhohle ein,nimmt beim DurchflieBen des

Nasenvorhads auf dem Epithedufliegende Schmutzptikel und Fremdkoérper auf
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und transportiert sidurch die aul3ere &endffnung nach aul3éfechnau, 1936)
Speziell bei griindelnden Arten, bei dersgh eire vermehrte Verschmutzumgt
organi€hen Partikeln in der Nasenhdohle findet, ist diBginigungsfunktiowon
RelevanZTechnau, 1936)

Innerviert wird die Nasendriise durch dBamus temporalis superficialides
Nervus facialigCords 1904).NachspaterenVerlaufsbeschreibungen ist der Nerv
vermutlich deMNervus ethmoidaligder urspriinglich aus delervus ophthalmicus
(V1) bzw. demNervus trigeminugV) entspringt Erewein, 2004 Der Nervus
ethmoidaledritt nahe demNervus olfactoriusn die Nasenhohle ein. Er eicht
entlang desSeptum nasilen Boden der Nasbohle und versorgt den Gaummait

mehreren Asten unzlisatzlichden ganzen Oberschnabel (Frewein, 2004

2.2 Drusen des Tranenapparates

Vogel haben eine Nickhaukalpebia tertia seu Mmbrana nictitansausgebildet,
dieim Gegensatz zden Saugetieren allerdings keirlerorpeligen Anteilenthalt,
sonderrewei Muskeln Musculus quadratus membranaetiantis und Musculus
pyramidalis membranae titantis), die eine aktive Bwegung ermdéglichen
(Schwarzeet al, 1972; Seidel, 1988; Keret al, 1996).Die Hauptaufgabeler
Nickhautist der Schutz de€orneavor Austrocknung durch die Aufrechterhaltung
des TranenfilmsKing & McLelland, 1975; Korbel, 20Q4Villiams, 2012)lhr soll
weiterhin eine wichtige Funktion hinsichtlich der Regulation der Gehirntemperatur
durch Steuerung der Verdunstung des préakornealen Tranenfilmes und des bei
einigen Arten hinter dem Auge lokalisiertBae mirabilezukommenReesest al,
2009.

Der Tran@apparatApparatus lacrimalisder Vogel besteht aus di@risen King
& McLelland, 1975; Reeset al, 2009):

TranendruseGlandula lacrimalig

NickhautdriiseHlardersche Dris&landula membranae nictitanjis
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NasendriseGlandula nasalis Se ist eine umgebildete Tranendrise und wurde
weiter oben bereits beschrieben.

2.2.1 Tranendrus@slandula lacrimalig

Die Tranendrise isbei Hausgefliigelim temporalen Augenwinkel zwischen
Lidbindehaut undPeriorbita gelegen Bradley, 1960; Schwarzet al, 1972;
Frewein & Sinowatz, 2004ern, 2007;Reeseet al., 2009;Williams, 2012).Aus
dem ventralen Drittel des Dréiskorpers geht der kurze, dinmed einheitliche
Ausfuhrungsgang hervor (Frewein & Sinowatz, 2004 Ausfuhrungsgang endet
im Bindehausack, Saccus conjunctivaean der Umschlagstelle deFunica
conjunctiva bulbiin die Tunica conjunctiva palpebrarumies Unterlidsund setzt
dort das klare, teils alkalische Sekret frei (Bradley, 1960; Schvedrak 1972
Frewein & Sinowatz, 2004 Euenvogeln bei denen der Tranenapparat nur wenig
Tranenflissigkeit produziert, fehlt die Tranendrijdétken & Survashe, 1977,
Reeseet al, 2009).

Der Tranenabfluss erfolgt im nasalen Augenwinkeigulus oculi nasalistiber
eine Offnung (z. BPinguine) bei den meisten Vogeln aber tber zwei Offnungen,
Ostia canaliculi lacrimalis(Reeseet al, 2009). DieseOstia liegen auf der
Innenseiteles oberen und unteren Augeslichit deutlichem Abstand zum Lidrand
(Reeseet al., 2009). Die Tranenkanal&analiculi lacrimales sind nur wenige
Millimeter lang und leiten die Tranenflissigkeit in den Tranennasenkaoatus
nasolacrimalis der in die Nasenhtéhle mindet (Reesal, 2009). Von dort aus
gelangt die Tranenflissigkeit Uber die Choanenspalekidin die Mundhéhle
(Reeseet al, 2009).

Nummerische GrofRenbeispiele @dandula lacrimalis Beim Huhn 8x 4 x 1 mm,

bei der Taube % 2 x 0,3mm, bei der Ente % 2,5x 1 mm (Frewein & Sinowatz,

2004) Dabei ist die Tranendrise der Vogel stets klemasgéildet als ihre
Glandula membranae nictitant{&itken & Survashe, 1977). Der Dréiskorper ist
dunkelrot gefarbt, es handelt sich um eine zusammengesetzte, tubuloazinére Drise

mit einem Ausfiihrungsgang und einem Lobulitpabei sind die Azini und Tubi
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von einem saulenférmigen Epithel ausgekleidet, das Zytoplasma ist eosinophil und
die Zellkerne sind basal lokalisieritken & Survashe, 1977). In de®epta die

den Driusenkdrper durchziehen, und im intralobularen Bindegewebe sind zahlreiche
Blutgefal® eingelagert (Aitken & Survashe, 1977). Aitken & Survashe (1977)
stellten einen Zusammenhang des Plasmazellvorkommens Tmé&tendiise und

in derGlandula membranae nictitantison Vogeln fest. Je mehr Plasmazellen in
der Harderschen Driise nachweisbarem, desto weniger Plasmazellen konnten
sie in der Tranendrusder Vogel darstellen. Dabei wurdember nie mehr
Plasmazellenin der Tranendrisels in der Glandula membranae nictitantis
gefunden(Aitken & Survashe, 19797

2.2.2Nickhautdris€Hardersche Drusé&landula membranae nictitanjis

Die Nickhautdriise,Glandula palpebrae tertiaeoder Glandula membranae
nictitantis, gilt als der Hauptproduktiormt derTranenflussigkeit ben Vogel und
ist meistdoppelt so gro3 ausgebildet wie die TranendfRseseet al, 2009) Nach
ihrer Entdeckung 1964 durch Johann Jacob Harder wird sie aulHaalersche
Driseéi bezeichne{(Bradley, 1960;King & McLelland, 1975;Kern et al, 1996;
Reeseet al, 2009 Liebich, 2010;Williams, 2012) der Begriff ist inzwischen aber
veraltet und durch die neuere Nomenklailaindula membranae nictitantessetzt
worden, wobei beide als Synonym genutzt werden konmMeummerische
GroRRenkeispiek sindbeimHuhn 18 x 5 x 1 mm, bei der Taub& x 3x 1,5mmund
bei der Ente 1% 7,5x 3,5 mm (Frewein & Sinowatz2004. Sie istim nasalen
Augenwinkellokalisiert, ventrokaudomedial derBulbus aufliegend(Slonaker,
1921; King & McLelland, 1975 Korbel, 2000;Kern, 2007; Reeseet al, 2009
Liebich, 201Q Williams, 2012). Das Sekrader Nickhautdrise wird durch einen
Ausfuihrungsgang in eine Tasche aus Nickhaut und Sklera geleitet (38ig8i@).
Die Nickhautdrise ist einmukose DruseGlandula mucosg(Liebich, 2010. Sie
produziert also mukoides Sekret und ist hauptverantwortlich fur die
Tranenflissigkeitsproduktion beim Vogel. Sie ist aul3erdender Immunantwort

durch die Bildung von Immunglobulin A beteiligt und ein Ansammlungsgort
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Lymphozten und PlasmazellgiBang & Bang 1968;Aitken & Survashe, 1977;
Seide] 1988;Burns 1975,1992;Reeseet al,, 2009).

Uber die nasal befindlichen, in der Regel doppelt angele@stia canaliculi
lacrimalis, die Tranenpunkte flie3t die Tranenflussigkeit ba Aus den
Tranenpunkten erfolgt die W erleitung Uber die TranenkanaleCaniculi
lacrimalis, und denDuctus nasolacrimalisvon dort wird die Flissigkeit in die
Nasenhohle und von dort durch die Choanenspalte iscimabelhdhle geleitet
(Schwarzeet al, 1972 Reeseet al, 2009;Williams, 2012).

Die Hardersche Druselie, wie begits erwahntventranedial in derOrbita liegt,

wird nur wenig an den unterliegenden Muskeln durch periorbitale Faszien.fixiert
Der kaudale Fixationspunkt liegtwas vor dem AusfuhrungsgafBurns, 1974;
Survashe, 1976Durch die Lage in deDrbita ist die Oberflabe konvex undlie
laterale Seitekonkav und die Drise folgt der Form des Augapfels an der
Auflageflache. Die umegbende dunne #psel teilt dieGlandua membranae
nictitantis in ungleichmaflige LobuliBurns, 1974; Survashe, 1976punne
kollagene und retikulére Fasern aus der Kapsel ziehen zwischen die riiden
Sammelgange. Ein einzelner Ausfuhrungsgang zieht bei Voégeln in den
Konjunktivalsack an deBasis der Nickhaut (Burns, 1974; Survashe, 1976

Histologisch kénnen vieBereiche unterschieden werdenerdZentalgang der
Drise,der 1. und 2. Sammelgang sowie die AziDiese Bereiche unterscluen

sich auch histochemis¢hVight et al, 1971h. Wéahrend der Schleim in den Azini

und den 2. Sammelgéangen hauptsachlich aus mafig sauren, schwefelhaltigen
Substanzen bestand, kommten den 1. Sammelgdngen schwach saure
schwefelhaltige und auch neutrale Schleimsubstanzen nachgewiesen werden. In
den Azini konnten Hinweise auf Sialinsaure und Hyaluronséaure entdeckt werden
(Wight et al, 1971b).Im Tubulusepithel wurden geringe Mengen lapiden
nachgewiesen, bei denen es sich mehrheitlich um neutrale Fette, wahrscheinlich
Triglyceride und Cholesterolester, handelte den Azini und dem tubularen
Epithel konnte zwar Ribonuklease nachgewiesen werden, Porphyrine wurden aber
nicht gefundenDie RusseHlBodies enthielten eine neutrale Schleimsubstanmd
zeigten einen Autoflureszerf@/ight et al, 1971Db).
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Von den sekundaren Sammelgangeard das Sekret aus den Azinidie primaren
Sammelgangend dann in den Zentralgang geleitet. Die Auskleg der Gange

wird durch kubische oder saulenartige Zellen gebildet wardevt in der Hohe
(Shiramaet al, 1996. Die kuboidalen Zellen haben eine luminale Oberflache und
tragen zahlreiche Mikrovilli, sie stellen die markantesten Zellen des
Ausfuhrunggangegiar. Die 2. Zelltypen sind polymorph, sie liegen zwischen den
kubischen Zellen und tragen an der Oberflache birstenférmige Ausstulpungen,
welche sich dem Interstitium zuwenden. Dig die 2. Zelltypen verwendete
Bezeichnungd D u n k | eleitét sidh Ivan filer Dunkelfarbung vatytoplasma
undZellkernab(Olahet al, 1992).

Nach der Art der Epithelzellen, die dieini und die Tubuli auskleiden, und der
Struktur der Drisenkorperlobulverden fei den Vogeln dreverschiedene Typen
von Harekrschen Driisen differenziert

-Typ I: Zusammengesetzteibulo-alveolare Driserderen einzelner Lobus mit
einer Artvon Epithelalzellenausgekleidet isim Insterstitium deDruse finden
sich mitzunehmendem Alter des Vogels ansteigdpdeulationervon

PlasmazellerBsp.Falconiformes, Galliformes, Columbiformes, Psittaciformes

-Typ Il: Zusammengesetzte tubuléare Strukitunat einem Lolos, dieser wird aber
von zwei verschiedenen Auskleidungsepithelesgekleidetim Interstitium der
Drise finden sich viel weniger Plasmazellen, als bei den Typ | Driisen und die
Anzahl der Plasmazellen nimmt im Alter nicht zu. BSphenisciformes,

Pelicaniformes, Anseriformes

-Typ ll: Mix aus Typ | und Il wobei nur in den Lobuliles Typ | Plasmazellen

gefunden werden. Bsgruiformes, Piciformes, Passeriformes
(Burns, 1974, 19751992 Survashe & Aitken, 1978

Laut Burns (1992 hangtder Typ der Harderschen Drigeeniger mit der
Lebensumgebung, sondern mehr mit der evolétiemAbstammung der Vogel

Zusammen

Myoepitheliale Zelleriegen direkt unter dei&pithelzellen der Drisengéngen

interlobularen Trabekeln an, die aus dengebenden Kapsel hervorgehen. Sie
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ziehen von der Basallamina mit ihreytoplasmatischen Ausdehnungerangen,
dinnen Fortsatzen zwischen die sekretorischen Epithelz@Rethwell et al,
1972. Die Plasmamembranen denyoepithelialen Zellen undder dartber
liegenden sekretorischen I liegen einander eng an, zwischen dexden
Zelltypen ist nur ein geringer Interzellularraum augebildet. Im
Elektronenmikroskopkann beobachtet werden, dass sich klew#ighnliche
Verlangeungen von deoberflachlichen Zytoplasnmaembrarder myoepithelialen
Zellen an unterschiedlicheOrten in der Peripherie degpithels in den Azini
anheften $hiramaet al, 1996).Im ganzen Zytoplasma der Myoepithelzellen
kommen feine Fibrillen vor, so wie es auch bei Saugern beschrieben wird. Das
Zytoplasma der Zellen wird regelrecht von Myofilamenten beherrscht (Sheama
al., 1996) Die histologische Position der Myoepithelzell@wischen und unter
den kubischen Zellen der Ausfiihrungsgangepithelgzwar die Gleiche wie bei
den Dunklen Zelleraber ihr Ursprung konnte noch nicht geklart werden (Shirama
et al, 1996). Nabh Olah et al. (1992) differenzieen sich in der
Embryonalatwicklung der Harderschen Drise die azinaren Epithelzellen zu
luminalen und basalefellschichten. Dabei formen die basal@ellen eine lose
Verbindung im sp@&n Embryo. Diese Zadh &hneln ehdRetikuloendthelialzellen

von lymphoiden Organen alsmyoepthelialen Zellen. Aufgrund dieser
BeobachtungenehmerDlahet al (1992) an, dss die embryonalesBalzellschicht

in der Lage ist, sich iden Ausfiihrungsgdngen Punkien Epithelzellenundum

die Azini zu Myoepithelialzellerzu differenzieren

Del Cachoeet al (1997 hat berichtet, dassch Myoepithdzellen der Haderschen
Drise von Hihnerm Myofibroblasten verwandeln kbnnen, wenn ein Antigen auf
den Augapfel gegeben wird. Der Ablauf ist viedgt: Als erstes steht der Verlust
der Basallamina im Bereich der angrenzenden Myofibroblasten, dann erscheinen
Bindel von Myofilamenten. Spéater entwickelt sich ein raues Endoplasmatisches
Retikulum und ein Golgi Komplex. Dabei zeigen die Myofibroblastie von
myoepithelialen Zellen abstammen, ultrastrukturelle Eigenschaften sowohl von
Fibroblasten als auch von glatten Muskelzellen (Del Catlab, 1991) Rothwell
et al. (1972) bezweiftn jedoch,das Myofibroblastenphysiologischerweise der
Harderschen Driseszorkommen weil sie in ultrastrukturekn Studien zur
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Histologie der Harderschen Driusmter physiologischetJmstandennoch nie

gefunden wurden

Das interstitielle Bidegewebeder Harderschen Drudsesteht bei Hihneraus
bindegewebigen Septen die Kapillaen und Nervenfasern enthalten. In den
subepithelialerRegionen der Ausfihrungsgge und ded. Sammelgargglassen
sich hohe Konzentrationen amymphaischen Zellen (Plasmazellen und
Lymphozten) finden, bei den unteuchten domestizierten Hihnerstieg die
Anzahl dieser Zellen mit dem AlterR6thwell et al, 1972). Die Glandula
membranae nictitantider Vogel wirddaheroft als lymphatisches Organ betrachtet,
welches verschiedene Arten von Immunglobulinen produziert. IrDdése von
Huhnern konnten von Albini et al. (1974) Blasten, unreife Plasmazellen,
Plasmaell-ahnliche Zellen und reife Plasmazellen gefemdwerden. Dabei
erfolgte bis zur 4. Woche nach dem Schlupf der Nachweis von ausschlief3lich IgM,
von der 4. bis zur 9Voche wurden IgG und IgA nachgewiesen uagmder 9.
Woche dominierte IgAAlbini et al, 1974.

Follikulare dendrische Zellen, die Immunkomplexe bindesind auch im
lymphatischen Gewebe der Harderschen Drise zu finden. Del €aah@¢1993)
verwerdeten ultrastruktuelle und immunhistochemische Methoden um zu zeigen,
dass die aviaren dendritischen Zellen eine funktionale Aktivierung erleben, die mit
morphologischen Veranderungen einhergeht und im Verlauf der Immunantwort

eintritt T &hnlich wie bei Sagern.

Die Funktion derGlandula membranae nictitantiir das Immunsystem beim
Vogel wurde erstmals vorBang & Bang (1968)beschrieben. Sie fanden
ungewdhnlich hohe Zahlen von Plasmazellen im Interstitium der Driise. Hardersche
Drisen des Typs | haben mafige bis dichte Populationen von Plasmazellen,
hauptséachlich im Bereich um den zentralen Ausfuhrungsgang, Typ Il Drisen
hingegen beherbergen viel weniger Plasmazellen. Analog findet man in den Typ lli
Harderschen Driisen in den tubuloalveolédren Anteilen viele Plasmazellem (wie
Typ I) und in den alveolaren Anteilen kaum Plasmazellen ifwig/p 11) (Bang &

Bang, 1968).
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Die Anzahl der Plasmazellen igbhangig vom Vorhandensetdler Bursa Fabiricii,
wie bei White Leghornowalskiet al, 1979 undNew Hampshire Red chickens
(Muéller et al, 1971 nachgewiesen wurdand variiert mit dem Alterdies wurde
nachgewiesen filtorvusfrugilegusbeiBurns 1975Abr oi | er DBdhmsc k e n s fi
et al, 1981;Gallus domesticubei Glick, 1978;86 Vdgel, davon acht Psittacidae
bei Aitken & Survashe, 197./ShavesWeil3beiWight et al, 19714. Mueller et al.
(1971) fuhrten beHUhnern der Rasgdew Hampshire Redine chemisch@der
chirurgische Bursektomie durch Dadurch wurde die Sekretion von
Immunglobuline Uber die Tranenflussigkeit urttie Anzahl der Plasmazellen
der Harderschen Drisstark reduziert Die B-Zellen, die sch in der zweiten
Lebenswoche in d€Blandula membranae nictitantizefinden, differenzieren sich
zu Plasmazellendie dazufahig sind, Immunglobuline zu produzieren und
sezernierenEin markantes Merkmal voRlasmazellen sind die Russel Koigden
innerhalb des ZytoplasmagRothwell et al, 1972. Die Zahl der Russel
Kdrpercherenthaltenden Plasmazellen der Harderschen Dréskerzierte siclei
Huhnern, denen dathymusentfernt wurdeyergleichbamwie bei hursektomieten
Huhnern(Mdller et al, 1997).

Fir die Zahl der Plasmazellen in der Harderschen Driise bei Hihnern wurde eine
Altersabhéngigkeit nachgewiesefim dritten Lebenstag lassen sich nur einige
wenige Pasmazellen in der Harderschen Dru$eden, doch mit dem
fortschreitenden Alter &6h sich die Zahl rasch. Bei Hihnern im Alter vam vier

Wochen sind Plasmazellen die vorherrschendditydgen im Interstitium(Shaver

WeilR bei Wight et al, 19713. Uber die dort in groRter Zahl gebildeten
Immunglobuline herrscht UneinigkeiBurns (1977 fandb ei m Adomest i c
nach Augentropfenstimulation mit einem Antigen spezifische IgA und IgG, aber
kaum IgM. Davelaaret al (1982 konnten ebenfalls das Vorkommen von
spezifischerAntikdrpern der Klassen IgA und Iggegeninfektionenbei Hihnern
(Aparent flock of Hubbar% sGonbetsedigen.Co met
Mansikka et al (1989) zeigtea mittels In-situ-Hybridisierung, dass allerei
Immunglobulinklassen von den Plasmazelleler Harderschen Driise in

unstmulierten HihnergH.B15 Stamm)gebildet werden. Nach lokaler Stimulation
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mit Antigen stieg die Produktion vdgA- und 1gG Antikdrpern an jedoch nicht
die Produktion von IgMMansikkaet al, 1989)

Obwohl viele $udien einawvichtige Rolle deiGlandula membranae nictitantizei
der Immunantwort dedrei Immunglobulinklassesttizen, ist nicht sicher, ob die
Hardersche Drisder Sitz der Immunglobulinproduktion ishus Experimenten
mit Drusenzellkulturen folgerteBabaet al (1990, dass IgAder Trénen lokal in
der Druseproduziert wird, wahrentgG und IgM hauptsachlich mit derBlut in
die DrUsedransportiert werden.

Die Blutversorgung der Harderschen Drider Vogelerfolgt vor allemin der
zentralen Region dah fenestrierte Kapill&n, wie sieauch in endokrinen Ds&n
bei Saugerieobachtet wurde{Bhiramaet al, 1996).

Die Sekretion der Harderschen Driise wird unabhangig vom morphologischen Typ,
also bei Typen |, 1l und Il gleichermal3en, als merokrin angesatiea \urde
nachgewiesen fiBhaverWeil3 beiWight et al, 1971aund Rothwellet al, 1972;
weilde Aylesbury Enten b&ourman & Ballantyne, 196 GraugansAnser ansey,
StockentdAnas patyrhyncho$, HockerschwarCygnus oloy beiKihnel & Beier,
1973;Saatkraheorvus frugilegusbeiBurns, 1975), daseil3t, die Ausschleusung

des Sekretes (st Proteine) erfolgt durch Exgiose.

Paule & Hayes (195&amenin einer vergleichenden Studie zu dem Ergebnis, dass
die Sekrete vot2 Vogeln(1x Anseriformes 1x Falconiformes4x Galliformes,6x
Passeriformgs einen aul3ergewohnlich einheitlichen mukoiden r@kizr
aufwiesen. DaSekret deHarderschen Driisen vdnten(weil3e Aylesbury Enten
(Anas domesticQk hat vor allem mukoide Bestandteiles sindaber auch hohe
Anteile von Mukopolysadtaride und Lipideenthalten Die mukoid@ und fettigen
Substanzen des Harderschen Drisensekretes sollen helfelyaéaku schitzen

und die Beweglichkeider Nickhaut zu erhalteffrourman & Ballantyne, 1967).

Ein Vergleich der physio@mischen Zusammensetzung der Muziae aquatisch
und terrestrisch lebenden Voégeln isslang nicht erfolgt. Vor allem fir die

tauchenden aquatisch lebenden Arten ist ein adaquat schitzendes Muzin fur die
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Kornea sehr wichtig. Ein guter abperlender Effekt ist fur diese Tiere besonders
entstieidend (Shiramat al, 1996).

2.3 Bomaviren und ihr&rankheitsbildetbei Papageienvdgeln

2.3.1. Familie Bornaviridae

Die FamilieBornaviridaegehdrt zur Ordnunder Mononegavirales. Dabei handelt
es sich umbehdillte Viren mit einem nichtsegmentierten EinzelstraRNA-

Genom.

Noch vor einigen Jahren war das Borna Disease Virus (Bla¥)einzige bekannte

Virus dieser FamilieDer Name wurde dabei von der verursachten Krankheit, der
Borna'schen Krankheit (Borna Disease), inspiriert. Agser erkrankten im Jahr

1895 in der Stadt Borna in Sachsen, Deutschland, fast alle Pferde des Kavallerie
Regiments. Sie zeigten zentralnervose Storungen, daher stammte auch der
ehemal i ge Name A h i(Stiz ¢t gle 200R)odprin kliesa wirkldr e i t A
Infektion des zentralen Nervensystems geht rmfktronisch progressiver
Enzephalomyelitis einher. Zusatzlich treten Verhaltensdnderungen wie
Stereotypien, Aggression und Erregung auf, gleichzeitig mit unspezifischen
Anzeichen wie Apathie und den zentralriisen StorungerSprankelet al.,, 1978;

Rottet al, 1988; Richet al, 1997; Hallenslebeet al, 1998; Algermissen, 2010).
Pferde und Schafe sind am haufigsten von deankheit betroffen vereinzelt

wurde dieBorna Disease aber auch lagiderenHuftieren, Katzen, Hunden und
Kaninchen beschriebdNakamuraet al, 1999; Degiorgi€t al, 2000; Jacobsest

al., 2010; Lutzet al, 2015).Vogel werden vom BoDWermutlich nicht infiziert,

einzig ein Fallbericht von 1996 berichtet von Straul3en inl|siaezentralnervose
Stoérungen zeigteand festlagen. EinBeteiligung von Bornaviren wurde aber nicht
eindeutignachgewiesenAshashet al, 1996).

Von Hilbe et al. (2006) wurdedie FeldspitzmaugqCrocidua leucodon als
natirliches Reservoiiir BoDV ausgemacht. Das infektibse Virus wird von den

Tieren Uber Speichel, Urin und diaRkendrise ausgeschied@ndereWirte, wie
28



Il. Literaturtibersicht

Pferde und Schafenfizieren sich anschlie3end intranagait den Mammalian
Bornavirenundsind alsFehlwirteoder DeaeendWirte anzusehe(Nobachet al.,
2015).Das heif3t, dass die Wirte zwar oft schwer erkrankelst abenicht als
bedeutende Infektionsqueltér andere Tiere fungieren, weil sich die Bornaviren

nur eingeschranktermehren und im Korpeusbreiten.

Seit 2008 wurden dam neue Virerbeschrieben undh die FamilieBornaviridae
eingeordnet. Savurden Bornaviren bei an der POdkrankten Papageien isoliert
(Honkavuoriet al, 2008; Kistleret al, 2008).Zudi esen Aavi 2r en
(ABV, heutige Nomenklatur PaBMWvurden auch die dach entdeckten anderen
Stamme und Virusarterzugeordnet, die unterschiedlich &taausgepragte
Abweichungen vom bisher analysierten Virasgm aufwiesenNeissenbdckt al
(2009) und Rubbenstrohtet al (2013) konnten bei Kanariengein (Serinus
canaria forma domesticy Payneet al (2011a) bei gesunden Kanadagansen
(Branta canadens)s Rubbenstrothet al (2012) bei einem Molukkenkakadu
(Cacatua moluccengisund Rubbenstrothet al (2014b) bei Prachtfinken
(Estrildidag verschiedene, neue PaBstdmmeund Virusartemachweisen2012
konnten Fujincet al bei einer GabunvipeBitis gabonicd Bornavirussequenzen
nachweisen, daher gelten seitdem auch Reptilien als Bornavirugwijiteo(et al,
2012).

In in-vitro-Studien konnte durclRinder et al. (2009a), Grayet al (2010)und
Zimmermanret al. (2014)nachgewiesen werden, dass Zellen von Saugetieren nur
bedingt oder gar nicht mit vogelspezifischen Bornaviren infiziert werden kdnnen.
In den 1990er Jahren und Anfang des neuen Jahrtausaraken anRobertKoch-
Institut eine Reihe von Studien zum zoonotischen Potemtial BDV und einem
Zusammenhangvon BDV mit psychschen Erkrankngen bei Menschen
durchgefihrt. Ein solcher Zusammenhawngrde jedoch als unbegriindet beurteilt
(Horniget al, 2012;Lutz et al, 2015. Allerdings wurde durch den Nachweis einer
BoDV-Infektion im Zusammenhang mit einer Organtransplantation und dem
Auftreten einer EnzephalitisS€hlottauet al, 2018) dieDiskussion uber das
zoonotische Potential dieses Virus neu bekslst2015 drei Falle von verstorbenen

Bunthdrnchenziichtern untersucht wurden, dieZ&sSymptomen verstorben

29

Bor



Il. Literaturtibersicht

waren, konnten Hoffmanet al (2015 einalsAvar i egated squirr el
(VSBV-1) bezeichnetes neues Bornavirus nicht nur in den betroffenen Menschen,
sondern auch in eineBunthdrncher(Sciurus variegatoidgsiachweisendasmit

einem der Verstorbenen Kontakt hatte.

Nach eineraktuellenNeuklassifizierung/Amarasingheet al, 2018)werdenden
Bornaviridaezwei Genera zugeordnet. Zum einen das G&arbovirus mit der
SpezieQueensland carbovirugnit Jungle Carpet Pythoniiis, JCPV)und der
SpeziesSouthwest carbovirugmit Southwest Carpet Python ViruSWCPV),
welchesan PythonidaeNorrelia spilotg) nachgewiesen wurddmarasinghet al.,
2018).Zum anderen das Gen@sthobornavirus mit insgesamacht verschiedeme
Spezies Diese lauten, in Anlehnung an die Tiergruppen, in denen sie nachgewiesen
wurden und vermutlich daftr auch spezifisch sildpid 1 orthobornavirugmit
Loveridge’s Garter Snake Virus, LGSWlammalian 1 orthobrnavirus(mit den
Viren Borna Disease Viru8oDV-) 1 und 2) Mammalian 2 orthobornavirugnit
Variegated Squirrel Bornavirus 1, VSBM, Psittaciform 1 orthobrnavirus (mit
Parrot Bornavirus (PaBY¥ 1, 2, 3, 4 und 7)Psittaciform 2 orthobornavirugmit
Parrot Bornavirus 5, PaB¥%), Passeriform l1orthobornavirus (mit Canary
Bornavirus (CnBY) 1, 2 und 3, Passeriform 2 orthafirnavirus (mit Estrildid
Finch Bornavirus EsBV-1) und Waterbird 1 Bornavirus(mit Aquatic Bird
Bornavirus(ABBV-) 1 und 2)(Amarasingheet al., 2018)

Unklassifiziertblieben bislangein als PaBW6 bezeichnete Bornavirus undlas

Gabunviper Bornavirusin Brasilien konnte bei klisich an PDD erkrankten
Papageiein Sequenzanalysen von Bornavife€RProduken noch ein weiteres,
sich vonanderenBornaviridae abgrenzendeBornavrus nachgewiesen werden,

das vorPhiladelphcet al.(2014) alsParrotBornavirus 8 bezeichnet wurde.

2.3.2.Bornaviren als Erreger der Neuropathischen Drisenmagendilatation der
Papageien

Das AMacaw wasting syndr omersimals anzEndec hn et
der 1970er Jahre bei Aras festgestellt wuktfedrpel & Rosskopf, 1984; Gregory
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et al, 1994). Danach wurde festgestellt, dass nicht nur Aras, soademandere
Vogelarten befallen werden und seitdem hat sich die Bezeichnung Proventricular
Dilatation Disease (PDDauf Deutsch Neuropathische Driisenmagendilatgtion
angelehnt an das Kardinalsymptom, den erweiterten Drisenngafestigt.Als
chronischeKrankheit fur die es keine atiologische Therapie gist,die PDD ein
Krankheitsbild bei Psittazidedas immer tédlich endddie betroffenen Papageien
zeigen zunachst unspezifische klinische Symptome wie Apathie und Anorexie. Sie
konnten im Kot unvetaute Kérner ausscheiden, Durchfall haben, Regurgitieren
oder Erbrechen zeigen. Diese gasttestinalen Symptome fuhrten zu
Gewichtsverlust, Dehydratation und zehrten die Vogel(&lzerpel & Rosskopf,
1984; Graham, 1991; Gregoey al.,1994; Shivaprasaet al, 1995). Oftfiel eine
Atrophieder Pektoralismuskulatur adfieser Zustand deutete auf einen reduzierten
Ernéhrungszustand hin, obwohl die Papageien eine unverdnderte oder sogar
vermehrte Futteraufnahme zeigt@éWoerpel & Rosskop 1984; Ganczet al,
2010. Oft zeigten die erkrankten Vogel zusatzlich eine PolyuReldway &
Gallerstein, 1988 Die Viren kénnten auch Schaden im zentralen Nervensystem
verursachen, haufig geht dies mit einer Myelitis oder Encephalitis einher.dbadur
wurden neurologische Ausfallerscheinungen wie Zittern und Ataxien, Torticollis
und Paraparesen ausgeldstschweren Féllen flhrte die Depriesszum Status
epilepticus(Woerpel & Rosskopf, 1984; Graham, 1991; Lutz & Wilson, 1991;
Gregoryet al, 1994 Ganczet al, 2010).Auch Verdnderungen am Auge, wie
retinale Degenerationen hisir zentralen Blindheitgine Neuritis des Sehnerven
und ein gehauftes Auftreten von chronisgheultifokalen Chorioretinitidender
Papageienkdnrten durch eine Infektiormit Bornaviren verursacht werden
(Steinmetzet al, 2008 Korbel & Rinder, 2011Korbel & Rinder, 2012).0b auch

das Federrupfen, wahes bei Végeln mit Bornavirtisifektionprotokolliert wurde,
atiologisch mit der Virusinfektion zusammenhéngt, muss nashidsen werden
(Horie et al, 2012, Philadelphoet al, 2014. Es gibt verschiedene
Krankheitsverlaufe. Sowohl perakuind akué Formenals auch Verlaufe tber
Wochen und Monate wurden beschrieb@mglen, 1986; Gregorgt al., 1994;
Weissenbbclkt al, 2009a Hogemann, 2018Die PDD stellt die haufigstéJrsache

fur MagenDarm-Erkrankungerbei gehaltenen Gro3pageienarten, wie z. BAras
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und Graupapageien, déBie war in einer Studie mit 1640 einbezogenen Vdgeln
verantwortlich fur 60 % bis 70 %er veBnderten Befunde aroventriculusund
Ventriculus(Reavill & Schmidt, 2007). Bei den Kakaddgser Studievar die
durch PDD ausgel6st&sanglioneuritis und Leiomygitis die vierhaufigste
Verdnderung. Bei Aras und Graupapageien war P8idgar die haufigste
Erkrankung (174 von 285 Aras, 115 von 166 Graupagag). disatzlich zur
Ganglioneuritis wurden hauptsachlich Peritonitidemine Mineralisation der
Drisen de®roventriculusundVentrikulitiden nachgewiese(Reavill & Schmidt,
2007). Die lymphoplasmazytaren inflammatorischen Infiltrate ireriensystem
wurdenvon einer klassische@anglioneuritis und Leiomyositisn MagenDarm:
Trakt begleitet. Bei Amazonen traten deBefunde seltener auhier konnte die
Ganglioreuritis als PDD Befund mubei vier von 72 untersuchten Voégeln

nachgewiesen werdgReavill & Schmidt, 200y,

Aviare Bornaviren sind mittlerweile als Erreger der PDD akzeptiedahlreichen
Untersuchungersowohl an natirlich mit Bornaviren infiziertBapageien als auch
in Infektionsversuchewurde derkausaleZusammenhang der aviaren Bornaviren
mit PDD nachgewiesemg Kloet & Dorrestein, 2009; Lieret al, 2009, Rindeet
al., 2009b; Kistleret al, 2010; Raghawet al, 2010; Villanuevaet al., 2010,
Mirhosseiniet al, 2011; Paynet al, 2011b; Piepenbringt al, 2012, 2015 In
den Infektionsversuchendie grofRtenteils an NymphensitticherNymphicus
hollandicug durchgefihrt wurden und mit PaBV2 oder PaBW4 als
Infektionsvirus, wurde das Krankheitshild der PDD erzdHagtler et al, 2008;
Ganczet al, 2009h Grayet al, 2010,Mirhosseiniet al, 2011;Piepenbringet al,
2012, 2016; Rubbenstro#t al, 2014, Hogemann, 2018 eal de Araujoet al,
2017).

Eine weltweite Verbreitung des Krankheitsbildesaszunehmen, der Nachweis
erfolgtebislang in EuropéGerlach, 1986; Manrdt al, 1987; Rimeret al, 20093,
denUSA (Ridgway & Gallerstein, 1983; Woerpel & Rosskopf, 1p&ustralien
(Doneleyet al, 2007; Weissenbdockt al, 200%9), Brasilien Philadelphoet al,
2014),Israel(Lublin et al, 2006),JapanOgawaet al, 2011)und Stidafrikal(ast
et al, 2012)
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2.3.3. Gewebetropismus der Bornavirend experimenteliverfolgte Ausbreitung
im Korper

Bei Vogeln tritt ein breite Gewebetropismus der Viren aufiders alsbei den
BoDV-Infektionen derSchaé und Pfer@, bei diesen Tierartereigte das Virus
haupséachlich NeurotropismugOuyang et al., 2009; Rinderet al., 2009a;
Weissenboclet al, 2009a; Kistleet al, 2010; Loffler, 2011 Fir die Papageien
Bornavirenwurde zunadchst vermutet, dassne Infektiorstibertraguncauf dem
fakaloralen Weggstattfindet, da Virusmh Kot nachgewiesen wurd®inderet al.,

2009a; Hbppeset al, 2010). Loffler (2011) konnte mit immunhistochemischen
Untersuchungen und reme-PCR auch den Befall von zahlreichen weiteren
Organen nachweisen. Neben dem Verdauungstraktabschnitt vom Kropf bis ins
Duodenum und dem Nervengewebe (Grofid Kleinhirn), konnten hier auch in
Haut und Federn, Muskeln, Gonaden, Herz und GefaBwéanden, Nieren und
Nebennieren, Lunge, Leber, Milz und Pankreas teilweise hohe Virusansammlungen
nachgewiesen werden. Somit kommen jegliche Ausscheidungsprodukte und auch

Federstaub als Infektionsmaterial in Frage (Loffler, 2011).

In Infektionsversuchen gelang es nicht mittels peroraler und nasaler
Bornavirusapplikation eine Infektion zu erzeud®&orbel et al, 2011; Heckmann

et al, 2017), der genaue Infektionswegdstzeit noch unbekannt.

Die ersten Versuche,die an nachgewiesen Bornavirirdektionfreien
Nymphensittichen erfolgte infizierten ihre Nymphensittichentracerebral oder
intravends mit PaB\V4. Es folgte Uber 33 Wochen regelmafiig klinische,
molekularbidogische und histologische Untersuchungen der Vogel. Die ersten
Antikorper konnten sieben Tage nach der Infektion nachgewiesen werden, der erste
RNA-Nachweis erfolgte nach 19 Tagdtidpenbringet al, 2012). Die Folgestudie
von 2016, bei der ein PaBXIsolat injiziert wurde, konnte nach sechs Tagen die
ersten Antikorper detektieren, ViHRRNA diesmal erstmals 27 Tage nach der
Infektion. Allerdings wurde in dieser Studie ein schwererer Krankheitsverlauf bei
den Nymphensittichen dokumentiert (Piepenbengl., 2016). Um die natirliche
Infektionsroute nachzusteh, wurden Nymphensittiche p. und nasal mit PaBV

4 infiziert (Heckmanret al, 2017). In den folgenden sechs Monaten konnten keine
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klinischen Symptome, keine VirtBNA, Antikorper gegen Bornaviren oder
pathohistologische Befunde nachgewiesen werden. Es ist allerdings fraglich, ob
andere Faktoren eine erfolgreiche Infektion der Nymphensittiche unterbunden
haben (Heckmanet al, 2017).Diese Ergebnisse stehen im Gegenzatzden
Ergebnissen voMoraleset al. (1988) an RatterEr infizierte neonatale Ratten
intranasal mit BDV (Giessen strain He/80, isoliert aus Pferdegehirn), diese

Jungtiere infizierten erfolgreich ihre Mutter.

Eine nee Studie geht nach ihren Ergebnissam experimentellinfizierten
NymphensittichenNymphicus hollandicQsdavon aus, dass dierbreitung des
Bornavirus im Korperéhnlich dem TollwwVirus Uber retrograden axonalen
Transport erfolgt (Leal de Araugt al, 2017).Dabei wurde deAusbratungsweg

von PaBVt2 in Nymphensittichen vom Tag der experimentellen Infektion bis zum
Tag 114 nach der Infektion durch pathologische, histologiseti&/ntersuchungen
mit der RTPCR dagestellt. Dabei ergab sichdass das Wus von der
Injektionsstelle amMusculus pectoralistiber die Interkostalnerven und das
Ruckenmark zunachst ins Gehirn wandertd sich danach von dort aus Udas
zentrale Nervensystem in d@ganbegleitenden Ganglien ausitee (Leal de
Araujo et al, 2017). Erst ab Tag 40 bzw. 60ipkonnten erste befallergellen in
Epikard und Pankreas digestellt werden. Ab Tag 80 p.war auch die glatte
Muskulatur von MageiDarmTrakt und Gefallen sowie die Haut befallEedern
fielen erst ab Tag 100 p.positiv auf(Leal de Araujcet al., 2017) Ein Befall von
Zunge, Trachea, Lunge, Kopfhdhlen, Syrinx, Schilddrise, Nebenschilddrise,
Tibiotarsus und Thymus konnte zu kexdirZeit festgestellt werden. Der Befall der
Milz zeigte sichausschlief3th in den GefBwanden. In der Leber war in der
Untersuchungszeit kein Nachweis von Bornavimoglich(Leal de Araujoet al,
2017). Dies steht im Gegensatz zu Untersuchungsergebnissen bei natirlich
infizierten Vogeln, bei denen Bornavirdsitigen mittels IHC in derLeber
nachgewiesen wurd®{nde et al, 200%; Loffler, 2011)

Tizard et al (2016) konntenn ihrer Studie nicht sicher beurteilen, ob sich die
festgestellte nichteitrige Entziindung von Gehirn und NervensysbemGehirn

Uber die Gehihnerven und dann snRickenmarkentrifugal im Korper ausbreitet,
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oder ob die Infektion entgegengesetzt verlaéch Auffassung vosteinmetzet

al. (2008) und Tizaret al (2016)spielen deNervus vagusnd demNervus opticus
wichtige Rollen bei der Ausbreitung des Virus im Korper, vor allem im
Zusammenhang mit der einsetzenden Blindheit und der Dilatation des
Drisenmagend_dhmungen und Ataxien deuten auf eine Ausbreitung Uber das
Ruckenmark hin (Tizardt al, 2016).

2.34. Pathologie und Histologie

Schon vor der Identifizierungder Bornavirenals Erreger der PDDwurden
charakteristische pathologische und histologische/erandeungen dieser
ErkrankungdokumentiertWoerpel & Rosskopf (1984)dmbachteten die typische
Erweiterung des Drisenmagens bei gleichzeitiger Wandverdinausgelost
durch die Anschoppung von Ingesta durch einen herabgesetzten Muskeltonus
(Clark, 1984),sowie lymphoplasmazelluladafiltrationen in den myenterischen
Ganglien und Nerven von Kropf, Driseand Muskelmagen. Ulzerationen der
Drisenmagenwand kdnnen zu Rupturen und damit zu Peritonitiden faroz(

et al, 2010, gleichzeitig kann durch die raumliche Ausdehnung umdstiEgenden
Druck auf die anderen Organe eine Atrophie di€sganeentstehen (Clark, 1984).
Ganczet al (2010) berictaten dass siclunabhangig von den klinisch auftretenden
SymptomeriLasionermeist im MagerDarm-Trakt und im zentralen Nervensystem
finden lasseraber am haufigstemit fast 90 %n der Nebenniere. hterschiedlich

stark ausgepragte Infiltrationen von Lymphozyten, teilweise begleitet von wenigen
Plasmazellenyurdenhaufig in der Umgebung der Nerven der Orga@schrieben

in den Nervensystememurde perivaskulares Cuffindokumentierf{Ganczet al,

2010. Winschmanet al (2011) fanden feine lymphoplasmatische Ganglionitiden
von Kropf, Drisenmagen ufatler Muskelmagen. Doch dies war nicht bei allen
Vogeln mit Drisenmaguelilatation darstellbar. Bei den drei Vogeln, bei denen
Ruckenmark und Spinalganglien untersucht werden konnten, fanden sich gering
bis mittelgradige lymphoplasmatische Spinalganglionitiden und Myelinitiden
(Wunschmann et al, 2011). Ein Vogel hatte eindymphoplasmasche
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Endokarditis. Die beiden untersichten Nebennieren zeigteneine
lymphoplasmatische Adrenalitis. Bei drei Vogeln gab es keine Hinweise auf eine
lymphoplasmatisch&anglionitis und Encephaliti§inschmanret al, 2011).

Leal de Araujo et al. (2017) untersuchten Nymphétiche Nymphicus
hollandicug nach experimentelteInfektion. Dabei wurde nach finf Tagen
histologisch eine Entzindung im Injektionsmuskel durch Nachweis von
Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen belegt, nach 20 Taagksich in
BronchiatPlexus eine gering ausgepragte lymphoplasmaziétetis. Nach 25
Tagen zeigten allentersuchten Vogel im Rickenmark und Gehinagg Substanz

und Meningengine Encephalitis und Myelitis. Nach 30 Tadw®tten sich die Viren

in die Ganglienden Sehnerv und den Ischiderv ausgebreitet. 40 Tage nach der
Infektion erfolgte der Nachweis in Nieren, den Epik&anglien und Nerven im
Kloakalbereich, final wurde nach 80 Tagen eine lymphoplasmatische dermale
Neuritis, hauptséchlich afitgel, diagnostizierRinderet al (2009a) und Raghav

et al (2010) konntereeigen, dass die Viren aiit zytopathogen sind und die
Infektion einer Zelle mit Bornavirenicht zwangslaufig auch mit pathologischen
Verdnderungen einhergehen musHistologische Studien zu Bornavirus
Infektionen liegen also derzeit fur eine ganze Reihe von Organen und Geweben vor,
histologische Untersuchungen des respiratorischen oder olfaktorischen Epithels des
Kopfes der Papageien und der damit assoziierten Driisen liegedirals noch

nicht vor.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen werden Antisetémtikbrpern
verwendet, die an Bornaviriukleoprotein (NProtein) binden. Damit konnten
Ouyanget al (2009 bei PDDverdachtigen Vogeln im Gehirtdellen markieren,
in denenBornavirusN-Praein enthalten war. Doch das Vorkommen \RaBV
beschréanldsich nicht nur auf das Nervensystem, sondern es erfolgte in zahlreichen
Organen ein VirusproteinnachweiRinder et al, 2009a; Raghaet al, 2010;
Loffler, 2011; Winschmann et al, 201)). Loffler (2011) konntein Gehirn,
Ruckenmark, HerzGastrointestinaltrakt,eber, PankreasJrogenitaltrakt, Auge,
Sehnerv und GefalBwanden BornaviNiProtein nachweisen. Wenn Tiere mit
einer besonders ausgepragten P®Pnptomatik auffallen, koénnte davon
ausgegangen werdemlasssich das Virus bereits auf mehrere Organsysteme
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ausgebreitet hat, viaéend bei klinisch unauffalligen Tieraventuelhauptséachlich

das neuronale Gewebe befallen sein koioerz et al, 2009; Kistleret d., 2010).
Winschmanret al (2011) dagegen konnten bei Vogeln mit idehen Anzeichen
fur PDD dasPaBV-Antigen hauptsachlich in den neuroektodermalen Zellen wie
Neuronen, Astroglia, Ependymzellen des ZNS, Neuronen des PNS und Zellen der
Nebennierennachweisen. Dabei war Antigesowohlin Zellkernen als auch im
Zytoplasma nachweishaBei zwei klinisch unauffallign Vdgeln konntdPaBV-
Antigen dagegen weiter verteilt zusatzlich auch im Zytoplasma und Zedtkerer
Epithelzellen des MageDarm und Uragyenitaltraktes, Retina, Herz,
Skelettmuskeln und der Haut nachgewiesen wef(@éinmschmanret al, 2011).
Immunhistologische Untersuchungen zum Nachweis von Borna#mtigen im
respiratorischen und olfaktorischen Epithel des Kopfes der Papaupkern an

damit assoziierten Drusen liegen allerdings noch nicht vor.

2.3.5. Nachweismethodeder PapageieBornaviren

Bevor Bornavirenals Krankheitserregeder PDD bekannt waren, basierte die
Diagnose der PDD auf den vorhandendtinischen Symptome oder
pathologischen Veranderungen, die bei den Papageien festgestellt vRoddet(

al., 1993; Gregoryet al, 1999 und daran anschlieBenden Untersuchungen mit
Nachweislymphoplasmazytardnfiltrate und eine Degeneration von Ganglien in

der Biopsie aus der Wandesl MagerDarm-Traktes (Bond et al, 1993).Die
charakteristische Histologie galt dabei als Goldstandard fir die Diagnose. Probleme
ergaben sich durch die niedrige Sensitivitdt der Histologie von &mptbeim
lebenden Vogel (Bonet al, 1993)Eine verlangerte Passagezaih verabreichtem
Kontrastmittel sowie Lagaund Volumenverdnderungen des Magearm-Traktes
waren ebenso Hinweise aBDD (Bondet al, 1993).Seit Bornaviren als Erreger
allgemeinanerkannt sind, hat sich beim Vorliegen einer entsprechdntition,
bedingt durch die klinische Symptomatik der Papagé&igel die Virusdetektion

mit direktem oder indirektem Nachweis als Bestéatigung der Diagnose etabliert.
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Tests zum Nachweis von PaBWerden natirlich auch zum Ausschluss einer

Infektion durchgefiihrt, also um eine Virusfreiheit zu bestatigen.

2.3.5.1. VirusgenorNachweisverfahren

Der Nachweisvon Virusgenomerfolgt beipathologischen Untersuchungtater
Vogel aus Organprodn aer beilebenden Tieren aus Abstricipferproben,
selterer aud~ederkiel@ oder KotprobenmittelsmolekularbiologiscenMethoden
Schon bei der Erstbeschreibung der Papag@anaviren im Jahr2008
(Honkavouriet al, 2008; Kistleret al, 2008)wurden revers@ranskriptasd’CR
undRealtimereverse Transkriptag@CR Protokolle beschriebdje nach Protokoll
auf verschiedene Zielgene ausgerichtdi auch heute noch héaufig angewendet

werden.

Von lebenden Tieren werdelie Abstrichtupferbevorzugtvon Choane, Kopf oder
Kloake entnommenBei Tupferproben von lebenden Vogesind die PCR
Methoden aber manchmalnicht sensitiv genugBei auf diese Weise egativ
getestete Tieren war namlichteilweisepost mortemn Organgewebe Bornavirus
RNA nachweisbar(Lierz et al.,, 2009; Rinderet al, 2010b). Eine weitere
Schwierigkeit fir PCRVerfahren stellt die genetische Diversitat der Bornaviren
dar. Mutationen in der Primeoder Sondenregiokdnnen einen falsch negativen
Befundliefern (Rubbenstrotlet al, 2012)

2.3.52. AntikorperNachweisverfahren

Heute werdenn der Regel auckerologische Verfahren zum Antikérpernachweis
bei Papageierdgdn eingesetzt, uninfektionen nachzuweisen. Mit ELISA und
Immunfluoreszenztechnikekbnnen hoch sensitiv Bornavirlisfektionenhaufig
auch dann erkannt werden, wendie Virusausscheidung Ube den
Gastrointestinaltrakt zu gering fur einen VirusgenAdachweis ist. Bei 39 Tieren
eines Bestandes konnt&®mnderet al. (20104 bei 16 Individuerbei Verwendung
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eines ELISA mit rekombinaatn NProtein als AntigenAnti-Bornavirus
Antikorper nachweisen, aber nur bei sechs Vogeln lieferte die PCR ein positives
Ergebnis und nur ein Tier zeigte kliniscBgmptome. Wahrend die RACR lein
Ergebnis lieferte,konnten [@ Kloet et al (2011) bei eingen Vogeln At-
Bornavirus Nukleoprotewintikdrper finden.Herzoget al. (2010)etablierten den
indirekten Immunofluoreszenz Assay @®F zum Nachweis Brnavirus
spezifischer Serumantikorper. Er griindet sich auf der Kreuzreaktioramin
PaBV-Antikérpern mit BoDV-Antigenen (Madin-Darby Canine Kidneyellen,
persistent infiziert mit BDV, H1766, Pferdé&Stamm) Bei begleitendeiversuchen

mit der Wachtel Zelllinie CEC32 (Zoller et al, 20M®), die persistent mitPaBV
infiziert war,und den Serewon sechs an PDD erkrankten Papageienviogeln, liel3en
sich vergléechbar gute Ergebnisse erzielen, dalverde einemit einem IIFA mit
PaBV-Antigen vergleichba Sensitivitat gefolgert(Herzog et al, 2010).
Allerdings wurdein einer anderen Studie gezeigt, dass die Sensitivitat der IIFA je
nach verwendetem Antigen variierte. Bei im Bezug auf das Infektionsvirus
homologem Antigenvar die Sensitivitdt am hochsten, unmdt der Verwendung
von PaBV als Antigerkonntefiir den Nacleis vonant-PaBV-Antikbrpem bei
Papageierine basere Sensitivité@rreicht werdepals bei Verwendung von BoDV

als Antigen(Zimmermanret al,, 2014).

Auch der WestenBlot wurde als serologisches Nachweisverfahren geté3eet
Kloet & Dorrestein, 2009Lierz et al.,2009, Rinderet al, 2010, jedoch ist die
Technik wenger sensitiv als der ELISA ungudem teurer und sehr arbeitsintensiv
(Hoppeset al, 2010; Rinder, personliche Mitteilundntikdrpertestkénnenein
breiteres genetisches SpektramBornavirererkennen und anzeiggmer liegt ein
Vorteil gegentber der PCfRubbenstrotlet al, 2012)

2.3.5.3. AntigerNachweisverfahren

In der Histologie gibt eszum Nachweis von Bornausproteinen in der
Immunhistochemie (IHC) die unterschidtthsten Farbeprotokolle. Dabei

unterscheiden sich zundchst die untersuchten Gewebe, die Fixationsmedien, die
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maximalen Temperaturen, denen die Schnitte ausgesetzt wurden, die Puffermedien
und die verwendeten Antikdrper. Ein Vergleich gestaltet sich scigyweeil in den
jeweiligen Untersuchungen nur eine Methode verwendet wurde und zudem
verschiedene Tierarten untersucht wurden Zusatzlich gibt es die
unterschiedlichsten Einwirkzeiten der einzelnen Sihind andere verwendete
Reagenien.

Von Weissenbdk etal. (2009) wurde einkKanarienvogel untersucht. Dabei wurde

ein polyklonaler KanincherAntikdrper auf dasrekombinantePhosphoprotein
BoDV eingesetztwelcher Kreuzreaktionen mRaBV gezeigt hattgvon W. I.
Lipkin, University of California, Irving In dieser Studie konnte in zahlreichen
Zellen des Gehirns Antigen nachgewiesen werden, vor allem in den Bereichen, die
pathdiistologische Veranderungen aufwiesen. Dabei waren vor allem Neuronen
und Astrozyten betroffen, in stark positiven Bereichen koantd im Neuropil ein
BornavirusAntigenrachweis erfolgen. Nervenfasern und vegetative Nervenplexus
aus Drusen und Muskelmagen erbrachten positive Befunde, ebenso wie
Hepatozyten und Gallengangsepithelzellen der Leber, Nierentubulusepithelzellen
der Niereund Bronchialepithelzellen der Lungé&/éissenbdclet al., 2009b).

Von Weissenbockt al. (2009) wurdenauch 20 Psittadenspezies untersuclas
wurden hauptsachlich Gewebeproben deshns, aber auch andere Nerven,
einbezogen.Dabei wurden drei verschiedene Antikorper verwendet: Zwei
monoklonale (AntiN-Protein von BDV, Bo18 hergestellt von S. Herzog, 38/17C1
hergetellt von L. Stitz) undder polyklonale Antikérper gegen das Phosphoprotein
von BoDV von W. I. Lipkin, der auch &i der Untersuchung des Kanarienvogels
eingesetzt worden wgWWeissenbdclet al, 2009b) Die Schnitte wurde in einer
Mikrowelle in Citratpuffer gekocht, im FarbeprotokolWurde PBS als Puffer
verwendetAuf diese Weis&onntenur mit dem polyklonalerBoDV-Antikorper,

und zwarvor allem in der grauen Sstanz, weniger haufig der weil3en Substanz,
aber jeweils in allen vorkommenden ZelltypéRurkinjezellen, Astrozyten,
Neuronen) ein Nachweis von Antigen erfolgen. Dabei wundgositives
Zytoplasma ungbositive Zellkene nachgewiesen, sowohl in Zellen gleichzeitg)

auch singulann Kropf, Drisenmagen, Muskelmagen, intramunaied subserose
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Nervenplexi und Ganglien, Dunndarm, Herz und Lunge konnte jeweils in den
Nervenfasern und Ganglien ein posgtivAntigennachweis erfolgen. Vereinzelt
waren glatte Muskelzellen stark positiv. In Leber, Niere und Haut konnte kein
Antigen nachgewiesen werden. Insgesakdnnte in dieser Studie kein
Zusammenhang zwischen dem Nachweis von VAmsgen in einer Zelleund

einer Entindungsreaktiorrbracht werde(Weissenbécket al,, 2009a)

In einer Studie voiRRinderet al (2009) wurdenzwei Tiere (Blaukronenamazone,
Amazona ventralis PaBV-2; Gelbbrustara, Ara araraung PaB\+4)
immunhistochemisch untersuclids wurde Formalin zur Fixation verwendet und
Triton X-100 zur Permeabilisierung des Gewebes. Zusatkah Kaninchen
Antiserum erzeugt gegen BoD¥-Protein,in Blocking-Losung (PBS mit 36
ZiegenSerum)und PBS als Puffezum EinsatzDie an PaBVAntigen bindenden
Antikorper wurden durch die Mevendung von biotinylierten Ziegesmtii
KanincherAntikérpern und ABGLAsung visualisiertDie Durchfihrung der IHC
erfolgte bei RaumtemperatuRabei konnte in Zadreichen Zellen des Gehirns
PaBV-Antigen nachgewiesen werden. Zusatzlich ergaben die Villi des Intestinums
positive Befunde, ebenso wie die Epithelialzellen und ZellerLdetina propria
desintedinums. Bei der Untersuchung des Herzens wurden die Myozyten positiv
angefarbt. Auch in der Leber konnte ein groR3es Areal mit positiv angefarbten Zellen
dargestellt werden, aufgrund der Lokalisation wurden infizierte Neuronen vermutet
(Rindetet al, 2009a)

Loffler (2011) hat achtPapageien untersucht. Die Organproben wurde
ZamboniMedium fixiert, als Antikorper wurdesin polyklonakr Anti- PaBV-N-
ProteirAntikdrper aus eineniKaninchenverwendet Das rekombinante Protein,
welches zur Immunisierung verwendet worden wanmde als Histidirmarkiertes
PaBW-N-Protein in E.coli exprimiert und aufgereinigt (Reugtral, 201Q. Die
Hochsttemperatur der Schnitte betrug”80im Ofen zur Paraffinschmelag. Bei

zwei Vogelndieser Studie wurdelymphoplasmazytare Infiltrate in Ganglien und
Nerven der Wand des proximalen Intestinaltraktes darstellen, bei einem anderen
Vogel nur mononukleardnfiltrate (die ohne Verbindung mit &prechenden

Ganglien oder Nerven lediglich als diagnostisch fur eine allgemeine Virusinfektion
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gelten) es lagen bei diesen drei Vogeln also kisdse Entziindungsbefunger.

Bei drei Vogeln wurden Gliazelipliferationen nachgewiesen. PaB¥/Protein

wurde mittels IHCin unterschiedlichen Zellen des ZNS, in Enterozyten des Magen
Darmtraktes, in den Nieren und in Epithelien der harnableitenden Wege, in den
Gonaden, den Augen und den Hautepithelzellen nachgewiesen. Bei zwei weiteren
Vogeln waren die Zellemigeringerem Ausmal} betroffen, bei weitere/ei Tieren
konntenur im Gehirn PaBW-Protein detektiert werdeoffler, 2011)

Winschmanret al (2011) untersuchten 15 Psittazid&me verwendeta fur die
Immunhistochemie ein polyklonales Argrsim gegeras NProtein von PaB\3
(Stamm 1367; GenBank accession no. FJ169448th Entparaffinierung und
Rehydrierung wurden die Schnitte fur 15 Minuten i®63H.O> inkubiert. Als
Splllésung wurdemit Tris gepufferte Kochsalzldsung mt05 % Tween 26
(TBST 0.05M, pH 7.6)verwendetDie Inkubation mit dem AntiPaBV Antiserum
erfolgte beiRaumtemperatur, ebenso der Sekunatikérper (polymermarkierter
Ziegen AntiKaninchen Immunoglobulin G; m2% NormaiHuhnSerun). Die
Visualisierung erfolgte mittel8-Amino-9-Ethylcarbazole (AEC)In der Studie
konnteim Hirnstamm und Grof3hirn Bornavirdsntigen dargestellt werden. Dabei
war vor allem die graue Substanz betroffen, mit Neuronen, Astrogliagglen
allem angrenzend an Kapillarenphd Ependymzellen, imer weien Substanz
hauptsachlich die Gliazellen. Das Kleinhirn war imr§leich weniger stark
infiziert, hier waren wenigedie Purkinjezellen, dafir haufigelie Bergmann
Gliazellen positiv angefarbt. Des \iteren wurde PaBV Antigenpositive
Neuronen nd Gliazellen im Ruckenmark, den Spinalganglien und in den Ganglien
des Myenterischen Plexus in Kropf, Drisenmagen, Muskelmagen und Duodenum
gefunden. Bei den positiven Neuronen war eine starke Anfarbung des Zellkerns,
bei weniger starker Anfarbung des dptasmas zu beobachten. Eine alleinige
Anfarbung des Zytoplasmas wurde in den Inselzellen des Pankreas beolgachtet.
konnte auch in ddramina muscularizon Kropf und Drisenmagen in den glatten
Muskelzellen, in den glatten Muskelzellen varterien im MagenDarm-Trakt und
dem Herzen, sowie Axonen und Zellkernen von Schwzellen der
unmyelinisieren viszeralen Nerven bei einzeln@ineren Antigen dargestellt
werden. Bei einzelnen Tieren konnte ebenfalls in Kardiomyozyten,
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Tubularepithelzellen  der Niere, Epithelialzellen des Drisenmagens,
Epithelialzellen des Duodenums, die Retina udallen der Nebennierpositive

Nachweiseerbracht werdefWinschmanret al., 2011)

Briggemann (2012 untersuchtein ihrer Dissertation immunhistochemisch
mehrere Organe vodrei Wachteln. Die Gewebeproben wurden in Zamboni
Medium fixiert, der Puffer war PBS, ein polyklonaler Antikérper aus Kaninchen
(wie bereits bei Loffler Z011) beschrieben)wurde zur Detektion von
rekombinantem PaB¥W-Protein verwende&s konntenn dieser Studie allerdings
keine Nachweise fur eine elfpeiche Infektion dargestellt werden, weder in der
Histologie und der Immunhistochemie odaolekulargenetisch mittels PCR noch
mit ELISA.

Krautz (2015) beschaftigte sich miBoDV und untersuchteGehirne von Lewis
Rattenzur Untersuchung der altersbedingten Veranderungen bei Purkinjezellen,
Oligodendrozyten, Astizyten und Mikroglia, im Laufe eingrersistenten 8DV -
Infektion. Sie verwendete als Fixationsmediurfrofge Formaldehyd dsung, die
Proben wurden nur bei Zimmertemperatur behandelt, TBSK (mit Tris
gepufferte Kochsalzlésung mitween 20, TweenrWaschpufer) als Puffer, der
verwendeteAntikorper war gegen BoDV-Nukleoprotein p38(MausAnti-BVD
p38/40 proteirB8/17C1)gerichtet Die meisten psitiven Befunde erhielt sie ab den
Wochen 4 bis p. i. im Ammonshorn undsyrus dentatug64 %) sowie in der
Purkinjezellschicht (526) (Krautz, 2015)

Leal ce Araujoetal. (2017)untersuchten zahlreiche Organe von Nymphensittichen
(Nymphicus hollandicys Sie verwendeten als Fixationsmedium Formalirgd,0
kochten die Schnitte einmal bei 12@ fir 20 Mnuten imhandelstublicheleMS
Puffer Cder Firma EMS (Electron microscopy sciences, Hatfield), RAd es
wurde ein polyklonaleKaninchen AntiPaBV-N-Primarantikorper verwendetn

der Immunhistochemie konnte die Injektionsstelle bis zum 100. Tag nach der
Infektionimmer positiv angefarbt werden. Ab dem 20. Tag konnte in den Schwann
Zellen des BrachiaPlexus und im ventralen Horn des thorakalen Segments des
Ruckenmarks Atigen detektiert werden. Ab de®®. Tag war die Ausbreitung ins
cewicale und lumbale Riuckenntadarstellbar, ebenso im Gehirn, den ingluvial
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und intestinal Ganglien und Zellen des Nebennierenmatkslem 35. Tag wurde
in diversen Organen wie DrisenneagMuskelmagen, demdervus vagusAugen,
Oesophagus, Epikard, Niereand Kloakalganglien sowieeth Langerhanszellen
des Pankreas ebelifaAnti-PaBV-N angefarbt Vom 80. bis zum 114. Tag nach
der Infektion le3sich dann auch in Haut, glatten Muskelzellen des Mdgmm+
Traktes, GefalRwanden und der Mdawie Federn (in Schaft und Kiel) Antigen
nachweisen. Negative Befunde in der IHC ergaben sichumgje, Trachea, Lunge,
Kopfhdhlen,Syrinx, Schilddriise und Nebenschilddrise, TibiotarsusTumyanus
(Leal de Araujcet al, 2017).
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| IMateri al umd Met hode

3.1.Tierauswahl

Fur die hier vorliegenden Untersuchungen wurden 130 verschiedene

Papageienvogelus27 SpeziegTabelle 1)untersucht

Alle 130 Papageienvogelaren als Patienten in dlinik fir Vogel, Kleinsauger,
Reptiien und Zerfische der LudwigMaximiliansUniversitat Minchen im
Zeitraum zwischen Januar 2014 und Dezember 20i&tellig geworderoder in
diesem Zeitraum zur Sektion eingesandt wor@en 105 Papageienvogeln (80 %)
wurde ais tierschutzrechtlicheG@rindenund un®éhérgig von der vorliegenden
Studie nach klinischer Untersuchung eine Euthanasie der Vogaus
Tierschutzgrindefiir medizinischnotwendig erachtell7 einbezogen&'dgel (13
%) waren tot aufgefundenworden acht (6 %) verstarlen trotz intensiver

tierarztlicher Bemuhungen im Zeitraum der Behandlung

Tabelle 1: Auflistung der in der vorliegenden Studie untersuchten 130
Papageienvogel, nach Art, wissenschatftliciémmen der jeweiligen Anzahl und

mit Bornavirus infizierten Tiere
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Art WissenschaftlicherName | Anzahl Anzahl
gesamt | Bornavirus
positiv
Cacatuidae
Nymphensittich Nymphicus hollandicus 10 0
Inka Kakadu Cacatua leadbeaten 2 0
Rosakakadu Eolophus roseicapilla 1 0
Psittacidae
Wellensittich Melopsittacus undulatus 72 0
Kongo-Graupapagei Psittacus erithacus 15 7
Cyanoramphus

Ziegensittich novaezelandie 4 0
Unzertrennlicher Agapornissp. 3 0
Edelpapagei Eclectus roratus 3 0

Amazonaspecies
BlaustirnrAmazone Amazona aestiva 2 2
GranadaAmazone | Amazonahodocorytha 1 1
JamaikaAmazone Amazona collaria 1 0
KubaAmazone Amazona leucocephala 1 1
VenezuelaAmazone Amazona amazonica 1 0
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Ara species
Dunkelroter Ara/ Ara chloroptera
Grunflugelara 1 0
Gelbbrustara Ara ararauna 1 1
Grol3er Soldatenarg Ara ambiguus
Bechsteinara 1 0
Hahns Zwergara/ Diopsittaca nobilis
Blaustirnzwergara 1 0
Hybridara 1 1
Andere
Erzlori Lorius domicella 1 0
Grlner Poicephalus gulielmi
Kongopapagei 1 0
Prachtrosella Platycercus eximius 1 1
Rostkappenpapage Pionites leucogaster 1 0
Schwarzohrpapage Pionus menstruus 1 0
Sonnensittich Aratinga solstitialis 1 0
Sperlingspapagei Forpussp. 1 0
Stellalori/ Papualori Charmosyna papou 1 0
TimnehGraupapage, Psittacus imneh 1 0

44 der 130Papageienygel warenweiblich (34 %), 81 mannlich(62 %) und bei
funf (4 %) war das Geschlét nicht bekannt. Das Alter der Tienar bei 11387
%) der 130 Vogebekanntund variierte zwischen sechklonaten und 37,5 Jahren
(arithmetischeMittelwert 5,77 Jahren Dabei warenl3 Vogel (11,5 %) bis zu
einem Jahr altl8 Vogel (15,9%) Uber ein Jahr und bis inklusizevei Jahren alt,
45 Vogel (39,8%6) Uberzweiundbisinklusivefinf Jahre alt26 Vogel (23 %) Gber
funf Jahre bis inklusive 10 Jahre alt,\fégel (9,8 %) waren tber @ Jahre altBeli
17 Papageienvogel(l3 %), von denen jedoch nur ein Tier juvenil wasar das

genaudAlter unbekant.

Eine detaillierte Wersicht (ber die untersuchten Papageienvogeiit Alter,
Geschlecht, Euthanasiebegrinduraydee Erkrankungen auf3er Bornavifus
Infektionensowie der Entnahmezeit der Organproberzbis Beginn der Fixation
in ZamboniMedium Ausnahme Kongdsraupapageien(Psittacus erithacys
#33404und #5040, dies&6gel wurden in Formalin fixieJtist in derTabelleA

im Anhangdargestellt.

Bei 14 der 130 Papageienvogear eine Infektion mit Bornaviren nachgewiesen

(Tabelle 3. Davonwaren siebeiapageienvogeteiblich, sechs méannlich und ein

46




I1l. Material und Methoden

Tier mit unbekanntem Geschlecht. Das Alggr mit Bornaviren infizierten
Papageienvigelariierte zwischen sechs Monaten und 19 Jahren (arithmetischer
Mittelwert 7,41 Jahre), bei drei adulten Tieren war das genaue Alter unbekannt.
Dabei war ein Vgel (9 %) unter einem Jahr alt, zwgibgel (18,2%) Uber einem

Jahr bis inklusive zwei Jahre alt, ein Voge?® tiber zwei Jahreisinklusive funf

Jahre alt, vier Vogel (36,%) Uber finfJahre altbis inklusive 10 Jahrand drei

Vogel (27,3%) Uber 10 Jahralt. Die nachgewiesene Mindestinfektionsdauoet
Bornaviren (also derzeitliche Alstand zwischen Nachweis der Infektion und
Euthanasie oder Tod des Vogd®sy zwischen null Tagen (die Tiere verstarben,
bevor der Nachweis der Bornavirlisfektion vorlag) undt,25 Jahren.

Eine Ubersicht der klinischeDatender Bornavirugpositiven Papageienvogel mit
Art, Alter, Datum der Erstvorstellung in der Klinik, erster positiver
Bornavirusnachweis, Todestagd Mindestdauer der Bornaviruisfektion, sind in

TabelleB im Anhang dargestellt.

3.2.Probengewinnung

Die Durchfiihrung der Euthanagier Papageieder vorliegenden Studierfolgte
unter Allgemeinaasthesie alsinhalationsanasthesie mit Isofluran (Isa®jo
Albrecht, Aulendorf, Deutschlapdnittels IsofuraneVapor 19,3 (Dragerwerk AG
Lubeck, Deutschland)nd eineAnflutungmit 5 Volumen %n einerKopfkammer
In der Phase der allgemeinen chirurgischen Tolerdefiniertnach Korbelet al
(1998)durch einen Reflexscore mit 4 von 29 mdglichen Punkteriafvgsamter,
aber vollstandiger Kornealreflex, unvollstandige Mydriasis und Pupillenreflex auf
Lichteinfall) erfolgte eineintraventse Injektion von T61W(irkstoffe: 200 mg
Embutramid, 50 mg Mebezonium und 5 mg Tetra¢fydrochloridpro ml, MSD
Animal Hedth, Unterschleil3heim/ KolnDeutschland)n der Dosis von 0,8l bis
2ml pro Tier.

Die Zeit vom festgestellten Todeszeitpunkt der Papageiehvbgge zur
Gewebeentnahme uidkrbringung des Kopfes iambonifixierlosung betrug bei
42 Vogeh (32,3%) zwischen 15 und@Minuten,bei 36 Vdgeln (27,%6) tber 30
Minuten bis inklusive 60 Minuten, bei 11 Vogeln (848 Uber 60 Minuten und bis
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inklusive 120 Minuten untei 41 Vogel (3X46) betrug sie mehr als 120 Minuten.

Da 17 Tiere morgens tot in d®atienen-Boxen aufgefunden wurden, ist hier eine

genaue Angabe zum Todeszeitpunkt und der folgenden Verarbeitungszeit nicht

maoglich. Zur Vereinheitlichung wurde bei diesen Proben Mitternacht als

Todeszeitpunkt festgelegt.

Allen Papageienygeh wurde unverziglich nach der Euthanasiebei tot

aufgefundenen Vdgeln so schnell als mdgliohder hauseigene Pathologiedie

Hardersbe Drise entnommen Da bei den meisten Tierendie Glandula

membranae nictitantisufgrund des umfangreichen retrobulbaren Fettgewebes

nicht identifizierbar und so eine isolierte Entnahme nicht méglich war, wurde die

Hardersche Drisén der Regelzusammen mit dem periokularen Gewebe

entnommen undin ZamboniFixiermedium ( s i e h e

Kapitel 3.

Fixiermedium) fixiert. Als nachsteswurde der Tierkérper dekapitiert und der

Schadel mediamnit einem Messer gespalten. Dann wurdié der Spitze eines

frischen Sklpells der rostrale Bereich eindbehirnhalfte abgestochen und

herausgehoben.i®so entstandene GehirngewehlsehatteMindesmalie von 0,5

x 0,5x 0,5 cm. Sie wurde zusammen mit Gewepeben von Leber und Darm

(inklusive Pankreas) die mittels Scherenschlag gewonnen wurdenit den

Mindestmal3en von jeweils 0360,5x 0,5cminach Organen getrenrih eine 6

Loch-Platte verbracht und bis zur weiteren Bearbeit{mplekularbiologisch

mittels PCR) bei -80 °C eingefroren. Der restlich&opf wurde in Zamboni

Fixiermediumkonserviert.

In der Regel lag der gesamte Tierkdrper zur Untersugivor, lediglich bei drei

Vogelnkonntennur Proben der Harderschen Drusetnommen werdefTabelle

2).

Tabelle 2: Ubersicht Uber die Papageienvogel, von denen nicht der gesamte

Tierkorper

Zur

Untersuchung

vorlag mit

Angabe

des vorhandenen

UntersuchungsmaterialslD, Hardersche DriseX = vorhanden

VeteraNr. Tierart HD rechts HD links
32778 Edelpapagei X X
36790 Erzlori X
38038 Soldatenara X X
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Alle Tiere der vorliegenden Studiewurdenin der klinikeigenen virologischen
Abteilung molekularbiologisch auBornaviren untesucht.Die Diagnostikwurde
freundlicherweise von den Mitarbeitenen der Abteilungdurchgefiihrt.Dazu
wurde eine im Vorfeld enthommene Blutprobe mitieldSA zum Nachweis von
BornavirusAntikérpern wie bei Hogemann (2018) beschriebemntarsucht(bis

auf die Bormvirusinfizierten Vogel #3434%37929, #38763sittacus erithacys

und #37676Amazona aestiyafir die keine Blutproben verfliigbar wareByidem
durchlief eine gepoolte Probe jedes Papageienvogels aus den zwischenzeitlich
tiefgefrorenenGewebeproben vo®ehirn, Leber und Darr{inklusive Pankreaks

nach Reverser Transkripti@owohleine RT-PCR Honkavuoriet al, 2008 als

auch eine konventionellBCR Kistler et al, 2008. Durch Sequenzierung den

der konventionellen PCR erhaltenen Produkte erfolgte die ldentifizierung von
Virustyp PaB\}2 oder PaBVA.

3.3. VerwendeteChemikalien

3.3.1.Alkoholreihe

Losungen Chemikalien (Hersteller)
Clearant(AppliClear |AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Xylol-Ersatz)

Xylol p.A. Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Alkohol 100% Ethanol 9%% (V/V) vergallt CLN, Freising,
Deutschland)

Alkohol 96 % verdunnt mit Aqua demiraus Ethanol 9% (V/V)
vergallt(CLN, Freising, Deutschland)

Alkohol 80 % verdunnt mit Aqua demiraus Ethanol 9% (V/V)
vergallt(CLN, Freising, Deutschland)

Alkohol 70% verdunnt mit Aqua demiraus Ethanol 9% (V/V)
vergallt(CLN, Freising, Deutschland)

Alkohol 50% verdinnt mit Aqualemin aus Ethanol 996 (V/V)
vergallt(CLN, Freising, Deutschland)

Aqua demin hier: VE-Wasser (vollentsalzt)
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3.3.2. ZamboniFixiermedium

LOsungen

Chemikalien (Hersteller)

SorensefPuffer

Di-NatriumhydrogenphosphaigHP Qs (Carl Roth
GmbH + CoKG, Karlsruhe, Deutschlapd

H-O

Kaliumdihydrogenphosph@KH2PQy) (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland)

Natronlauge laOH), 25%ig und 50%idgCarl Roth
GmbH + CoKG, Karlsruhe, Deutschland

22,399 NgHPOQy + 2 HO und 408 g KH2POy in 800
ml Aqua deminldsen

mit konzentriertem NaOH auf pM/ert 7,45 einstellen

mit Aqua deminauf 1000l auffillen

Paraformaldehyel extra pure (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland)

gesattigte Pikrinsaure (Picric Aelolution 1,2%,
AppliChem,Darmstadt, Deutschland)

40 g Paraformaldehyd und 858 SorensetPuffer bei
100°C auf dem Magnetruhrer ein bis zwei Stunden
rahren, bis die Losung Klar ist

bei Zimmertemperatur abkihlen

150ml Pikrinsaure (1,2/6) zugeben

zur langeren Lagerung Aliquots zu80-90 ml
einfrieren

3.3.3. Standartirbung HamatoxylirEosin

LOsung

Chemikalien (Hersteller)

Hamatoxylin

Hamatoxylin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschlajd

Natriumjodat (Na®s) (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschlanil

Kaliumaluminiumsulfat DodecahydraMerck KGaA,
Darmstadt, Deutschlahd

Chloralhydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Zitronensaure MonohydraiMerck KGaA, Darmstadt,
Deutschlanil

1 g Hamatoxylin in 1000nl Aqua deminlésen, 200
mg Natriumjodat (NaJ¢) und 50g Kalialaun in der
Hamatoxylinlosung unter Schutteln I6sen; die so
erhaltene L6sung soll blauviolett sein.

509 Chloralhydrat (Stabilisator) undd.Zitronensaure
zugeben

Farbumschlag nach rotviolett

Eosin

Eosin G Merck KGaA, Darmstadt, Deutschlapd
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Eisessig Merck KGaA, Darmstadt, Deutschlahd

0,1% Eosinlésung

1 g Eosin in 100nl Aqua deminldsen.

Vor GebraucH:10 verdiinnen und pro 1060 1
Tropfen Eisessig zugeben.

3.3.4.Spezialfarbungen

3.34.1. Immunhistochemische Farbung Bornag

LOsung

Chemikalien (Hersteller)

PBSPulver

Dulbeccds PBSohne Ca2+/ Mg2<Trockensubstanz|
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Stamnibsung: 477.75g PBBulve + 5 Liter Aqua
demin

Gebrauchi$sung: 500ml PBS(10x Stamnbsung)+
4,5 Liter Aqua demin pH auf 7.4 einstellen

H>O2

Wasserstoffperoxid 3% (Carl Roth GmbH + CKG,
Karlsruhe, Deutschland

Ziegerserum

GoatSerum, sterileiftered (Biowest Nuaille,
Frankreich

Primarantikorper
Bornavirus

Anti-PaBV-2-Nukleoprotein (rekombinant),
Kaninchenpolyklonal, zur Verfiigungestellt von
Prof. Dr. B. Kasperseterinarwissenschaftliches
Department, Institufiir Physiologie, LMU Minchen)

Antikdrperstammlésun

Ansatz: 40ml PBS 1fach + 2nl Ziegerserum+ 40pl
10% NaNs

Sekundéarantikorper

Biotinylated AntiRabbit IgG (H+L) (made in Goat)

Bornavirus 1,5 mg (Vector Laboratories Inc., Burlington, CA
USA)
ABC-L6sung Vectastain ABCKit (Firma Biozol Diagnostica
Vertrieb GmbH, EchingDeutschlanyl
DAB 3,3-Diaminobenzidin DAB-Puffertabletteritr die

ImmunhistochemieMerck KGaA, Darmstadt,
Deutschlanyl

eineTablette auf 15 ml Aqua demjmrmindestens eing
Stunde riaren unter Lichtabschlusariter einer
Pappbox), prtionsweise abflillen + einfrierebei
Verwendung pro Inl 3pl H202 30 % zur Aktivierung
dazu geben
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3.34.2. Immunhistochemische Farbungll3Tubulin

Lésungen Chemikalien (Hersteller)
Citratpuffer Citronensaur€sHgO7 (Carl Roth GmbH + CKG,
X863.2,Karlsruhe, Deutschland

10,59 Citronensawg + 5 Liter Aqua deminpH auf
6.0 einstellen

PBS Dulbeccds PBSohne Ca2+/ Mg2+
(TrockensubstanZBiochrom GmbH L182-50,
Berlin, Deutschlanyl

Stamnmosung: 477.75g PBBulve + 5 Liter Aqua
demin

Gebrauchi®sung: 500nl PBS (10xStamnidsung)+
4,5 Liter Aqua demin pH auf 7.4 einstellen

Primarantikorper | Anti-[3-111 -Tubulin, MausMonoclonal, IgG2a

(111 -Tubulin Fraktion (abcamAB 78078,Cambridge, MA, USA
Ziegenserum Normal Goat SerumMector Laboratories$-100Q
BurlingamenCA, USA)
H202 Wasserstoffperoxid 3% (Carl Roth GmbH + Co.

KG, 8070.4 Karlsruhe, Deutschland

Sekundarantikdrper | BiotinylatedAnti-MauslgG (H&L), Affinity Purified,
111 -Tubulin Made in GoatVector Laboratories3A-920Q

Burlingamen, CA, USA

ABC-L6sung VectastairElite Kit (Vector LaboratoriesPK-6100,

Burlingamen, CA, USA

DAB 3,3Diaminobenzidin

DAB+ Substrat PufferAgilent Technologie$&smbH

& Co. KG, DAKO, K3468 Waldbronn, Deutschlano

DAB+ Chromogen (Stock)Agilent Technologies

GmbH & Co. KG DAKO, K3468,Waldbronn,

Deutschlanyl

28 ul DAB Stock + 1372ul DAB Substrat

3.4. Anfertigung histologischer Préaparate

Die kompletten Kopfeder Papageienviogeinussten vor der histologischen
Verarbeitung entkalkt werdeHierzu wurdeOsteosoft mild decalcifiesolution for
histolog@® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) verwendebDie
Entkdkungsdauewurdeindividuell festgelegtJe nach Klzifizierungszustand und

GrolRe des Praparates konnte es zwischen wenigen Tagen und mehreren Monaten
dauern, bis die Praparate weiter zugeschnitten und eingebettet werden konnten. Bei
grofRen Tiererfwie z. B. Aras) oder auch Papageien mit einem besondérssten
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Schnabelhorn (wie. B. den Amazonengrfolgte eine Abtrennung des Schnabels
mit  einer  oszilierenden  S&ge (Elektonik  Power  Autopsiesége,
230Volt/50Herz/500Watt, 65624000 Schwingungen, Deutschlandach den
ersten Entkalkungsmediumwechseln, dendSchadel erweicht hatteam den
weiteren Entkalkungspzess zu beschleunigen. Zur Beurteilung des
Entkalkungsgades wurden Rontgenldder (Gierth HF 400 A mit
Anatomieprogramm, High Frequency DiagnostidRdy Unit, Roéntgenrohre XD4

120, Riesa, Deutschldhmit einer Spannung von 44/ und 3,45mAs Energie bei
einem FilmFokusabstand von 8fm auf Rontgenplatten (Agfa CR HD 5.0 FLFS
Directrix microspot Exam, Agfa Health Care NV, Mortsel, Belgianyefertigt.
Nach Entwicklung der Bilder erfolgte dievisuelle Auswertung mit
Vergleichsbildern der vorherigen Woche, um den Verkalkungszustand der
Praparatsteile zu beurteilen. Bei zweimal in Folge fetdandveiteren
Entkalkungserfolgemurde mit der histologischdintwasserung unlinblockung
begonnen. In ariierenden Abstanden wurde eWechsel der Entkalkerlésung
durchgefuhrt, hierzu wurde die verbrauchte Entkalkerldsung abgegossen und neue
Flissigkeit in den Behalter mit dem zu entkalkenden Papageienkopf gageben
darauf geachtet, dass der Kégpimplettvon Entkallerflissigkeit bedeckt war

Der Zuschnittder entkalkten Papageienkdpdefolgte je nach Grolle der Tiere
untersciedlich und wie folgend beschrieben in zwei bis drei Gewebeblocke pro
Kopfhalfte und somiin vier bis sechs Gewebebldocke pro Kopéindchst wurde

bei allen Tieren der gesamte Schadel median halbiert und das Schnabelhorn kaudal

der Nasenldcher abgesetzt.

Bei Wellensittichen, Nymphengchen und anderen kleinen Papageienvigsla

z. B. Ziegensittichen und Unzertrennlichen, wurden zwei Gewebebltcke pro
Kopfseite angefertigt. Der erste Geweloek enthielt das Schadelgewebe bis zur
rostralen Kante der Augenhohle, der zweite Gewelokb die kndcherne
Augenhdhle it den kompletten erhaltenen Weichteilgewebestrukturen, die sie

umgaben.

Bei groRerenPapageieviogeln wie z. B. Graupapageien, Amazonen und Aras,
wurden drei Gewebebldcke pro Kopfhalfamgefertigt. [@r erste Gewebédck

enthielt das Schnabalnd Schadelgewebe bis zostralen Kante der Augenhoéhle,
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der zweite Gewelldock die Scheibe von der rostralen Kante der Augerdnbig
zum Ende der Nasenhohle, der dritte Gewebebldiek kaudale Halfte der
Augenhdhle und Anteile der Sakgihohle, eventuell mit Gehirn.

Dann wurden die Gewebebltcke bei&miten bei Bedayimeistens bei den sehr
grof3en Tieren wie B. Aras,nochmalsan den Kantezugeschnitten, damit sie in

die histologischen Einbettkassetten (Mal3e 3 x 2,6 cm, Einbettkassetten weil3 0,5
cm hoch, Megakassetten 1 cm hoch, beide MEDITE GmbH, Burgdorf,
Deutschlad) passtenDie Einbettungerfolgtestetsso, dass die rostraldacheder
Gewebestickals Anschnittflache im spateren Blogkrlag Die Gewebebltcke
wurden in die histologischen Einbettkassetten eingelegt und dann mit dem
zugehorigen Deckel verschlossBriese wurderin einen Entwasserungsautomaten
(Spin Tissue Processor Microtom STP 120, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) uberfuhrt, dort maschinell entwassert und mit PargffissueTek 1|
Paraffin, Sakura Finetek, Europe, BV, Alphen aan digm Rolland) durchtrankt
(Tabelle 3.

Da bei den separat entnommenpariokubren Weichteilgewebestiicken mit
Harderschen Drisen ein Entkalken nicht notwendig war, wurden diese nach
frihestens zwei Tagefixierdauer aus dem Zambosttixiermedium in ihrer
histologischen Einbettkassetia den Entwasserungsautomatébeafihrt und
ebenso wie die entlekbn Gewebeblocke nach Protokfllabelle 3 automatisch

paraffiniert. Die einzelnen Schritte sindTabelle 3dargestellt.

Tabelle 3 Schritte zurParaffinierung der entkalkten Gewebi#ikde und der
Weichteilgewebe mitlarderschen Drisen i8pin Tissue Processor Microtom STP
120 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US#Ijt durchlaufenenMedium
und Zeitdauer.

Medium Zeitdauer

Leitungswasser 60 Minuten
Alkohol 70% 60 Minuten
Alkohol 70% 120Minuten
Alkohol 96 % 60 Minuten
Alkohol 96 % 60 Minuten
Isopropanol 1006 60 Minuten
Isopropanol 1006 60 Minuten
Clearant (XylolErsatz) 60 Minuten
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Clearant 60 Minuten
Clearant 60 Minuten
Paraffin 50 Minuten
Paraffin 50 Minuten
Paraffin 60 Minuten
Paraffin 80 Minuten
Gesamtdauer \ 15 Stunden

Das Ausgiel3en und Aufblockerfolgte manuethm EinbettautomateffissueTek
Embedding ConsoleModel 4593, Sakura, Bayer Diagnostics, OrEqurnai,
Belgien).Zuerst wurderlie Ausgiel3férmchen aus Stahlbleg@hssueTek, Sakura,
Bayer Diagnostics, Orcq Tournai, Belgidn$ zur Halfte der Form mit fliissigem
Paraffin gefulltund dann daswie oben beschrieben vorbehandét@paratmit
einer Pinzettso platziert, dass es gerade amtderspatererAnschnittflache neh
untendurch Auflegen des Ausgiel3férmchens auf Highlplatte kurz anfixiert
werden konnteDer Deckelder zugehérigehistologischen Einbettkassetieirde
waagerecht auf den Rand des Ausgiel3férmcheraufgelegt und das
Ausgielbrmchenaus Stahlblechmit dem aufliegenden Einbettkassettendeckel
vollendsbis zum oberen Ranehit Paraffin gefillt undauf die Gefrierplattedes
Einbettautomatengestellt. Da dasabkihlende Paffin absacke, wurce das
Ausgiel3férmchen aus Stahlblemmeut mit Paraffin nachgefullt, bis der Boden des
Deckels der Einbettkassettéllig mit Paraffin bedeckt bliebWwenndas Paraffin
vollig erkaltet way wasje nach GroRewischen funf und zehMinuten dauerte,
wurde der so entstandene Block aus dem Au§ijieighen aus Stahlbleclgelost.
Die Blocke wurden bis zur Weiterverarbeitungj Raumtemperatgelagert

Von den fertigenerkaltetenBlécken wurdemmit einem SchlittenmikrotonSM
2000 R, Seriennummer 418EICA, Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland)
Schnitte von 4um bei weichem Gewebhavie Gehirn und Harderscher Driigeit

den MicrotomklingerFeather Microtome Bladstainless Steel R3fpfm medical

AG, Koln, Deutschlandangefertigt. Fur die gemischten Gewebe, die auch feste
Strukturen enthielterwie das Gehirn mit entkalktem umgebendem Schadel oder
den Nasenhdohlen, wurdenit den MicrotomklingenFeather Microtome Blade
stainless Steel N35HRfm medical AG, Koéln, Deuts¢aind) Schnitte mit einer

Schnittdicke voré um bis zu 10um angefertigtum einem Zerrei3en der Praparate
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entgegenzuwirkerDabei wurde so dinn wimoglich, je nach Erhalt des Gewebes
und des Blockinhaltesgeschnitten, ohne jedoch den Gewebezusmmenhsilt de
Schnittes zu gefahrdenin Tabelle C im Anhang sind die angefertigten

Schnittdicken bei den einzelnen Tieramd den einzelnen Blocken aufgefuhrt

Dafur wurden die Anschnittflachen deltBke, die Weichgewebe wie Gehirn oder
ausschlieBlich Drisengewebe enthielterunachst funf Minuten auf einer
Kuhlplatte (Kuhlplatte COP 30, medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland)
auf 0 °C gekuhlt Blocke, die hauptsachlich Schadele enthielten, wurdenicht
gekuhlt, da dieser Vorgang sich negativ auf die Schneidbarkeit des Gewebes
auswirkte Dann wurde mit dem Schlittenktotom von den Blocken solange
Material abgeschnitten, bis eine gro3flachige Praparatanschnittfiéshe diesem
Block aufgesuchten Gewebes erreicht waas respiratorische Epithel wurde

dem Block der Nasenhéh&ufgesuchtEbenso wurde die Nasendriise Bareich

der Nasenhohle untersucltie Tranendriise und die Hardersche Driise wurden in
den AugenhohleBlécken geacht,wobei dieGlandula membranae nictitantisei
manchen Tieren durch separate Entnahme in einem einzelnen Block dag.
Orientierung der einzelnen Gewebeblocke wurde stets so gewahlt, dass eine
Schnittfhrung von rostral nach kaudal erfolgte. Eine Ausmalvifdeten die
Blocke, in denen exemplarisch das olfaktorische Epithel aufgesucht wurde. Hier
erfolgte die Einbettung in den Block mit der mediaR&iche als Anschnittflache,

es wurderBerienschnitt@ach lateral abgetragen

Alle Schnitte wurden mittelsassenBlumenseidenpapierstreifen von der Klinge
des Schlittenmkrotoms abgehden und zur Streckung in ein 48 (Ausnahme
Gehirn: nur 42°C) warmes WasserbadMasserbadModel HI 1210, LEICA,
Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschlamai} destilliertem Wasser gebracht.
Dann wurden & Schnitte aufObjekttrager (medizinische Objekttrager mit
einseitigem farbigem Mattrand26 x 76 mm, 11,2 mm stark, medite
Medizintechnik Burgdorf, Deutschlanylaufgefischt.

Mittels einer LabotStereolupemit Durchlichtbeleuchtung wurden diSchnitte
dahingehend untersucht, ob sie das in dieser Studie zu untersuchende Gewebe
enthielten. War dies nicht der Fall, werdjeweils weitere 10 Schnittel@ um vom

Block abgetragen und erneut, wie oben beschriaimsh dem zu untersuchemd

56



I1l. Material und Methoden

Gewebe gesehen. Unter Umstanaamrde der Vorgang so lange wiederholt, bis
sich das zu untersuchende Gewebe auf dem Objekttrager wefander Block
ohne das Auffinden von dem zu untersuchen@ewebe aufgearbeitet war. Nach
Auffinden des zu untersuchenden Gewebeslen weitere 10 Schnitte angefertigt
und alle zehn Objekttrager der weiteren histologischen Verarbeitung zugtirhrt.
Darstellung des olfaktorischen Epithels mit Riechnerwemden Serienschnitte
nach lateral abgeagen und Schnitte vom Beginn des Erscheinens des Riechnerven
bis zu seinem Ende auf Objekttrager aufgezodé. die Schnitte, die einer
immunhistochemischen  Farbung  zugefuhrt werden sollten, wurden
SuperfrostPlus® Objekttrager (3525 mm, Thermo Scieific, Menzel Glaser,
Braunschweig, Deutschland) verwendatr Trocknungwurdenalle Objekttrager

30 Minuten auf einem Objektiyarstander auf einer Heizplattdgjzplatte, Typ
3P13, MEDAX, Nagel GmbH, Kiel, Deutschlaniogi 48 °C getrocknet und dann
Uber Nacht bei 48°C im TrockenschrankUTI2P, Thermo Fisher Scientific,

Haereus Instruments, Hanau, Deutschlayedagert

Am né&chsten Tag wurdeaus den zeh8chnitten die vier Schnitte ausgewahldie
das gesuchte Gewebe am groR3flachigsten enthieltekeimel technischen Defekte
sowie den besten Gewebeerhaltfwiesen und mit HamatoxylirEosin gefarbt
(Tabelle 4. Das Eindecken erfolgte mit Eukitt@hem. O. Kindler GmbH & Co,
jetzt ORSAec GmbH, Bobingen, Deutschlandijd mit Deckglasern (23,& 50
mm#1, 0,130,17mm, medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland).

Tabelle 4 Arbeitsschritte zur Farbung mit Hamatoxykwosin.

Medium Zeitdauer Bemerkungen
Xylol 10 Minuten
Xylol 10 Minuten
Xylol + Alkohol 100% 5 Minuten im Verhaltnis 2:1

Alkohol 100% 3 Minuten
Alkohol 100% 3 Minuten
Alkohol 96 % 3 Minuten
Alkohol 80% 3 Minuten
Alkohol 70% 3 Minuten
Alkohol 50% 3 Minuten
Aqua demin 3 Minuten
Hamatoxylin 7 Minuten

Aqua demin 3 mal eintauchen

57



I1l. Material und Methoden

Leitungswasser 10 Minuten flieBend
Aqua demin 3 mal eintauchen
Eosin 5 Minuten wassrig, 0,26
Aqua demin 3 mal eintauchen
Alkohol 70% 3 mal eintauchen
Alkohol 80% 3 mal eintauchen
Alkohol 96 % 1 Minute
Alkohol 100% 2 Minuten
Alkohol 100% 2 Minuten
Xylol + Alkohol 100% 5 Minuten im Verhaltnis 2:1
Xylol 10 Minuten
Xylol 10 Minuten
eindecken mit Euk®

Unter demAxiophot Fluoreszenz Phasenkontrast Mikroskop #5&%&| Zeiss,
Jena, Deutschlandyurdenauf den gefarbten Schnitt@ereiche ausgewabhlt, die
daszu untersuchend&ewebe gut reprasentien. Diese Bereiche wurden dann
unter der Verwendung von benachbarten, noch ungefarbten Schmiteden

nachfolgend beschriebenen Farbungen genauer urtersuc

Zum Nachweis von Bornavire&ntigen wurde ein polyklonaler Ani?aBV-N-
ProteinrAntikdrper aus dem Kaninchemerwendet (Kaspers, 2018, personliche
Mitteilung). Die Schritte der immunhistochemischen Farbung sindahelle 5

zusammagefasst.

Tabelle 5 Arbeitsschritte zum immurhistochenischen Nachweis von PaBN-

Proteinin histologischerSchnittervon Papageienvdgeln

Medium Zeitdauer Bemerkungen
Xylol 5 Minuten
Xylol 5 Minuten
Isopropyl + Alkohol 100% 5 Minuten im Verhaltnis 2:1

Alkohol 100% 2 Minuten
Alkohol 100% 2 Minuten
Alkohol 96 % 2 Minuten
Alkohol 80 % 2 Minuten
Alkohol 70% 2 Minuten
Alkohol 50 % 2 Minuten
Aqua demin 3 Minuten
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H202 0,3% 13 Minuten Stammldsungnit PBS
1fachverdinnt
PBS 1fach 3 mal eintauchen
Ziegerserum 3% 45 Minuten Stammldsungnit PBS
1fachverdinnt
Primarantikdrped.:1000 Uber Nacht verdunnt in
Antikorperstammlosung
Inkubation bei 4°C
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
Sekundaratikdrper 1:200 60 Minuten Verdunnt mit PBS 1fac
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
ABC-Kit: Lésung A und B 60 Minuten jeweils1ml PBS 1fach
+ 10ul A + 10ul B
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
DAB 10 Minuten Toxisch!(Handschuhe)
(3,3',4,4' Tetraaminobiphenyl
tetrahydrochloril
Leitungswasser 3 mal eintauchen
Mayers Hamalaun 5 Sekunden
Aqua demin 3 mal eintauchen
Leitungswasser 10 Minuten flieRend
Aqua demin 3 mal eintauchen

Alkohol 70%

3 mal eintauchen

Alkohol 80%

3 mal eintauchen

Alkohol 96 % 1 Minute
Alkohol 100% 2 Minuten
Alkohol 100% 2 Minuten
Alkohol 100% + Isopropyl 5 Minuten Verhaltnis 2:1
Xylol 10 Minuten
Xylol 10 Minuten

eindeckemit Eukitt®

Um den Riechnerven im Bereich dedfaktorischen Schleimhautlazustellen

wurden einige ausgewahlte Serienschnitte nmbmunhistochemischer -3l -

TubulinrFarbung bearbeitet
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Die Arbeitsschritte der -BI-TubulinFarbung (Tabelle ¢ entsprackn
weitestgehend dem der immhistochemischen Farbung ZDetektion von PaBV
N-Protein Hier wurde abezusatzlichnach dem Entparaffinierasin Kochvorgang

in Citratpufferdurchgefiihrt, um die Zellmembranpermeabiliiés Gewebes zu

verbessern

Tabelle 6 Arbeitsschritte der {RI-TubulinFarbury zum Nachweis der

Riechnervenm Bereichder Riechschleimhaut von Psitiden

Medium Zeitdauer Bemerkungen
Xylol 10 Minuten
Xylol 10 Minuten
Xylol + Alkohol 100% 5 Minuten im Verhéltnis 2:1
Alkohol 100% 3 Minuten
Alkohol 100% 3 Minuten
Alkohol 96 % 3 Minuten
Alkohol 80% 3 Minuten
Alkohol 70% 3 Minuten
Alkohol 50% 3 Minuten
Aqua demin 3 Minuten
Citratpuffer 10 Minuten kochen (in der
Mikrowelle, bei 638Wait
PBS 1fach 5 Minuten
PBS1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
Stammlésungerdinnt
Ziegerserum 3% 60 Minuten mit PBS 1fach
Primarantikorper Uber Nacht Stammldsungerdinnt in
1:1000 5 % ZiegenSerum mit
PBS 1fach
Inkubation bei 4°C
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
H2020,3% 30 Minuten Stammlésungerdinnt
mit PBS 1fach,
unter Lichtabschluss
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
Sekundéarantikorper 60 Minuten Stammlésungerdinnt in
1:200 5% ZiegenSerum mit
PBS1fach
PBS 1fach 5 Minuten
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PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
ABC-Kit: Losungen A 60 Minuten Stammlésungerdunnt
und B 1:50 mit PBS 1fach
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
PBS 1fach 5 Minuten
DAB 10 Minuten Stammlésungerdunnt
(3,3-Diaminobenzidii 1:50 mit PBS 1fach,
toxisch!
Leitungswasser 3 mal eintauchen
Aqua demin 5 Minuten
Mayers Hamalaun 45 Sekunden
Aqua demin 3 mal eintauchen
Leitungswasser 10 Minuten flieRend
Aqua demin 3 mal eintauchen
Alkohol 50 % 3 Minuten
Alkohol 70% 3 Minuten
Alkohol 96 % 3 Minuten
Alkohol 96 % 3 Minuten
Alkohol 100% 3 Minuten
Alkohol 100% 3 Minuten
Alkohol 100% + Xylol 5 Minuten im Verhaltnis 2:1
Xylol 10 Minuten
Xylol 10 Minuten
eindecken miEukitt®

Die gefarbtenSchnitte,die das zu untersuchemdsewebe am besten darstellten,

wurden fur die Fotodokumentation ausgewahlt. Photographien wumiteder

HAL 100 (12 Volt max 100 W, 447219, 103885, Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

gekoppelt an dasAxiophot Fluoreszenz Phasenkontrast Mikroskop #5&%al

Zeiss 451887 Jena, Deutschlandnit PlanNeofluar Objektiver(5x/0,15, b 0, 17,
4403201 0x/ 0, 30, B 0,17, 440 uUBdOMitderSoftwdrdd , 15, D
AxioVision (VersionAAxi o Vi sion Speci al Edi-tion 64
2 0 1 FQari Zeiss, Jena, Deutschlandngefertigt Die Photographien wurden

unter Verwendung einegfachvergroRernde®bjektives erstellt oderei grol3en

Praparaten, in einer geringeren Vergré3erung angefertigt und duch
Detailaufnahmemit dem 2@ach vergroRernde®bjektiv erganzt.Es erfolgte

keine Beabeitung der Fotgsum ein realistisches, unoptimiertes Bild der im
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Labordltag angefertigtenPraparatezu erhalten Damit sollte eine bessere
Vergleichbarkeitmit Praparaten, die im Labor selbst angefertigt werdenmit

dem optimierterBildmaterial aus Lehrblichern gelréeistetwerden.
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IV. Ergebnisse

| VEr geleni s s

Durch die HamatoxylisEosinFarbung (HEFarbung), die das in der Histologima
haufigsten verwendete Standaedahren ist, werden saure, basophile Strukturen
blau gefarbt und alle basischen Anteile rot. Dadurch stellbrveicallem Zellkerne

mit ihrer enthaltenen Desoxyribonukleinsdure (DNA) und das raue
endoplasmatische Retikulum (rER), welches mit Ribosomen besetzt ist, blau dar.
Die Interzellularsubstanz und basische Anteile des Zytoplasmas farben sich im
Gegensatz da rot(Sinowatz & Rodler, 2001

Das respiratorische Epithel wurde auf @emcha nasalis mediseurteilt, wenn es

die Qualitat der Erhaltunges Gewebes ermdéglichte. Vollmerhaus & Sinowatz
(2009 beschreiben dieConcha nasalis medials grof3te Nasenmuschedie
schneckenhausformig nach ventral eingerollt ist. Bei den in dieser Studie
untersuchten Papageienvigeln konnwetseine Einrollung nach ventral und
zusatzlichnachdorsal beobachtet werden, allerdings evedtie Windungn nicht
sostarkausgepragt wie bei Sdugetieren.

3.1. Respiratorische Schleimha&ggio respiratorig
3.1.1. WellensittichNlelopsittacus undulatys

Die Auskleidung der Nasenhohl®estand beim Wellensittich aus einem
mehrreihigen, hochprismatischerFlimmerepithel mit zahlreichen meist
mehrzelligen exokrinen, endoepithelialen, mukésen oder mukoazindren Drisen
und moglicherweise auch mit einzelligen Becherzglldrb. 1a, b). Wahrend alle
Epithelzllen der Basalmembran aufsaf3@meichien nicht alledas freie Lumen der
Nasenhodhd. Dadurch lagemicht alle Kene auf der gleichen H6h&Venn eine

Zelle die Oberflache und somit das Lumen der Nasenhdhle eeeildnn trugie
Kinozilien. Die schleimabsondernaleDriisenzellen im Epithel sal3emt ihrem
basalen Anteil fast vollstandig der Basallamina auf.

Die Concha nasalis mediawurde am konvexen Teil der Windung, vor allem im

Randbereich, in ddramina propria mucosaeon vielen Blutgefalen durchzogen.
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Bei Wellensittich #19995 waren diese deutlich zwearien, da sie hochgradig mit
Erythrozyten angefullt waren (Abb. 1a). Das respiratorische Epithel auf der
konkaven Flache der Windung oder d8eptum nasvar dagegen nur gelegentlich

von Gefalden unterlagert, die nicht so voluminés ausgebildet warérdte eine

weniger stark ausgebildet@amina propria mucosa@\bb. 1b).

Abb. 1 a) Wellensittich #19995, respiratorisches Epithel au€onchanasalis
mediaund Septum nasiErythrozytenansammlung im Endbereich derConcha
respiratorisches Epithel mt mukésen Drusen (1), Hyaliner Knorpel (2),
Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) respiratorisches Epithel mit untergelagerter
Lamina propria mucosaeanit Fibrozytenauf der konvexen Seite der Windung
der Concha nasalis media (1), intraepitheliale, mukdse Drisen im
respiratorischen Epithel auf der konkaven Seite der Windung derConcha

nasalis medig2), Hyaliner Knorpel (3), Farbung Hamatoxylin-Eosin

3.1.2. NymphensittichNymphicus hollandicys

Auch bei Nymphensittichen lieich eine Einrollung de€oncha nasalis media
nach ventral und dorsal beobacht®or allem an der konvexen Flache war der
respiratorischen Schleimhaut eine Grof3zahl von Gefadgargelagert. Der
Aufbau des Gewebes entsprach dem beim Wellensittich. Bei Nymphensittich
#25693 konnte eine Fullung der Geféal3e mit Erythrozyten beobachtet werden (Abb.
2a), diese war jedoch nicht so stark ausgepragt wie bei Wellensittich #19995 (Abb.
1b). Dafur konnte beiNymphensittich#25693 deutlicher die Anzahl und die
Verteilung der BlutgefaRe um die ganze Windung @encha nasalis media

dargestellt werden (Abl2a). BeiNymphensittich #3480 konnte ein&kuptur der
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GefalBwand und die Freisetzung @athaltenen Erythrozytedargestellt werden
(Abb. 2b).

Abb. 2 a) Nymphensittich #25693, respiratorisches Epithel an konvexer Seite
der Windung der Concha nasalis media unterlagert von zahlreichen
Blutgefallen die mit Erythrozyten angefillt sind, Farbung Hamatoxylin-
Eosin, b) Nymphensittich #34580 respiratorisches Epithel, 1: Ablésung der
Lamina propria mucosaevom Knorpel, durch Ruptur der Blutgefal3e

Ablagerung von zahlreichen Erythrozyten, Farbung HamatoxylirEosin

3.1.3. ZiegensittichQyanoramphus novaezelaad)

Auch beim Ziegensitth war eine ventrale und dorsale Windung deoncha
nasalis mediau beobachten. Der Aufbau des reafarischen Epithels entsprach
dem beim Wellensittich. Die Untagerung mit Blutgefalen mit der

zahlenmaRigen Haufung und dem groReren Lumen an der konvexen Flache der

Concha nasalis mediar auch bei diesé/ogelart zu finden (Abb. 3b).
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Abb. 3 a) Ziegensittich #38035respiratorisches Epithel (1), Nasendriise mit
groBlumiger Sekretfullung (2), begleitet voneinemNerv (4) und Blutgefalien
(3), Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) Ziegensittich #30668respiratorisches
Epithel (1) unterlagert von zahlreichen Erythrozyten an konvexer Flache der
Windung der Concha nasalis mediaespiratorisches Epithel (2) an konkaver
Seite der Windung,Hyaliner Knorpel (3), Farbung Hamatoxylin-Eosin

3.1.4. Schwarzohrpagei(Pionus menstruys

Auch beim Schwarzohrpapagei konnte neben einer ventralen auch eine zuséatzliche
dorsale Windung de€oncha nasalis mediaeobachtet werden (Abb. 4a). Das
respiratorische Epithel glich im Aufbau dem des Wellensittichs. Bei
Schwarzohrpapagei #34789 stellten sich neben Veéw&rien in der Lamina
propria mucosaedar (Abb. 4a). Diebereits beim Wellensittich beschriebenen
Bestandteile des respiratorischen Epithalsd zwar mukdse Drisen, sowie
hochprismatisches Flimmerepithatd Lamina propria mucosamit Blutgefalen

warenauch hiererkennbar (Abb. 4b).

¥ v
200 pm. 9

—

9, respiratorisches Epithel, Randbereich

Abb. 4 ;51) Schwarzohrpapagei #3478
der Concha nasalis mediaunterlagert von Venenplexus und zweArterien (1),
hochgradig mit Erythrozyten gefillt, gegentiberAuskleidung der Nasenhohle
(2), Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) zahlreiche intraepitheliale mukose
Drisen sitzen teilweise der Basallamina aufjiese istunterlagert und etwas
abgeldst vonLamina propria mucosae darin ein kleines mit Erythrozyten
gefilltes Blutgefaly Farbung Hamatoxylin-Eosin
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3.1.5. KongeGraupapageiHsittacus erithacys

Bei den in dieser Studie einbezogenen Kor@oaupapageien wurdedas
Vestibulum nasialso der Bereicldirekt hinter den Nasenléchemmjt Praparaten
erfasst. Hier konnteein mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel dargestellt
werden(Abb. 5a, b, c) Das untergelagerte Bindegewebe war deldstisch und
standin enger Verbindung zur Knorpelhatitochprisnatischesmehrschichtiges
Epithel fand sich in einer kleinen Ubergangszone zupinasrischen Epithel. Wie

bei KongeGraupapagei #4504fargestelltkonnte im respiratoschen Epitheéine

hohe Dichte vonintraepithelialenExocrinocyti caliciformegBecherzelleh und

mukoésen Driisebheobachtet werden (Abb. 5a, b, c).

Abb. 5 a) KongoGraupapagei #5040 (mit nachgewiesener Bornavirus
Infektion), respiratorische Schleimhaut (1), Ubergangsbereich kutane
Schleimhaut (2) zurespiratorische Schleimhaut in der NasenhohleZelldebris,
Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) Ubergang kutane Schleimhaut(1) in
respiratorische Schleimhaut(2) auf Knorpel (3), Farbung Hamatoxylin-Eosin,
c) respiratorisches Epithel mit zahlreichen mukdsen Drusen (1),
mehrschichtiges, hochprismatisches Ubergangsepithel (2) und
mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel (3), Farbung HamatoxylinEosin

Das respiratorische Epitheles KongeGraupapageglich im Aufbau dem des
Wellensittichs (Abb. 6b). Bei KongGraupapagei #29823 (Abb. 6a) waren die
untergelagerten GefalRe ausschliel3lich an der konvexen Flache der Windung zu
erkennen und bereits am Ende der Schnecke kaum noch vorh&eleden
intraepithelialen mukésen Drisewon KongeGraupapagei #45040 waim
dargestellten Ausschnitteine Offnung ins Lumen der Nasenhobl&ennbar, sie

schienerhiervollstandig mit hochprismatischen igelzellen bedeckt (Abb. 6c¢).
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Abb. 6 a) KongoGraupapagei #29823, respiratorisches Epithel arder
Windung der Concha nasalis mediaunterlagert mit Blutgefal3en, keine starke
Flllung von Kapillaren mit Erythrozyten erkennbar, Farbung Hamatoxylin-
Eosin, b) respiratorisches Epithel mit zahlreiben mukdsen Drusen,
aufgelagert aufdenKnorpel der Concha nasalis medig=arbung Hamatoxylin-
Eosin, c¢) Kongo-Graupapagei #45040 (mit nachgewiesener Bornavirus
Infektion), respiratorisches Epithel mit eingelageten mukésen Drisen

unterlagert von Lamina propria mucose Farbung Hamatoxylin-Eosin

Als Detektor fur Bornavirusnukleoprotewurde in der Immunhistochemie ein
polyklonalerAnti-PaBV-N-Antikorper verwendet. Eine Binduras BornavirusN-
Proteinwurdemit einer braunen Farbreaktisithtbar gemacht. {Rroteinliel3 sich

in der Regel im Zellkernaber haufig auch inZytoplasma infizierter Zellen
nachweisenAls Gegenfarbung wurde Hamalaun verwendet, welches bei- nicht
infizierten Zellen oder in den Féllen, in derdia Menge des NProteirs unter der
Nachweisgrenzéag und daher keine braune Farbungtéestellt werden konnte
als blauer Kernfarbstoff erkennbar war

Bei KongoGraupapagei #38763ler mit PaBV2 infiziert war, liel3 sich in der
kompletten Auskleidung der NasenhohleeeBindung des Antikorperis allen
Schichten des Epithels nachweisen (Abb. 7a, b). Die hochprismatischen
Epithelzellen mit den Kirmlien, die Basalzellen, die Enttelzellen der
BlutgefaRwande und auch Fibrozyten in damina propria mucosasowie die
mukdsen Drisenzellemeagiertenpostiv fur N-Antigen. Die antigenspezifische
Farbung war hauptséachlich im Zytapma der Zellen zu finden, es waren aherh
zahlreiche Zellkera betroffen. Zudemreagierten vereinzele Kerne der
Chondrozyten im hyalinenKnorpel Antigenpositiv. Bei dem in der
konventionellen PCR positiv auf Bornaviren getestet&Kongo-Graupapagei
#37929, deebenfallsmit PaB\-2 infiziert war,wurdeneine Farbreaktiom der

Immunhistoclemie nur in einzelnenhochprismatischen Epithelzellen und den
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Kinozilien des espiratorischen Epithetestgestell{Abb. 7c). VieleChondrozyten

im hyalinen Knorpeblesselben Vogels zeigten eine intensive Farpbdabei war
deutlich haufiger das Zellplasma als dellkern betroffen (Abb. 7d).

el Q%
Abb. 7 a) KongoGraupapagei #8763 (mit nachgewiesener Bornavirus

Infektion), respiratorisches Epithel, der Kinoziliensaum ist nahezu Ickenlos
positiv eingefarbt, Epithelauskleidungen vonBlutgefalRender untergelagerten
Lamina propriamucosaeneisen in Zellkernenund dem Zytoplasmader Zellen
eine intensive Farbung auf ebenso einzelne Chondrozyten des hyaéin
Knorpels, Farbung IHC Bornavirus, b) Kongo-Graupapagei #38763 (mit
nachgewiesener Bornavirud nfektion), stark positiv gefarbten Kernen der
mukosen Drisenzellenund der Basallaming in vielen Zellen (Basalzellen,
hochprismatische Epithelzellen, Wéande der Blutgefal3a¥t ausschliel3lich das
Zytoplasma angefarbt, Farbung IHC Bornavirus, c) Kongo-Graupapagei
#37929(mit nachgewiesenemBornavirus-Infektion), respiratorisches Epthel,
in wenigen Zellen eine pasive Farbung dargestellt, nahezu ausschlief3lich im
Zytoplasma, nur wenige Kerne;Kinozilien und vereinzelte hochprsmatische
Epithelzellen mit schwach positiver Farbung, Farbung IHC Bornavirus, d)
Kongo-Graupapagei #37929 (mit nachgewiesener Bornavirusl nfektion),

69



IV. Ergebnisse

zahlreiche Chondrozyten desyalinen Knorpels zeigerN-Protein-Farbung im
Kern und im Zytoplasma, Farbung IHC Bornavirus

3.1.6. Amazonen

BlaustirnrAmazone Amazona aestiyaGranadaA mazone Amazona rhodocorytha)
KubaAmazone Amazona leucocephgla VenezueldAmazone Amazona

amazonica

Auch die untersuchten Amazonenarten tigeine beidseitige Windung der
Concha nasalis medianach dorsal sowieauch ventrd. Der Aufbau des
respiratorischen Epigis glichdem beim Wellensittich. Bi den Amazonenarten
wurde der Windungsbereich déoncha nasalis medebenfallgyrofdtenteils an der
konvexen Flache von zahlreichen BlutgefalR3en inldenina propria mucosae
unterlager{Abb. 8a, b). Bei der Venezuefamazone #32270 waren diese Gefal3e
in der Praparation hochgradig mit Erythrozyten angefillt. In der konkaven Flache
der Windung waren nur wenige Gefal3e zu finden (Abb.Bs)diesem Vogel fiel
jedocheine hohe&Zzahl an Lymphozyten aufAbb. 8b, c).

Bei der KubaAmazne #20847, welche in der meentionellenPCR positv auf
Bornaviren getestet worden w@PaB\-2), waren neben den vollstandig von
hochprismatischen Epithelzellen tberdeckmukdsen Driseind auch drunter,

in derLamina propria mucosaenit Erythrozytengefiillite Blutgefal3e zu erkennen
(Abb. 8d).
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Abb. 8 a) VenezuelaAmazone #32270, respiratorisches Epithel, im
Randbereich der Windung der Concha nasalis media unter dem
respiratorischen Epithel, sind BlutgefaRe mit Erythrozyten zu erkennen,
Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) inder Detailansicht istzu erkennen, dass die
grof3en BlutgefalRe hauptsachlich auf der konvexen Seite d€oncha nasalis
mediain der Lamina propria mucosaeeingelagert sind, bei diesem Tier auch
hochgradig mit Erythrozyten gefullt, im linken oberen Bildbereich fallt eine
Ansammlung von LymphozyterfPlasmazellen auf, Farbung Hamatoxylin-
Eosin, c) Detailansicht aus dem konkaven Teil der Windung deConcha
nasalis mediarespiratorisches Epithel mit ahlreichen mukdsen Drisernund
nur gering ausgepragter Lamina propria mucosag in die zahlreiche
Lymphozyten/Plasmazelleneingewandert sind, auf der Basis des hyalinen
Knorpels, Farbung Hamatoxylin-Eosin, d) KubaAmazone 20847 (mit
nachgewiesener Bornavirud nfektion), respiratorisches Epithel mit mukdsen
Drisen und hochprismatischem Epithel, unterlagert von zwei Blutgefal3en
(mit Erythrozyten gefullt) in der wenig ausgepragteriamina propria mucosag
Farbung Hamatoxylin-Eosin

Bei dieser mit PaB\2-infizierten KubaAmazone #20847 konnte bereits in der
Ubersicht des immunhistochemisch gefartReaparates eine starke Braénhfung
erkannt werden (Abb. 9a). Neben den hochprismatischen Epithelzellen und ihren
Kinozilien waren bei diesem Vogel auch einzelne Zellen dakésen Driisen
betroffen. Zudem wurdén den Enddtelzellen, die das unterlagerte Blutgefald
auskleigtten, PaBVN-Antigen na&hgewiesen Die in Massen vorliegenden
Erythrozyten waren nicht befallen (Abb. 9b). Wahrend alle hochprismatischen

Epithelzellen aud ihreaufsitzenden Kinozilienm Zytoplasmapositiv reagierten,
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warenihre Zellkernenur sporadischetroffen (Abb. 9c, d). An der konvexen Flache
der Conchenwindung konnte in deamina propria mucosaeine schwache
Anfarbung bei einzelnen Fibrozyten beobatkterden. In den Chondrozyten des

hyalinen Knorpels oder den dortigen Drusenzellen erfolgte bei diesemé€lirer k

Nachweis von PaB\N-Protein.

Abb. 9 a) Kuba-Amazone #20847(mit nachgewiesener Bornavirusl nfektion),
respiratorisches Epithel, Randbereich der Windung deiConcha nasalis media
Lamina propria mucosae von zahlreichen grof3lumigen Blutgefal3en
unterlagert, alle hochgradig mit Erythrozyten gefillt, respiratorischesEpithel
als Auskleidung der Nasenhohlenwadh, stark positive Anfarbung der
hochprismatischen Zellen und Kinozilien, Farbung IHC Bornavirus, b)
positive Anfarbung von Zellkeren und Zellplasma im Bereich der
Basalmembran und der hochprismatischen Zellengberfalls nur einzelne
Zellen der mukdsen Driusenbetroffen, Farbung IHC Bornavirus, c¢) im
konkaven Bereich der Windung nur ganz vereinzelt positive Zellen in der
Tiefe, es sind fast ausschliel3lich die hochprismatischen Zellen in Zellkern und
Zellplasma betroffen, im hyaline Knorpel ist kein Nachweis von Bornawen
moglich, Farbung IHC Bornavirus, d) Ausschnittsvergro3erung aus c) nur
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vereinzelte Zellkerne (im Bildausschnitt sieben Zellkerne) mit N-Protein
positiver Reaktion, bei den anderen hochprismatischen Zken ist

ausschliel3lich das Zellplasia betroffen, Farbung IHC Bornavirus

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der ebbemfat PaB\tinfizierten
GranadaAmazone #27144hier war allerdingsPaBV-4 nachgewiesen worden
zeigen sit vergleichbare Befundeu KubaAmazone #20847. Auch bei diesem
Vogel war eine deutliche, flachig ausgepragte Antigenverteilung in den
hochprismatischen Epithelzellen und den Kinozilien des respiratorischen Epithels
zu erkennen (Abb. 10a, b). Dalvear die Intensitat deFarbungjedoch deutlich
geringer ausgepragt und es zeigte siebh in den Erythrozgn ene Farbreaktion,

so dass eine unspezifische Reaktimoht ausgeschlossen werden konrBei
GranadaAmazone #27144 waen ausschkellich Zellplasma jedoch keine
Zellkerne @rhochprismatischen Epithelzelidetroffen (Abb. 10c).

Bei der BlaustirrPAmazone #37676 konnte im Gewebe nur eine sehr schwache

positive Reaktion auf PaBW-Antigen dargestellt werdeauch sie war mit PaBV
4 infiziert (Abb. 10d). In den hochprismatisehdcpithelzellen farbte sich das

Zellplasma gering an, die Kinozilien ehsenen ohne positive Reaktion.
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Abb. 10 a) GranadaAmazone #7144 (mit nachgewiesener Bornavirus
I nfektion), respiratorisches Epithel im Randbereich der Windung derConcha
nasalis media an der konvexen Seite der Windung geflllte Blutgefé
erkennbar, Farbung IHC Bornavirus, b) hyaliner Knorpel ohneNachweis von
Bornavirus-Antigen, die Erythrozyten sind im Zellplasma braun gefarbt, im
respiratorischen Epithel zeigen diehochprismatischen Zellen einschlief3lich
Kinozilien eine schwache Rrbung, Farbung IHC Bornavirus, c) bei den
hochprismatischenZellen isteine Reaktivitat im Zellplasma sichtbar, Farbung
IHC Bornavirus, d) Blaustirn-Amazone #7676 (mit nachgewiesener
Bornaviru s-Infektion), respiratorisches Epithel nur schwache Farbung des
Zellplasmas der hochprismatischen Zellen und einzelner Kem erkennbar,

Farbung IHC Bornavirus

3.1.7. Hybridara

Bei der Untersuchung des Hybridaras #118 war die Darstellur@@ateha nasalis
medianicht mdglich. Es konnte aber respiratorisches Epithel prapariert werden.
Dieses glich im Aufbau dem des Wellensittichs, auch hier konnten mit Erythrozyten
geflllte Blutgefalie in detamina propria mucosadargestellt werden (Abb. 11a,

b, c¢). Eine Darsteing von mukdsen Drisemnvar aufgrund desschlechten
Erhaltungszustares des Gewebescht moglich. Das hochprismatische Epithel mit
den aufsitzenden Kinozilien war gut erlnbar (Abb. 11c), in déramina propria
mucosaekonnte eine hochgradige ndammlung von Leukozyten festgestellt
werden.

Abb. 11 a) Hybridara #118 (mit nachgewiesener Bornavirusl nfektion),

respiratorisches Epithel Ubersicht, Farbung HamatoxylinEosin, b)
respiratorisches Epithel unterlagert von Blutgefal3en die mit Erythrozyten
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gefullt sind, die mukdsen Drusensind bereits lytisch angegriffen, Farbung
Hamatoxylin-Eosin, c) respiratorischesEpithel vollstandig intakt, aber in der
Lamina propria mucosahochgradig infiltriert von zahlreichen Leukozyten,

Farbung Hamatoxylin-Eosin

Bei Hybridara #118 wurde bei der immunhistochemischen Farbung auf Bornaviren
kein Virusnachweis im respiratortsen Bpithel erbracht, bei diesem Vogel konnte

molekulargenetisch PaB¥ nachgewiesen werd€Abb. 12).

E&"ﬁ 25 RS ST -f~=’ S L =2
Abb. 12 Hybridara #118 (mit nachgewiesener Bornaviruslnfektion),
respiratorisches Epithel, beginnende Lyse der Zellsukturen, Ablésung vom
kndchernen Untergrund, Kinozilien sind sehr schwachbraun gefarbt, sonst

aber kein Virusantigennachweis Farbung IHC Bornavirus

3.1.8 Inkakakadu Cacatualeadbeateri)

Bei dem einbezogenernkakakadu #36854 wurdewie bei den anderen
Papageienvogeln dieser Studiee beidseitige Windung d€oncha nasalis media
nach ventral und dorsal beobachtet. Der Epithelaufbau war identisch zum
Wellensittich. Beilnkakakadu#36854 war die Fullung der BlutgefaRe in der
Lamina propria mucosaeso massiv, dass Rupturen erfolgt sind und die

Erythrozyten teilweise frei im @vebe lagennh Praparat konnte eine beginnende
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Lyse und groR3flachige Ablésungeter Schleimhaut vomlen knorpeligen und
knochernerstrukturen dargestellt werden (Abb. 13a, p,Auf der konkaven Seite

der Concha nasalis mediaaRen die mukdsen Drisant der Basallamina dem

hyalinen Knorpel direkt guDen Abschluss zum Lumen dsiasenhdhle bildeten
hochprismatische Epithelilen mit Kinozilien (Abb. 13d).

Abb. 13 a) Inkakakadu #36854, respiratorisches Epithel, im Randbereich der
Windung der Concha nasalis media Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) im
konvexen Bereich der Windung der Concha nasalis mediasind dem
respiratorischen Epithel gro3lumige GefalRe in delLamina propria mucosa
untergelagert, diese sind hier rupturiert und haben grol3e Mengen an
Erythrozyten freigesetzt, Farbung HamatoxylinEosin, c¢) im konvexen
Bereich der Concha nasalis mediaind die freiliegenden Erythrozyten in der
Lamina propria mucosa erkennbar, unterhalb des hyalinen Knorpels an der
konkaven Seite der Windung ist das respiratorische Epithel mit den
zahlreichen mukdsen Drusererkennbar, links im Bild vom hyalinen Knorpel
abgdost, Farbung Hamatoxylin-Eosin, d) an der konkaven Seite der Concha

Windung, dem hyalinen Knorpel aufgelagerte Basalmembran mit
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groBlumigen mukodsen Druserund aufgesetztem hochprismatischen Epithel
mit Kinozilien, Farbung Hamatoxylin -Eosin

3.2. Nasendries(Glandula nasali

Die Nasendrise3landula nasalisder Vogelist paarig angelegt und war bei allen
untersuchten Papagavogeln dieser Studie in der orbitalen Lage platziert, sie
konnten also dem Typ Il nach Technau (1936) zugeordnet weB@emenhier
einbezogeneRapageienvogeln stellte sie sich als eine exoepitheliale, tubuloazinéare
merokrine Drise dar, die ein serbses Sekret abgibt. Begleitet wird sie in den
untersuchten Praparaten stets von kleinen Blutgefal3en und einem Nerven, bei dem
es sichvermutlich um delNervus ethmoidalilandelt,der urspringlich aus dem
Nervus ophthalmicué/1) bzw. demNervus trigeminugV) entspringt Nickel et

al., 1973.

3.21. Wellensittich fMelopsittacus undulat)s

Eine Nasendrise konnte bei den in die Studieinbezogenen Wellensittichen
nicht dargestellt werden. Da jedoch zu erwarten ist, dass sie auch bei dieser
Vogelart vorhanden ist, ist zu vermutelass sie aufgrund ihrer gering&molle

beim technischen Prozess des Rrégsens verloren gegangen ist.

3.22. NymphensittichNymphicusollandicug

Beim Nymphensittich konnte die Nasendrise mit den begleitenden Baunkt
dargestellt werden (Abb. )l4Bei Vogel #36539 waren die Drisenzellen dicht
gepack Die Ausfihrungsgange der tubtazindren Driise wden von einer Lage
grol3kerniger Zylinderzellen mit basal liegend@rnen ausgekleidet, diese waren
umschlossen von einer Schicheikler, dicht gedrangter Zellen. Becherzellen waren
nicht zu seherDie Lumen der Ausfihrungsgange waren bei diesem Vogehka
oder gar nicht mit Sekret gefillt. Die begleitenden BlutgefaRe waren hochgradig

77



IV. Ergebnisse

mit Erythrozyten angefillt. Debenachbarte Nerv ist in Abb. ldben links
erkennbar. Alle anatomischen Strukturen der Nasendriise wurden von Fettgewebe
umhllt.

Abb. 14, Nymphensittich #36539, Nasendrise mit dichtgepackten
Driusenzellen, grol3flachiger Anschnitt vonAusfilhrungsgéngen (1), begleitet
von BlutgefaRen (2) die teilweise hochgradig mirythrozyten gefullt sind, und

einem Nerven (3), eingebettet in Fettgewebe (4), Farbung Hamatoxyiosin

3.23. ZiegensittichCyanoramphus novaezeland)

Bei Ziegensittich #38035 waren die Ausfihrungsgange ebenfalls mit grof3kernigen
Zylinderzellen ausgekleidet, allerdings anders als beim Nymphensittich lagen die
Zellkernehier apikal statt basal (Abb. 45b). Da jedoch im Praparat bereits eine
beginnende Yse der Strukturen erkennbar war und sich ganze Ausklesdun
Ausfuihrungsgéngeaus dem Verbandel6st hattenist von einer Veranderung
durch Autolyse auszugehen. Im Lumen der Tubuli und Ausfiihrungsgange war bei
diesem Vogel eine hochgradige Fiullungt nsekret zu erkennen, das aus
Zelltrtmmern und degeneriert@ellen, die sich aus dem Zellverbagaiost hatten,
besand
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Abb. 15 a) Ziegensittich #38035, Nasendrise,das Lumen der
Ausfuhrungsgange an mehreren Stellen mit zellularem Debris gefillt, in
beginnender Lyse mit Auflésung der Zellstrukturen, Farbung Hamatoxylin
Eosin, b) VergroRerung der Ausfihrungsgange (Lumen mit Debris gefillt)
und serésen Endstlicke, es ist eine Auflosung der Zellen durch Lyse erkennbar,

Farbung Hamatoxylin-Eosin

3.24. Schwarzohrpapage?ionus menstrugs

Die Nasendriise des Schwarzohrpapayéi34789 konnte nur ohne begleitende
Strukturen dargestellt werden, sie zeigte sich hier umgeben von freiliegenden
Erythrozyten. Auch hier hatte eine Autolyisedingte Auflosung der Strukturen

bereits begonnen. Die Ausfihrungsgange und Tubuli waren gtéiitenit Sekret
geflllt, dieZellkerne lagen hier wie bei dem Ziegensittich #38053 afiath. 16,
b).
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Abb. 16 a) Schwarzohrpapagei #34789, Nasendriise, Lumina mit zellularem
Debris geflllt, keine Umgebungsstrukturen erhalten, urén links im Bild
freiliegende Erythrozyten Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) serése Endstlicke
und Ausfihrungsgéange, teilweise in beginnender Lysenit fehlendem Lumen

und aufgeldstenZellstruktur en, Farbung Hamatoxylin-Eosin

3.25. KongeGraupapageiRsittacus erithacys

Bei den KongeGraupapageien wurde die Nasendrirge bei Nymphensittich
#36539in Begleitung von Blutgefaf3en und einem Nerv aufgefunBenKongc
Graupapagei #29823 waben rechts im Bild der Anschnitt eineruBjefaliwand

zu erkennen (Abb. 1&). Bei KongeGraupapgei #38763 waren bindegewebige
Septen zu sehen Ph. 1b). Der in der konventionelleund der reatime-PCR

postiv auf PaB\W4 getestete KongGraupapagei #34349 wies lysebedingte
Veranderungemler Nasendrusauf. Wiein Abb. 1% unten linkserkennbar war

hatte sichdas Auskleidungsepithel des Tubulus bereits aus dem Drisengewebe

gelost, die Zellkerneeigten aber einbasaé Lage. Eine &#lung der Lumina der

Ausfihrungsgangmit Sekretwar nicht erkennbar (Abb. tY.

Abb. 17 a) Kongo-Graupapagei #29823Ubersichtsaufnahmeder Nasendriise,
mit BlutgefaBwandanschnitt, die Nasendriise isteingebettet in Fettgewebe,
Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) KongeGraupapagei #38763, Nasendrise, gut
zu erkennen sind die zahlreichen serésen Endsticke und die groR3lumigen
Sammelrohre dazwischa, nur wenig mit Sekret gefullt. Die Driuse ist
durchzogen von BindegewebsstrangenfFarbung Héamatoxylin-Eosin, c)
Kongo-Graupapagda #34349 (mit nachgewiesener Bornavirusl nfektion),

Nasendriise, serdse Endstiicke, beginnende Lyse links untgkennbar, es lost
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sich ein serdses Endstiick aus dem Interstitum des Drusenverbandes, Farbung
Hamatoxylin-Eosin

In der immunhistochemischen Farlgpukomte in der Nasendrise von Kongo
Graupapage#37929 PaBWN-Antigen nachgewiesen werden. Hier waren die

auskleidenden Epithelien einzelner serdser Endstlicke betroffen, eine Farbung war

primar im Zellplasma und nur gelegentlich im Kern dertligizellenfeststellbar
(Abb. 18, b). Dieser Vogel war mit PaB¥ infiziert.

Abb. 18 a) KongoGraupapagei #7929 (nachgewiesene Bornavirds
Infektion), Nasendriise,Anfarbung des Zytoplasmas der Epithelzellen von
drei serésen Endsticker{1-3), Farbung IHC Bornavirus, b) positive Farbung
von zwei Endstiuclen (1-2), hauptsachlich im Zytoplasma, aberauch in zwei
Zellkernen, im umgebendenDriusengewebevereinzelt positive Zellkerne mit

Virusnachweis, Farbung IHC Bornavirus

3.26. Amazonen

VenezuelaAmazone Amazona amazonigaBlaustirrAmazone Amazona

aestivg

Bei der VenezuelAmazone #32270 konnte die Nasendriise mit allen umgebenden
Strukturen, also mit BlutgefaBemd Newen, dargestellt werden (Abb. d9 Die
begleitenden BlutgefalRe waren hier hochgradig mit Erythrozyten gefillt, auch
freiliegende Erythrozyten waren vorhanden. In keinem der zahlreichen Anschnitt
der Ausfiihrungsgange war eiRéllungmit Sekret zu erkennen (Abb. 4P
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Bei der inblge einer BornavirstInfektion erkrankten BlaustiFAmazone #18784
waren neben einem groBlumigen Ausflihrurggg zahlreiche Tubuli

angeschnitten, bei denen ebenfalls keine Sekretflllurgestellt werden kante
(Abb. 1).

Abb. 19a) VenezuelaAmazone #32270, Nasendruse, begleitet von Nerven und
Blutgefal3en, die hochgradig mit Erythrozyten gefullt sind, eingebettet in
Fettgewebe, Farbung HamatoxyliREosin, b) VenezuelaAmazone #32270,
Nasendrise, Detail mitSammelrohren ohne Sekret in den Luminaenthalten,
Farbung Hamatoxylin-Eosin, c¢) BlaustirrAmazone #8784 (nachgewiesene
Bornavirus-Infektion), Nasendfise, Anschnitt Tubuli, ein grol3eres

Sammelrohr (1), Farbung HamatoxylinEosin

Bei der immunhistochemischen Farbung der NasendriiseldestiBirAmazone
#18784, die mit PaBM infiziert war, konnte in zahlreichen Zellen PaBV-
Protein nachgewiesen werden. In der Ubersicht war zu erkennen, dass an einigen
Stellen sehr viel&ellen betroffen waren (Abb. 20. Wahrend der begleitende Nerv
keine positie Farbung aufwies, war jedoch das Endothel der benachbarten Vene
stark gefarbt. Im Drisenkorper selbst konnte in verschiedenen Zelltypen Antigen
nachgewiesen werden. Hierbei waren sowohl Zellkerne als auch Zellplasma
betroffen, entweder beide zusammen imee Zelle, oder auch mueine
Komponente. Sowohl grof3kernigglinderzellen deAusfihrungsgangeals auch
einzelne Zellen der serésen Endsticke und Zellen des Driisenkdvpms
betroffen(Abb. 2M, c). Anders als bei dem Konggraupapagei #37929, dentm
PaB\-2 infiziert war, waren hier aber nicht alle Zellen der Sammelrohre
gleichemal3en betroffen. Bei Blaustihmazone #37676 konnte trotz positivem
Befund in der konventionellen und reaahe-PCR und dem Nachweis von PaBV

in anderen Organen kein Vsantigemachweis mit der immunhistochemischen
Farbung erbracht werdgallerdings sind Leukozyte/Plasmazelleansammlungen

erkennbafAbb. 2ad).
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Abb. 20 a) Blaustirn-Amazone #8784 (mit naclgewiesener Bornavirus
Infektion), Nasendriise, Uberblick, begleitet von einem Nerven, eingebettet in
Fettgewebe, Farbung IHC Bornavrus, b) und c) hochgradiger, diffuser Befall
von Zellkernen und auch Zellplasma (sowohl korniniert als auch einzeln) von
Zellen der serdsenEndsticke und Sammelrohre In den Endstiicken und
Tubuli sind auch nicht reaktive Zellen zu erkennenfFéarbung IHC Bornavirus,
d) Blaustirn-Amazone #7676 (mit nachgewiesener Bornavirusl nfektion),
Nasendrise, kein Befall mit Bornavirus in der IHC nachweisbar,

Leukozytenansammlungen im Driiseninterstitium,Farbung IHC Bornavirus

3.27. Aras

Hahns Zwergara/ BlaustiBwergara Diopsittaca nobili3, Hybridara

Bei Zwergara #34664 konnte die Nasendrise in Begleitung von BlutgefaRen und
Nerven dargestellt werden. Die gro3lumigen Ausfiihrungsgange der Drise waren
nicht mit Sekret gefullt und auch hier waren bindegewebige Septen zu erkennen,
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die denDriisenkdrper dutzogen (Abb. 24, b). Die Tubli der Endstiicke zeigten
grotenteils basausgerichtete Zellkerne (Abb. &1

Abb. 21 a) Zwergara #34664, Nasendriise, Ubersicht, Farbung Hamatoxyhn
Eosin, b) groRBlumige Sammelrohre, kein Sekret im Lumen, durchzogen von
bindegewebigen Septen, Farbung HamatoxylHEosin, ¢) Anschnitt von
Ausfiihrungsgéangen undserdse Endstiicken, kein Sekretim Lumen, Farbung

Hamatoxylin-Eosin

Der Hybridara #118, bei dem eine Infektion mit PaBXWachgewiesen worden war,
zeigte in der Nasendrise autolytischedrelerungen des Gewebes (AbbaRDie
Epithelien der serésen Endstlaked Ausfihrungsgandeattensich teilweise aus
dem Drisenkorper gelost, Zellen hatten ihre Zellkerne freigegeben. Der
Drusenkorper wies hier einen grofRen Anteil von Bindegewebe auf. In der
immunhistochemischen Borfgrbung erfolgte nur ein  sehrgeringer

Antigennachweis (im Bildasshnitt eine einzele befallene Zelle) (Abb. 22.

Abb. 22 a) Hybridara #118 (mit nachgewiesener Bornaviruslnfektion),

Nasendrise, einige der serdsen Endsticked Ausfihrungsgéngehaben sich
lysebedingt bereits vom umgebendeBrisengewebe geldst und sind teilweise
kollabiert, Zellkerne wurden freigeset#, auch das Driisengewebe weist bereits

autolytische Hohlraume auf, Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) zentral eine
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positiv angefarbte Zelle, restliches Gewebe ohne Bornavirusnachwe@ewebe
in Lyse, Strukturen gel6st, Farbung IHC Bornavirus

3.28. Inkakakadu@acatua leadbeateyi

Auch bei dem Inkakakadu #36854 wurde die Nasendriise von einemulNerv
BlutgefalRen begleitet. IAbb. 23 ist der Nerv nicht mit abgebildet. Vor allem in

den grol3eren Ausfihrungsgéngen konnte Sekret festgestellt werden. In den serésen
Endstickenund den Ausfuhrungsgangen lagdie Zellkerneder Epithelzellen

basal(Abb. 23). Auch hier zogen bindegewebige Septen durch den Driisenkdrper

und es waren kleine Gifbe erkennbar, die mit Erythrozyten geflllt waren.

Abb. 23a) Inkakakadu #36854, NasendriiseJbersicht, begleitende Blutgefalie
an der linken Bildseite, die groRRlumigen Sammelgdnge sind teilweise mit
Sekret gefullt, Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) Anschnitt von zahlreichen

serésen Endstiicken, dazwischen vereinzelt Gefal3e deren Lumen hochgegad
mit Erythrozyten geflllt sind, durchzogen von bindegewebigen Septen,

Farbung Hamatoxylin-Eosin

3.3 RiechepithelRegio olfactoria

Bei Vogeln spielt der Geruchsiteine sehr grof3e Rolle, dementsprechend umfasst
die Riechschleimhaut ein relativ kleines Areal, das sich aufCdiecha nasalis

caudalisund den hinteren Teil deSeptum naserstreckt(Frewein& Sinowatz
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2004 Konig et al, 2016 Liebich & Zengerling 201Q. In dieselArbeit erfolgte das
Aufsuchen im Serienschnitt am sagittal geschnittenen Kopf mit der Schnittfihrung
von medial nach lateraDas mehrreihige Epithel der Riechschleimhaut setzt sich
aus den folgenden Komponenten zusammen: Basalzellen, Stitzzellen und
Sinreszellen (RiechzellenEpitheliocyti neurosensorii olfactojii Auf dem
apikalen Teil deRiechzellen sitzeZilien, sogenannt®iechharchenDas Axon

der bipolaren Riechzellen als 1. Neuroder Riechleitung zieht durch die
Basalmembran. Dahinter vereinigt es sidh lmenachbarten Axonen zu diervi
olfactori (Sinowatz & Rodler, 2011 In derLamina propriaunterdem Epithel der
Riechschleimhaut sitzen dig&landulae olfactoriaem lockeren Bndegewebe.

Bei Nymphensittich #36539 konnten die Bestandteile des olfaktorischen Epithels
im Bereich des Austritts dexervus olfactorius in die Nasenhohle dargedt
werden (Abb. 2). NachHamatoxylinrEosinFarbung war die Unterscheidung von
Sinnesellen und Stiutzzellen nur anhand dekalisation undder Morphologie der
Kerne moglich Die Kerne der Sinneszellen waren sehr grof3 und lagen mittig in der
Zelle. Bei den Stutzzellen waren die Kerne eher langlich und nach apikal
verschoben. Die Basalzelldnngegen lie3en sich durch ihre basal positionierten
Kerne gut differenzieren. Auch d@landulae olfactoriaevaren gut zu erkennen.

Des Weiteren dominierten zwei nichtmyelinisierte Nervenfasern das Préaparat. Die

Abhebung vom unterlagerten Knochen warparationsbedingt
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Abb. 24 Nymphensittich #3539, olfaktorisches Epithel, Basalzellen (1),

Stutzzellen(2), rechts zwei benachbarte Sinneszele(3), Glandulae olfactoriae

(4), nichtmyelinisierte Nervenfasern des Riechnervefb), Knochenlamelle(6),

Farbung Hamatoxylin-Eosin

Bei Schwarzohrpapagei #34789 konntin grofRerer Abschnitt dedlervus
olfactoriusim Préparat dargestellt werden. Das Blutgefal3, a&susiten rechts im
Bild befand markierte bereits den Bereich despiratorischen Epithels (Ablb2).
Eine Unterscheidung der einzelnBiervi olfactori war in dieser Farbungicht
mdoglich (Abb. 5b). Beim Schwarzohrpapagei #34789 waren wie beim
Nymphensittich #36539 die serdsen Spuldrisen(igadulae olfactoriagunter
dem olfaktorischen Epitheh derLamina propriazu erkennen (Abb.%t). Durch
den etwas verkippten Schinvinkel sindStitzzellen nd Sinneszellen nicht so gut
dargestelltvie bei Nymphensittich #36539, jedoch waren auch hier beide Zelltypen
zu erkennen. Nicht eindeutig zu differezran waren jedoch dRasalzeller{Abb.
25d).
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Abb. 25 a) Schwarzohrpapagei #34789, Riechnervenaust, zentral der

Riechnerv, dessen Fasern sich auffachern und das olfaktorische Epithel
unterlagern, rosa gefarbt sind die knéchernen Lamellen der Nasenhdhle,
Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) VergroRerung des markanteren Schenkels
der Riechnervenfasern, aufgelage ist das olfaktorische Epithel undder in die
Lamina propria eingelagerta serdsa Spuldrisen, c) unten links im Bild die
Glandulae olfactoriaein der Lamina propria, d) olfaktorisches Epithel mit
Sinneszellen, unterlagert von Riechnervenfaserngdas rechte Teilstiick des

olfaktorischen Epithels ist etwas abgelost, Farbung HamatoxylhEEosin

Bei Kongo-Graupapagei #38763, welcher positivufaPaB\W2 in der
konventionellerlPCR getestet wurde, konnte ebdisfder Austritt des Riechnesv

in die Nasenhohle beteilt werden. Wahrend der Riechnerv nach dem Austritt im
Bild senkrecht nach oben fihrte und das olfaktorische Epithel unterlagerte, bestand
der Epithelschenkel links im Bild aus respiratorischem Epithel, was an den
zahlreichen eingelagen mukdsen Drien zu erkennen war (Abb.62). Die
Glandulae olfactoriaavaren bei diesem Vogel durch dechlechterallgemeinen
Erhaltungszustand des Gewebltisch verandert, aber noch in der Position
erkennbar (Abb. @b, c). Auch bei Kong@raupapagei #38763 konnten
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Sinneszellen, Stitzzellen und Basalzellen unterschieden werden. Zusatzlich stellten
sich bei diesem Tier auch Bereiche Emlagerungen vodunklenPigmenterdar.

Sie waren im Randbereich des Nervengewebes am Ubergang ins olfaktorische

Epithel und auch irzentralen Bereichen des olfaktorischen Epitlzelserkennen
(Abb. 26d).

Abb. 26 a) und b) KongoeGraupapagei #8763 (mit nachgewiesener
Bornavirus-Infektion), Austritt Riechnerv in Nasenhohle, Ubersicht, links
unten im Bild respiratorisches Epithelmit mukdsen Drisen(1), auf dem Nerv
aufgelagertes olfaktorisches Epithel (2), Ablésung des Gewebes vom Knochen,
Farbung Hamatoxylin-Eosin, c¢) Verbund der Epithelsdichten grol3tenteils
gel6st, aufgelagert auf den Nervenstrang liegen die dem olfaktorischen Epithel
untergelagertenGlandulae olfactoriag Farbung Hamatoxylin-Eosin, d) dunkle
Pigmentablagerungen unter dem olfaktorischen Epithel erkennbar, zahlreiche
Sinneszellen  mit  aufsitzenden  Riechhérchen, unterlagert von
Riechnervenfasern, Farbung HamatoxylinREosin

Bei der immunhistochenaten Farbung der Praparate von KorGoaupapagei
#38763 der mit PaBV2 infiziert war,konnte eine intensive Farbung im gesamten

Nervenstrang beobachtet werden. Sowohl die Zellkerne als auch das Zytoplasma
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haben Antigerpositiv reagiert (Abb. 2a, b). Im olfaktorischen Epithel konnte

allen Zellarteneine NProteinspezifische Reaktiomm Zellplasmanachgewiesen
werden. Sowohl die Sinneszellen, als auch die Stitwl Basalzellen waren
ausnahmslos intensiv gefarbt. Allerdings waren nur vereinzelt auch Zellkerne
betoffen, und zusatzlich waredie schon aus der HamatoxyltosinFarbung
bekanntendunkel schwarbraun pigmentiererstrukturen vorhanderOb diese

Bereiche eine positive immunhistochemische Farbungigen, war nichtzu
differenzieren (Abb. Zc, d).

Abb. 27 a) Kongo-Graupapagei #3878 (mit nachgewiesener Bornavirus
Infektion), Austritt Riechnerv, Ubersicht, Axone desRiechnervs groRflachig
positiv angefarbt, Farbung IHC Bornavirus, b) eine diffuse positive
Anfarbung ist im gesamten olfaktorischen Epithel zu erlennen, auch in der
Lamina propriaist in zahlreiche Zellen (Zellkerne und auch Zellplama) ein
Nachweis von BornavirusAntigen erfolgt, Farbung IHC Bornavirus c)
olfaktorisches Epithel, diffuse Anfarbung des komplettenEpithels, aber fast
ausschlief3lich imzZellplasma, Zellkerne im untergelagerten Gewebe vereinzelt
betroffen, Riechnervenfasern komplett positiv gefarbt, Alnebung vom

Knochen, Farbung IHC Bornavirus, d) neben den aus der Hamatoxyli¥Eosin-
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Farbung bekannten dunkelschwarzbraun pigmentierten Strukturen positive
Befunde des Nervengewebes und positive Anfarbung des Zellplaasnder

Riechzellen, Farbung IHCBornavirus

Zur differenzierten Darstellung der Sinneszellen im olfaktorisdigithel wurde
beispielhaft eineimmunhistochemische Farbung mitlIR-Tubulin-Antikdrper
durchgéihrt. Mit dieser Farbung wurdemNervenzellfortsatze detektiert, die
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hamalaun. So konnten bePdBivt 2-
positivgetesteten KongGraupapagei #45040 die kolbenférmigen Riechzellen und
die dem olfaktorischen Epithel untergelagertdarvenfaserbindel identifiziert
werden (Abb. 28a, b)m Vergleich mit derzentralen Abschnittedes Riechnervs
nalke am Austrittin die Nasenhohle (Abb. &, d), warin den weiter peripher
liegerden Bereicheneine deutlich geringeréAnzahl an Nerenzellfortsatzen
erkennbar(Abb. 28e). Eine Farbung des Grol3hirns wurde zur Evaluierung des

Antikérpers durchgefihrt, da dieser nicht fur Papamgdeschrieben warApb.
28f).
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Abb. 28 Kongo-Graupapagei #5040 (mit nachgwiesener Bornavirus

Infektion) a) Ubersichtsaufnahmeder zentrale Austrittsstelle des Riechnerven
in die Nasenhohle b)-d): AusschnittvergroRerungen der zentralen
Austritt sstelle  des Riechnerven in die Nasenhdhle, Darstellung
(Braunfarbung) einzelner birnenférmiger Riechzellen und deren Fortsatze,
immunhistochemische Anfarbung ausschlie3lich von Zellplasma, Farbung
IHC R-IlIl -Tubulin, Gegenfarbung mit Hamalaun, e) peripher der
Austrittsstelle des Riechnerg, nur schwache Anfarbung des Zellplasmas
einzelner Riechzellen f) GroBBhirn, IHC Farbung des [l -Tubulin,
durchgefthrt zur Evaluierung der Bindung des Antikorpers bei Kongo
Graupapageien, gesamtes Neuropil angefarbt, besonders markant sind zwei
Spitzendendriten (1) , Farbung IHC -1l -Tubulin

3.4. TranendritseGlandula lacrimali

Die Tranendriuse liegtbem Hausgefligel im Bereich des temporalen
Augenwinkels. Sie zeichnet sich wie alle serdsen Driisen durch das Absetzen von
dunnflissigem Sekret aus. Ihr Endstiick ist eng, der Zellkern ist basal gelegen und
kugelig geformt. Das Zytoplasnist azidophil undgranuliert.

3.4.1 Wellensittich Melopsittacus undulatiyis

In Abb. 29aist eine Ubersicht mit Darstellung der Tranendrise und der
Harderschen Drise des Welldgtishs #30675 zu sehebie srose Tréanendrisen
92



IV. Ergebnisse

sind an ihrerweiteren Lumeno6ffnungen mit flacher Epithelauskleiduerggennbar
Bei Wellensittich #27913 waren zwischeandLumenauchErythrozyten inden
begleitenden BlutgeféaRen zu sehen (Abb. 29b). Die Dristarm@nahezu nur aus

serbsen Endstéen und Ausfihrungsgangeund hatte wenig Intestitium. Eine

Sekretfullung wanichtsichtbar.

2 ® A L) < d i ,;,:‘V::’, !L
Abb. 29 a) Wellensittich #30675, Tranendruse (1), Hardersche Drise (2),
Ubersicht, Farbung Hamatoxylin-Eosin, b) Wellensittich #27913,
Tranendrise, serose Endstickeund Ausfiihrungsgange dazwischen Gefalie

mit Erythrozyten, Farbung Hamatoxylin -Eosin

3.4.2 Nymphensittichilymphicus hollandicys

Bei Nymphensittich #36539 kotenim Préparat das sezerniere@vebe von den
groBlumigen Ausfihrungsgangen ustthieden werden(Abb. 30a). Die
Tranendrise vorNymphensittich #32828 zeigte sertse Endstiicke mit grof3en
Kernen in den auskleidenden, flachen Epithelzellen und Reste von Sekret in den
Lumender Ausfuhrunggange (Abb.30b). Die dazwischenliegenden Drusenzellen

warenbei diesem Vogel zellkernreich.
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