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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Minimal- und Nichtinvasive Untersuchungsmethoden bei Zootieren

Die Gesundheit von Zootieren spielt eine maRgebliche Rolle fir die Zucht und damit die
Arterhaltung in Zoologischen Garten. Oftmals sind gesundheitliche Untersuchungen jedoch
mit erheblichem Stress fiir das jeweilige Tier verbunden. Die Blutabnahme ist eine der
geldufigsten und verlasslichsten Untersuchungsmittel zur Bestimmung des Gesundheits-
zustands von Mensch und Tier. Allerdings missen viele Wild- und Zootiere dafiir narkotisiert
oder zumindest fixiert werden (Stadler et al. 2007, 2011). Zusatzlich gestaltet sich die
Blutgewinnung mit der Spritze bei sehr kleinen Tieren mit diinnen Venen und einem
geringen Blutvolumen oft als groRe Herausforderung (Voigt 2004). Eine Moglichkeit zu einer
weniger invasiven und damit stressfreieren Blutgewinnung bietet die Entnahme von Blut
mittels Raubwanzen (Reduviidae, Heteroptera) (zusammengefasst von Stadler et al. 2011).
Eine nicht invasive Untersuchungsmethode stellt die Analyse von Kotproben zur
Ermittlung von Stresshormonen oder Darmparasiten dar (Huber et al. 2003, Golemansky
2011). Durch diese Methode werden die Tiere in ihrem natirlichen Tagesablauf weitaus
weniger gestort, als durch eine Blutentnahme. Gerade im Zoo ist diese Methode sehr

vorteilhaft, weil ein friiher Nachweis von Parasiten und die Therapie lebensrettend sind.

1.2 Blutentnahme mit Raubwanzen (Triatominae)
Insekten der Unterfamilie Triatominae sind von den USA bis zum sudlichen Argentinien
beheimatet und wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts als ,lebende Spritzen” zur
Diagnose der Chagas-Krankheit eingesetzt (Brumpt 1914, Schaub 2009). Der Erreger dieser
Krankheit ist Trypanosoma cruzi. Bei der sog. Xenodiagnose saugen im Labor geziichtete
Wanzenlarven, die frei von Parasiten sind, beim Patienten Blut. Sind Trypanosomen im Blut
enthalten, vermehren sich diese in der Wanze und kdnnen somit leichter nachgewiesen
werden. Diese Methode ist notwendig, wenn die Konzentration der Parasiten im
menschlichen Wirt zu niedrig ist, um eine direkte mikroskopische Diagnose zu stellen
(Meiser & Schaub 2011).

Die Blutentnahme mittels Raubwanzen wurde schon vereinzelt im 19. Jahrhundert als

minimal-invasive Untersuchungsmethode praktiziert und wird seit etwa vier Jahrzehnten
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verstarkt eingesetzt (zusammengefasst von Stadler et al. 2011). Sehr erfolgreich war die
Raubwanzenmethode bei Wild- und zahlreichen Zootieren, u.a. bei Microchiroptera zur
Ermittlung des Energieverbrauchs, beim Nebelparder (Neofelis nebulosa) zur Bestimmung
klinisch relevanter Blutparameter wie z.B. der Anzahl der Leukozyten und des
Natriumgehalts sowie bei Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) zur Hormonanalytik (von
Helversen & Reyer 1984, Voigt et al. 2004, 2006, Stadler et al. 2007). Wahrend bei der
Konzentration von Testosteron und Progesteron bei Oryctolagus cuniculus keine statistisch
signifikante Abweichung zwischen dem durch Spritze und Raubwanze entnommenen Blut
auftrat (Voigt et al. 2004), waren die Konzentrationen von Progesteron, Oestrogen und
Cortisol von Elenantilopen (Taurotragus oryx) in dem von Wanzen aufgenommenen Blut um

das Sechs- bis Zehnfache erhoht (Hubmer et al. 2010).

1.3 Progesterontiter bei Loxodonta africana und Elephas maximus

Der Erfolg von kontrollierten Zuchtprogrammen bei Elefanten in menschlicher Obhut ist u.a.
von der Bestimmung des Reproduktionszyklus abhangig. Seit etwa zwei Jahrzehnten wird
der Zyklus von weiblichen Elefanten durch regelmaRige Messungen von Progesteron im
Blutserum (berprift (Olsen et al. 1994). Auch die Trachtigkeit lasst sich Uber die
Progesteron-Konzentrationen erfolgreich iberwachen (Mc Neilly 1983), da das Gestagen
Progesteron zu den Steroidhormonen gehort und bei trachtigen Saugetieren in der Plazenta
gebildet wird. Bei weiblichen Afrikanischen Elefanten ist der Progesterongehalt im Vergleich
zu den meisten anderen Saugetierarten ziemlich gering, was eine zuverlassige Methode zur
Progesteronanalyse wahrend der etwa 22 Monate andauernden Trachtigkeit notwendig
macht (Schwarzenberger et al. 2002). Progesteron-Konzentrationen von trachtigen
Afrikanischen Elefanten sind mit durchschnittlich 1,414 + 0,092 ng/ml signifikant hoher als
die von nicht trachtigen weiblichen Elefanten mit 0,707 * 0,077 ng/ml (Mc Neilly 1983).
Allerdings finden sich mitunter groBere Uberlappungen zwischen den Progesteronwerten
trachtiger und nicht trachtiger Elefanten, was die Diagnose einer Trachtigkeit ausschlieBlich
durch Messung von Progesteron erschwert. Zur Mitte der Trachtigkeit ist die Progesteron-
Konzentration bei Afrikanischen Elefanten am hochsten (Smith & Buss 1975). In der zweiten
Halfte der Trachtigkeit fallt die Progesteron-Konzentration leicht und zum Partus hin stark ab

(Magunna 1995).
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1.4 Aufzucht von Jungtieren als Stressausloser bei Pinguinen

Stress wird u.a. definiert als unspezifische Antwort des Organismus auf die Stérung des
homoostatischen Gleichgewichts und dem Versuch auf diese Stérung zu reagieren
(Birbaumer & Schmidt 2005). Dabei beschreibt der Begriff Homdostase die Balance zwischen
Umweltanforderungen und der Moglichkeit eines Individuums zur Reaktion darauf (Cannon
1927a, 1929a; Goldstein & Frank 2001). Die Funktionen des Nerven- und Immunsystems
beeinflussen sich dabei stets gegenseitig. Besonders der im Verhalten erkennbare Stress
eines Individuums kann die Immunantwort beeinflussen (Ader et al. 1990).

Beim Futterungsverhalten und der Nahrungssuche von Magellan-Pinguinen
(Spheniscus magellanicus) wahrend der Brutzeit und Aufzucht spielt die Konzentration des
Stresshormons Corticosteron eine bedeutende Rolle. Die Aufzucht kann korperlich sehr
stressig fiir die Pinguine werden, wenn die Fastenzeiten unnatirlich lang oder ihre
Fettreserven unzureichend sind (Hood et al. 1998). Bei hohen Corticosteron-
Konzentrationen verlassen Elterntiere sogar das Jungtier (Love et al. 2004). Dem gegeniber
lag bei Makkaroni-Pinguinen (Eudyptes chrysolophus) wahrend der Aufzucht ein positiver
Effekt von einem kiinstlich erhéhten Corticosteron-Level der Pinguinmitter auf die
Futterversorgung des Jungtiers vor (Crossin et al. 2012).

Auch frei lebende Konigspinguineltern sind bei der zwischen 14-15 Monate
andauernden Aufzucht erheblichem Stress ausgesetzt (Otley et al. 2007). Diese Zeit ist fir
die an den Meereskiisten subantarktischer Inseln des 45°S bis 55°S Breitengrads britenden
Elterntiere sehr anstrengend, weil sie Giber einen langen Zeitraum sowohl fiir den Schutz als
auch die Erndhrung des Jungtiers zustandig sind (Descamps et al. 2002, Bost et al. 2011). Die
Konigspinguineltern wechseln sich regelmalig bei der Brut, Nahrungssuche und Aufzucht ab
(Bost et al. 2002). Zusatzlich mussen die Eltern ihr Jungtier in den Anfangsmonaten
kontinuierlich warmen, damit es nicht unterkihlt. Da sie in dieser Zeit fasten, miissen sie,
dhnlich wie die Magellan-Pinguine, stets Hungerperioden bei der Aufsicht (iber das Jungtier
Uberstehen und haben daher vorher bis zu vier Kilogramm Koérperfettreserven aufgebaut

(Weimerskirch et al. 1992, Cherel et al 1993, Gauthier-Clerc et al. 2001).
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1.5 Parasitierung von Pinguinen

Parasiten werden als Lebewesen definiert, die in bzw. auf einem andersartigen
Wirtsorganismus leben und diesen schadigen, ihn nicht sofort, moglicherweise aber zu
einem spéateren Zeitpunkt toten (Wulker & Schaub 2002). Dies gilt jedoch nur, solange der
Wirt keine starke Beeintrachtigung und damit eine Immunsuppression z.B. durch weitere
Erkrankungen, Mangelerndhrung oder Stress erfdhrt, welche zu einer starken Vermehrung
des Parasiten im Wirt filhren kann (Mehlhorn 2002). Uber Endoparasiten bei
Konigspinguinen und deren Auswirkung in Verbindung mit Stress ist bisher nur wenig
bekannt. Parasitare Infektionen hangen von vielen Faktoren ab, u.a. der Prdsenz eines fir
den Parasiten kompatiblen Zwischenwirtes bzw. Vektors, dessen Nahrungspraferenzen und
dem allgemeinen Nahrungsangebot sowie der Populationsdichte des Vektors (Jones &
Shellam 1999). Blutparasiten der Gattungen Plasmodium, Babesia, Leucocytozoon, Eimeria,
Isospora und Trypanosoma wurden bereits bei frei lebenden Pinguinen und bis auf letztere
auch bei Pinguinen in Zoos nachgewiesen (Stoskopf & Beier 1979, Fix et al. 1988, Jones &
Shellam 1999, Golemansky 2011). Die Kokzidien Eimeria pygosceli, Eimeria sp. and
Isospora sp. wurden in Fazes dreier Pinguinarten (Pygoscelis antarctica, P. papua, P. adeliae)
entdeckt, welche auf Livingston und King George Island in der Antarktis briteten
(Golemansky 2011).

Helminthen, u.a Cestoden und Nematoden, treten haufig im Darm von Pinguinen auf
(Duignan 2001). Cestoden der Gattung Tetrabothrius wurden im Darm von Adélie-, Blau-,
Felsen-, Gentoo-, Magellan-, Kaiser-, Kénigs- und Zigelpinguinen gefunden (Jones 1988,
Duignan 2001, Vidal et al. 2012).

Die Pathologie von Infektionen mit Parasiten bei Pinguinen in der Natur ist schwierig
nachzuvollziehen (Bennet et al. 1993). Wahrend bei wilden Pinguinen kein Beweis fir
Krankheitssymptome durch diese Parasiten erbracht ist, verlaufen Infektionen mit
Plasmodium sp. bei Pinguinen in menschlicher Obhut haufiger mit schwerwiegenden

Auswirkungen bis hin zum Tod (Jones & Shellam 1999).
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1.6 Fragestellung

In der vorliegenden Studie wurden die Blutentnahme mit Raubwanzen sowie
Verhaltensbeobachtungen und parasitologische Analysen von Kotproben als minimal- bzw.
nicht-invasive Untersuchungsmethoden bei Zootieren angewandt. Trachtigen Elefanten
(Loxodonta africana, Elephas maximus) und Ratten (Rattus rattus) wurde mit Dipetalogaster
maxima und Rhodnius prolixus Blut entnommen, um im Vergleich zu konventioneller
Entnahme mit der Spritze die Konzentration von Progesteron zu bestimmen. Da die
Afrikanischen Elefanten im Zoo Wuppertal auf die konventionelle Blutentnahme trainiert
sind, wurden sie als Modelltier fiir diese Studie verwendet. lhnen wurde sowohl mit der
Wanze als auch mit der Spritze regelmaRig Blut abgenommen, um einen direkten Vergleich
zwischen beiden Progesteronwerten zu schaffen und somit zu validieren ob eine
Progesteronbestimmung mit Raubwanzen bei den Elefanten moglich ist. Zusatzlich wurde
einer Asiatischen Elefantin im Zoo Leipzig regelmaRig Blut mit der Wanze entnommen. Zur
Dokumentation des Progesterongehalts Uiber eine vollstandige Trachtigkeitspriode wurden
zwei weibliche Ratten der Zucht des Zoo Wuppertals mit Raubwanzen beprobt. Ratten
haben eine relativ kurze Trachtigkeit von ca. 21 Tagen und eignen sich fir diesen Zweck
somit besser als Elefanten mit einer langen Trachtigkeitsdauer von ca. 22 Monaten.

Bei einem Konigspinguinparchen (Aptenodytes patagonicus) im Zoo Wuppertal
wurden parasitologische Kotprobenanalysen in Verbindung mit Verhaltensbeobachtungen
wahrend der Aufzucht durchgefihrt. Da die Erfolgsquote bei der Handaufzucht von
Konigspinguinkiiken in den letzten Jahren niedrig lag, entschloss man sich zum ersten Mal
die Aufzucht des im Oktober 2011 geborenen Jungtiers den Elterntieren selbst zu
Uberlassen. Die elterliche Flirsorge und das Stressverhalten der Pinguineltern wurden mit
Verhaltensbeobachtungen Uberpriift. Dies sollte die Versorgung des Jungtiers sicherstellen
und zeigen, ob die Aufzucht unter den im Vergleich zur Natur erleichterten
Umweltbedingungen eines Zoos erhdhten Stress bei Konigspinguinen ausloste. Parallel zur
Verhaltensbeobachtung diente eine regelmafige Analyse von Kotproben wahrend der
Aufzucht der Bestimmung der Anzahl der Parasiten im Kot der Eltern im Vergleich zum Rest
der Pinguingruppe. Hypothetisch sollten sich Parasiten durch Stress, weitere Erkrankungen
oder Mangelernahrung stark im Wirt vermehren (Mehlhorn 2002). Stress durch die Aufzucht

des Jungtiers konnte sich demnach auf den Immunstatus der Elterntiere auswirken.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Losungsmittel

,ECLIA“- Testlosungen
Streptavidin-Mikropartikel-Losung
Anti-Progesteron-Ak Biotin
Progesteron-Peptid-Losung

Entellan

,,Diff-Quick”

Fixierldsung (Methanol)

Farblosung | (Eosin)

Farblosung Il (Methylenblau)
Natriumchlorid

Zinkchlorid

2.1.2 Gerate und andere Materialien

Analysenwaage P1200
Autoklav Typ 26
Deckglaser 18x18 mm
Einmalkanulen 21Gx1/0,8x25mm
Einmalspritzen 1ml
Einmalspritzen 5ml
Fotosystem Typ 20
Handzahlgerat

Heizplatte Medax 15800
Latexmembran C/144
Mikroskope BH2, BX40
Monovette 7,5 ml
Multivette 600 LH
Multivette 600 Z

Roche

Merck

Lehmann

J.T. Baker

VWR International

Mettler

Melag
Menzel-Glaser
WDT

Henry Schein

Braun

ALTRA-Soft Imaging System

Hand Tally Upgreen Counters

Nagel

Microtex, Brasilien

Olympus
Sarstedt
Sarstedt

Sarstedt
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Morser und Pistill

Objekttrager

Pasteurpipetten

Zentrifuge Universal

Zentrifuge

Zentrifugenréhrchen

2.2 Tiere

2.2.1 Tiere fiir die Progesteron-Analysen

76Xx26 mm

3ml
30 RF
EBA 8S
50ml

Haldenwanger
Menzel-Glaser
VWR International
Hettich

Hettich

BD Falcon

Neun Afrikanische Elefanten (Loxodonta africana) leben im Zoo Wuppertal in einer Gruppe

von drei halbwiichsigen, einem ausgewachsenen Bullen und fiinf Elefantenkiihen zusammen

auf einer Innen- und zwei AuRenanlagen mit einer Fliche von insgesamt 4340m? (Tab. 2.1).

Im Zoo Leipzig leben vier Asiatische Elefantenkiihe (Elephas maximus indicus) und ein Bulle

zusammen auf einer Innenanlage und vier Freibereichen von insgesamt ca. 7000 mZ. Im Zoo

Wuppertal werden Hausratten (Rattus rattus) in Stillen von 0,2 m? fir jeweils ein Parchen

gezichtet.

Tab. 2.1: Daten der fir die Blutgewinnung genutzten Elefanten

Name EAZA-Nr. Geschlecht Geburtsjahr Geburtsort Standort
Loxodonta africana

Punda 9206 0,1 1992 Kruger Wuppertal
Nationalpark

Sabie 9204 0,1 1992 Kruger Wuppertal
Nationalpark

Sweni 9303 0,1 1993 Kruger Wuppertal
Nationalpark

Elephas maximus indicus
Hoa unbekannt 0,1 1985 Vietnam Leipzig
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Raubwanzen der Art Dipetalogaster maxima und Rhodnius prolixus wurden fiir die
Blutgewinnung genutzt. Die Wanzen wurden bei ca. 26 °C, 70-80% relativer Luftfeuchtigkeit
und einem 16/8 Hell-Dunkel-Rhythmus im Labor geziichtet (Schaub, 1989). Tiere im
5. Nymphenstadium (N5) wurden vor der Beprobung mindestens drei Wochen lang nicht
gefuttert, um die Aggressivitdt zu steigern und somit eine schnelle Blutaufnahme zu

gewahrleisten.

2.2.2 Konigspinguine

Bei den 16 Konigspinguinen (Aptenodytes patagonicus) des Zoos Wuppertal wurde
wahrend der Aufzucht das Verhalten beobachtet. Gleichzeitig enthommene Kotproben
wurden auf Parasiten untersucht. Die Wuppertaler Koénigspinguine leben auf einer 100 m?
Innenanlage aus Land- und Wasserfliche mit einem 220 m*® Wasserbecken zusammen mit 15
Eselspinguinen. Es wurden Charakteristika zur Unterscheidung der 16 Konigspinguine
protokolliert (Tab. 2.2 und 2.3). Mit Hilfe dieser Unterscheidungsmerkmale wurden die
sozialen Interaktionen zwischen den Elterntieren, der Gruppe und dem Jungtier

dokumentiert.

Tab. 2.2: Angaben zu den Kdnigspinguineltern und dem Jungtier

Nr. Name Geschlecht Geburts- Geburtsort Charakteristika
datum
1 Hillary 0,1 02.02.93 Sea World  Mutter, zweitgrofStes Tier, dick,

Orlando gerader Schnabel,
humpelt mit rechtem Ful’
2 Boston 1,0 23.01.93 Sea World  Vater, groRtes Tier, dick,
Orlando aufgeplustert, Schnabel leicht
gewolbt, intensive Gelbfarbung
3 Jorau 0,0,1 04.11.11 Zoo Jungtier, dunkelbraunes
Wuppertal Daunengefieder, klein, grauer
Schnabel
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Tab. 2.3: Angaben zur Kénigspinguingruppe

Nr. Name Charakteristika

4 Hanke mittelschlank, gerader Schnabel, l[auft den Tierpflegern
hinterher, Handaufzucht, eiernder Gang

5 Joris klein, schlank, starke Wolbung nach unten am
Schnabelansatz, Handaufzucht

6 Arcta  groB, dick, Verkrustung am rechten Fliigel und den Augen,
Plastikband zur Erkennung

7 Oma mittelschlank, humpelnder Gang, verkratzter Schnabel, bildet
ofter eine Brutfalte obwohl sie kein Ei hat

8 - schlank, besonders schlanker Hals, rechtes Auge verkrustet

9 - mittelschlank, Hakenschnabel, kurzer Schnabel

10 - schlank, immer an der Seite von Arcta

11 - schlank, tGberstreckt den Nacken oft nach hinten

12 - schlank, brauner Fleck unterhalb des rechten Fliigels

13 - groR, mittelschlank, verschmutzter Schnabel mit zwei Kerben

14 - mittelgrof3, mittelschlank, hinkender Gang wegen
Hiftschaden

15 - mittelschlank, klappt oft einen Fliigel ab, leicht gebogener
Schnabel mit Kerbe

16 - dick, leicht gekrimmter Schnabel

2.3 Methoden

2.3.1 Blutentnahme mit Raubwanzen bei trachtigen Saugetieren

Im Zoo Wuppertal wurden die trachtigen Afrikanischen Elefanten ,Punda“, ,Sabie” und
»Sweni“ freistehend und im direkten Kontakt mit den Tierpflegern in ihren Stallen mit den
Raubwanzen D. maxima (N5) und R. prolixus (N5) beprobt. Die Elefantin , Punda” musste
nach zwei erfolgreichen Beprobungen aus der Studie herausgenommen, da sie aggressiv auf
die Wanzen reagierte. Von den insgesamt 74 Blutproben ,Sabie” und ,Sweni” wurden 26
Proben direkt von Raubwanzen am Tier aufgenommen und 48 Proben mit heparinisierten
Spritzen entnommen. Von letzteren wurden 20 Proben nach der Entnahme spatestens nach
20 min unter eine Membran gegeben und dann durch die Raubwanzen aufgenommen.
Wahrend der Beprobung wurden die Elefanten mit Futter in Form von Luzerne,
Mohren oder Brot abgelenkt. Jeweils drei D. maxima oder bis zu sechs R. prolixus wurden in

einer durchsichtigen Kunststoffdose mit Papptrennwanden angesetzt (Abb. 2.1a). Die
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Trennwdnde dienten den Wanzen als Halt und Maoglichkeit zur Positionierung fiir den
Einstich. Die Dose wurde ohne Abdeckung fir einige Minuten an den Vorderlauf der
Elefantenkihe gehalten. Sobald eine oder mehrere Wanzen begonnen hatten zu saugen,
wurde die Dose mit den (brigen Wanzen wieder entfernt, um die Elefanten durch
Bewegungen der nicht saugenden Wanzen nicht unnétig zu stéren. Die saugenden Wanzen
bewegten sich nicht und wurden daher frei am Vorderlauf belassen (Abb. 2.1b). Nach
Beendigung des Saugaktes wurden die Wanzen vom Vorderlauf der Elefantenkiihe entfernt
und das Blut spatestens nach 20 min aus dem Magen entnommen, um die Konzentrierung
des Blutes und damit eine mogliche Verfalschung der Blutwerte zu minimieren. Wenn
mehrere Wanzen gleichzeitig an einer Elefantenkuh Blut sogen, wurde dieses vereinigt, um

ein groReres Probenvolumen zu erhalten.

Abb. 2.1a, b: D. maxima an Loxodonta africana

Im Zoo Leipzig wurden bei der trachtigen Asiatischen Elefantin ,Hoa” vom 03.11.11-
18.04.12 insgesamt 59 Blutproben entweder mit D. maxima (19 Proben) oder der Spritze
(37 Proben) entnommen. Solange die Wanze saugte, wurde Hoa mit Futter abgelenkt. Die
Proben wurden der Wanze nach etwa 20 min entnommen, zentrifugiert und das Plasma
danach sofort zur Analyse in ein Labor gesendet.

AuBerdem wurden zwei weibliche Ratten der Rattenzucht im Zoo Wuppertal
zwischen dem 26.06. und 30.07.12 mit R. prolixus (N5) beprobt, um die Progesterontiter

Uber den vollstandigen Verlauf einer Trachtigkeit zu erfassen. Die beiden Rattenweibchen,
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die frisch Jungtiere geworfen hatten, wurden zu jeder Beprobung ca. 20 min einzeln
gehalten und danach wieder zu ihren Mannchen gesetzt, um die Wahrscheinlichkeit einer
erneuten Trachtigkeit zu erhéhen. Es wurden unterschiedliche Beprobungsweisen getestet,
um eine moglichst reproduzierbare und erfolgreiche Art der Blutgewinnung zu finden.
Zunachst wurde ein Filmddschen mit Wanzen fiir 15 min an den Riicken der Ratte gehalten.
Bei einer anderen Methode wurde der Ratte eine Versteckmoglichkeit geboten, wahrend
sich die Wanzen im Kafig frei bewegten und sich den Weg zum Wirt selbst suchten
(Abb. 2.2.). Die effizienteste Methode war eine mit Gaze liberspannte Streichholzschachtel,
die mit 5-7 Wanzen bestiickt und mit einem Klebeband auf dem Riicken der Ratte wie ein
Rucksack fixiert wurde. Wahrend der Blutentnahme wurden die Rattenweibchen mit Futter
abgelenkt, um starke Bewegungen und somit eine Stérung der Wanzen bei der
Blutaufnahme zu verhindern. Nach ca. 15 min wurden die vollgesogenen Wanzen entfernt
und deren Mageninhalt sofort entnommen. Bei Versuchen den Rattenweibchen unter
Narkose Kontrollblut an den Venen des Schwanzes und Halses zu entnehmen, reichte dies
nicht flr die Analyse aus. Von einer Herzpunktion oder der Tétung der Tiere zur Gewinnung
von Kontrollblut wurde abgesehen. Die Progesteron-Konzentrationen der Elefanten und
Ratten wurden gemittelt, auf Normalverteilung gepriift und die Abweichungen mit Student’s

t-test auf Signifikanz gepriift (Microsoft Excel 2010, Statistica).

Abb. 2.2: R. prolixus saugt an Rattus rattus
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2.3.2 Membranfiitterung

Nach ausschlieBlich direkter Beprobung mit Raubwanzen vom 12.04.-24.05.12 an den
Elefanten im Zoo Wouppertal, wurden Membranfiitterungen von Raubwanzen mit
Elefantenblut durchgefiihrt. Aulerdem wurde R. prolixus einmal pro Woche direkt bei den
Elefantenkiihen angesetzt. Die Membranfiitterungen vergroRerten das aufgenommene
Blutvolumen, da die Raubwanzen z.T. Probleme hatten mit dem Stechrissel durch die Haut
der Elefanten zu den Blutgefdlen zu gelangen. AulRerdem irritierten Bewegungen der
Elefanten die Wanzen oftmals, sodass sie die Blutaufnahme vorzeitig abbrachen und nur
wenig Blut gesogen hatten. Durch die Membranfiitterung fielen solche Stoérfaktoren weg,
und es wurden mehr verwertbare Blutproben gewonnen. Darliber hinaus wurde die
Probenentnahme beschleunigt, da die konventionelle Blutabnahme nur wenige Minuten
dauerte. Der Tierarzt des Zoos Wuppertals, Dr. Arne Lawrenz, entnahm vom 25.06.-16.07.12
mehrmals pro Woche zwei Blutproben zur selben Uhrzeit. Beide Blutproben wurden mit der
Spritze direkt in Lithium-Heparin Monovetten aufgezogen, um eine Blutgerinnung zu
vermeiden. Eine Probe wurde fir die Membranfitterung verwendet, wahrend die zweite
Probe als Kontrolle direkt bei ca. 2000 G zentrifugiert wurde. Das Kontrollplasma wurde in
600 Z-Multivetten bei -20° C bis zur Analyse aufbewahrt.

Fir die Futterung wurden Latex-Membranen eingesetzt. Die Praservativa wurden vor
dem ersten Gebrauch abgewaschen und abgekocht um das Talkum-Puder und den
Weichmacher zu entfernen und somit einen moglichen Storfaktor fir die Wanzen zu
eliminieren. Fir die Fltterung wurden die autoklavierten Membranen flach auf einer
Glasplatte ausgebreitet, welche durch eine Heizplatte (Nagel: Medax, Typ 15800) bei einer
Temperatur von 36-38 °C gehalten wurde (Schaub 1990). Eine Erwdarmung der Blutproben
war notwendig, da diese Temperatur die Raubwanzen zur Nahrungsaufnahme animierte
(Lazzari & Nunez 1989, Schofield 1979). Bei jeder Fitterung wurden je 3-4 ml einer
Blutprobe auf die Glasplatte unter eine Membran gespritzt. Hierbei durften sich keine
groBeren Luftblaschen bilden, weil diese das Blutvolumen in den Wanzenmagen verringert
hatten. Auf die Membran wurden mit Gaze verschlossene Plexiglasrohren mit jeweils fiinf R.
prolixus (N5) verwendet (Abb. 2.3 a). gesetzt. Die Wanzen stachen zwischen die Faden der
Gaze und saugten durch die Membran Blut (Abb. 2.3 b). Die Plexiglasrohren wurden

wahrend der Fitterung mit einem Tuch abgedunkelt, da die meisten Raubwanzen bevorzugt
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nachts in der Dunkelheit saugen und sich tagsiber in dunklen Ritzen oder Nischen
verstecken (Weinke & Burchard 2010). Nach jeder Fitterung wurden die Membranen mit

kaltem Wasser abgewaschen und bei einem Druck von 1 bar fir 45 min autoklaviert.

Abb. 2.3 a, b: R. prolixus bei der Membranfiitterung

2.3.3 Blutentnahme bei Raubwanzen

Zur Blutentnahme wurden die Raubwanzen mit einer Pinzette fixiert (Abb. 2.3). Mit einer
0,8 x 25 mm-Kanile (21 G) auf einer Spritze wurde ihnen im 45°-Winkel, bezogen auf die
Korperlangsachse, in den Magen gestochen (Voigt et al. 2004, Stadler et al. 2007). Das Blut
wurde aufgezogen und fiir die Zentrifugierung in nicht beschichtete Serum-Multivetten
gefillt. Das von den Wanzen direkt am Tier aufgenommene Blut wurde in die Lithium-
Heparin-Multivetten 600 LH geflllt. AnschlieRend wurden die Proben fir die
Plasmagewinnung 10 min bei ca. 2000 G zentrifugiert. Bis zur Analyse wurden die Plasma-
Proben bei -20 °C gelagert. Die Kontrollproben und dazugehoérigen durch Wanzen
aufgenommenen Blutproben wurden stets fiir dieselbe Dauer, maximal bis zu einer Woche,

gelagert und dann gemeinsam zum Labor geschickt.
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Abb. 2.4: R. prolixus fixiert

2.3.4 Blutanalyse

Das Labor Stein und Kollegen (Velbert), welches die Blutproben aus dem Zoo Wuppertal
analysierte und das Labor des Zoos Leipzig nutzten denselben immunologischen in vitro Test
zur quantitativen Bestimmung des Progesterons in den Blutproben, den Elektro-
ChemilLuminszenz-lImmunoAssay (,ECLIA“) bzw. ,Elecsys Progesterone II“-Test. Die
Mindestanforderungen an das Blutvolumen fiir diesen Test waren 500-600ul Vollblut bzw.
200-300ul Plasma/Probe. Das Plasma der Proben aus dem Zoo Wuppertal wurde in Serum-
Multivetten ohne Beschichtung bei -20°C bis zum Transport in das Labor gelagert. Bei dieser
Lagermethode ist der Test mit Blutplasma bis zu einem halben Jahr spéater erfolgreich. Die
Proben wurden jedoch spatestens nach einer Woche gesammelt zum Labor gesandt.

Fir die Analyse wurden 30ul Plasma einer Blutprobe zur Freisetzung des
Progesterons mit Danazol in Gegenwart eines flir Progesteron spezifischen biotinylierten
Antikorpers sowie eines mit einem Ruthenium-Komplex markierten Progesteronderivats
nach Angaben des Herstellers inkubiert. Das Derivat und das Progesteron der Probe standen
in Konkurrenz um die Bindungsstellen des Antikorpers. Bei einer zweiten Inkubation wurden
mit Streptavidin beschichtete Mikropartikel hinzugefiigt, welche den Komplex fir die
Markierung des Progesteronderivats an die Festphase banden (Biotin-Streptavidin-
Wechselwirkung). Der Anteil an gebundenem Progesteronderivat ist umgekehrt proportional
zum Progesterongehalt in der Probe. In einer Messzelle wurden danach die Mikropartikel
auf die Oberflache einer Elektrode fixiert und ungebundene Substanzen entfernt. SchlieBlich

wurde eine Spannung angelegt. Diese |0ste eine Chemilumineszenzemission aus, welche
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photometrisch gemessen und mit einer Kalibrationskurve verglichen wurde. Mit diesem
Test kann ein Progesterongehalt zwischen 0,095-191 nmol/l bzw. 0,03-60 ng/ml ermittelt

werden.

2.3.5 Verhaltensbeobachtungen bei der Kénigspinguin-Aufzucht

Im Zoo Wuppertal wurden vier Wochen lang Verhaltensbeobachtungen bei den
Konigspinguinen durchgefliihrt. Zu Beginn der Untersuchungen im Rahmen eines S-Blocks
war das Jungtier sechs Wochen alt. Die erste Beobachtungswoche wurde als Eingewdhnung
genutzt, um sich mit den Tieren und ihrem Verhalten vertraut zu machen. Die Eselspinguine
wurden bei den verhaltensbiologischen Beobachtungen nicht unterschieden, da sie sich dem
Jungtier nur selten annaherten und mit den Kénigspinguinen tberwiegend nicht in soziale
Interaktion traten. Sie wurden nur bei der Dokumentation des Abwehrverhaltens der
Elterntiere mit einbezogen.

Als Beobachtungszeitraum wurde der Vormittag von 9:00-13:00 Uhr ausgewahlt, da
die Pinguine dann meistens aktiver agierten als am Nachmittag. Flitterungen fanden bei den
Konigspinguinen, abgesehen vom Freitag, zweimal taglich um 11:00 und 15:00 Uhr statt. Die
Pinguineltern wurden auch am Freitag gefiittert, um die bestmogliche Entwicklung des
Jungtiers zu garantieren, welches durch die Elterntiere gefittert wurde. Bei der Beobachtung
wurden Fokus-Tier und Sequence-Sampling Methode miteinander kombiniert (Geissmann
2002, Naguib 2006). Mit letzterer wurde zwischen dem 14.11-11.12.11 von 9-13 Uhr
stiindlich das Putz- und Schlafverhalten beim Muttertier, beim Vater des Jungtiers und bei
einem taglich randomisiert ausgewahlten Individuum protokolliert. Die Messung erfolgte
dabei als Dauer eines gezeigten Verhaltens in Minuten.

Das Abwehrverhalten der Individuen pro Stunde wurde mit der Fokus-Tier Methode
erfasst. Pinguine, welche sich bedroht fiihlten, hackten nach ihren Nachbarn und schrien
dabei. Dieses Verhalten dauerte i.d.R. nur 1-2 Sekunden und wurde daher nur als Haufigkeit
aufgenommen, d.h. als Anzahl ohne Dauer. Darliber hinaus wurden die durchschnittliche
Haufigkeit der Zuwendungen und Zurechtweisungen dem Jungtier gegeniiber sowie das
Flitterungsverhalten der Eltern dokumentiert. Die soziale Interaktion von anderen Tieren der
Gruppe mit dem Jungtier wurde ebenfalls bewertet, um Aufschluss tiber die Aufnahme des

Jungtiers in die Gruppe zu erhalten. SchlielRlich wurde zur Evaluation des Schutzinstinkts der
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Pinguineltern die Dauer des Korperkontakts zum Jungtier [min/h] sowie die geschatzte
Entfernung [m] dokumentiert, wenn kein Korperkontakt bestand. Wahrend der
Verhaltensanalyse wurde die Anlage bis auf die Sduberung gegen 9 Uhr und die vom
Tierpfleger ausgefiihrte tagliche Futterung um 11 Uhr nicht betreten, um das natirliche

Verhalten der Kénigspinguine so wenig wie moglich zu beeinflussen.

2.3.6 Parasitologische Untersuchungen
Vor und im Rahmen der Bachelorarbeit wurden zwischen dem 17.10. und 10.12.11 sowie
vom 25.01.-06.06.12 Kotproben der Konigspinguineltern und von randomisierten
Kontrolltieren der Pinguingruppe zur Bestimmung der Anzahl der Parasiten gesammelt. Die
Entnahme der Fazes erfolgte nach dem Schlupf des Jungtiers zweimal wochentlich und 2012
einmal in der Woche, bis die Tiere am 28.05 schlieBlich vollig gemausert waren. Die
Konigspinguine sonderten zuweilen relativ wenig Kot ab, < 2 g. Die Proben wurden in mit
Datum und Zugehorigkeit beschrifteten Réhrchen bis zur Auswertung eingefroren.

Vor der parasitologischen Analyse wurden die Kotproben aufgetaut und ausgewogen.
Die Analyse wurde nach dem Flotationsverfahren mit gesattigter Zinkchlorid-Kochsalz-
Losung durchgefiihrt (Blirger & Stoye 1983). Dazu wurden 310 g NaCl mit 220 g ZnCl, in
800 ml destilliertem Wasser bis zur Sattigung auf dem Magnetrihrer gel6st. Die Kotproben
wurden im Morser mit der Zinkchlorid-Kochsalz-Lésung verriihrt, und die Suspension durch
ein Sieb (Maschenweite: 250-300 um) in 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben. Die Proben
wurden bei 1250 G fiir 7 Min zentrifugiert, da mit dieser Einstellung in einer friiheren Studie
bei Kotanalysen von Erdmannchen (Suricata suricatta) quantitativ gute Ergebnisse erzielt
wurden (Stadler 2005). Bei der Zentrifugation mit héheren Umdrehungszahlen werden eher
Nematodeneier erfasst. Da Nematodeneier vergleichsweise schwerer sind als Kokzidien,
haben sie eine hohere Dichte und wiirden sich daher bei zu schwacher Zentrifugierung im
Sediment konzentrieren, anstatt im Uberstand (Stadler 2005). Nach der Zentrifugation
wurde jeweils ein Deckglas (18x18 mm) fiir 30 min auf die Oberflache der Losung gelegt.
Durch Adhésionskraft sammelten sich die Parasiten an der Oberflache der Deckgladser. Diese
wurden auf Objekttrager tUberflihrt und im Mikroskop betrachtet. Die Auszahlung erfolgte
nach Mac Master (Biirger & Stoye 1983). Dabei wurden bei 1000-facher VergrofRerung zehn

Gesichtsfelder des Deckglaschens ausgezahlt und auf das gesamte Zahlfeld umgerechnet.
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AnschlieBend wurden die ausgezahlten Parasiten fir die jeweilige Probe einheitlich auf ein
Gramm Kot umgerechnet. Die statistischen Analysen wurden mit Student’s t-test
durchgefiihrt (Microsoft Excel 2010, Statistica)

Da die frischen Prdparate in einem feuchten, luftdicht abgeschlossenen Behiltnis
nicht lange ihre Qualitat behielten, sondern die Salze nach mehreren Tagen kristallisierten,
wurden direkt bei der Erstellung einiger Praparate zusatzlich ,Hama-Quick“-Farbungen
(vergleichbar mit Pappenheim-Farbungen) durchgefiihrt. Dazu wurden Ausstrich-Prdparate
mehrmals kurz in eine methanolhaltige Fixierlésung und die Farbstofflosungen Eosin und
Methylenblau eingetaucht und jedes Mal getrocknet. Danach wurden die Praparate mit
Wasser abgesplilt, um sie von Uberflissiger Farbe zu reinigen, und abschlieBend mit Entellan
eingedeckt. So waren die Proben langer haltbar und wurden schlieBlich im Olympus-

Mikroskop BX40 mit dem ,, ALTRA 20-Soft Imaging System” fotografiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Progesterontiter bei Loxodonta africana

Bei insgesamt 52 der 74 der im Zoo Wuppertal entnommenen Blutproben reichte das
Blutvolumen fiir eine Analyse aus (Tab. 3.1). Sieben Wanzenproben ergaben nach der
Zentrifugation zu wenig Blutplasma. Weitere 17 zwischen dem 12.04. und 22.05.12
genommene Proben wurden versehentlich als Vollblut eingefroren und waren daher nicht

auswertbar.

Tab. 3.1: Plasma-Proben zur Hormonanalyse bei Loxodonta africana

Datum Sweni Sabie Kontrolle Membranfiitterung*
Plasma

31.05 (w) (w) - -

05.06 - (w) X -

14.06 - - X X

26.06 - - X X

27.06 X X X X

28.06 - - X X

05.07 X (w) X X

06.07 - - X X

09.07 (w) (w) X X

11.07 - - X X

12.07 X (w) X X

16.07 - - X X

19.07 - - X t

x Probenvolumen ausreichend - keine Probenentnahme (w) zu wenig Plasma
t Membrantest * Aliquot der Kontrollprobe

Um die Genauigkeit des Testverfahrens zu Uberpriifen, wurde am 03.08.12 je eine
Blutprobe pro Elefantin mit der Spritze entnommen, diese Proben auf drei R6hrchen verteilt,
einzeln ausgewertet und die Ergebnisse verglichen. Die mit dem ,ECLIA-Test” ermittelten
Progesteron-Konzentrationen der Probe der Elefantin ,Sabie” lagen bei 0,24-0,32 ng/ml
Plasma (1,27 + 0,12 ng/ml), die von ,Sweni“ bei 1,15-1,43 ng/ml (0,28 + 0,04 ng/ml). Die

prozentualen Abweichungen vom Mittelwert betrugen 9,4 % bzw. 12,9%.
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Beim zeitlichen Verlauf der Progesteron-Konzentration beider Kiihe zeigte sich bei
der konventionellen Blutabnahme eine abfallende Tendenz mit zwischenzeitlichen Anstiegen
(Abb. 3.1 und 3.2). Bei der Elefantin ,Sabie” lagen die Progesteron-Konzentrationen
zwischen 0,71 und 7,64 ng/ml, bei ,Sweni“ bei 1,67-6,89 ng/ml. Der Progesterontiter

bewegte sich bei ,Sabie” und ,Sweni“ um einen Mittelwert von 2,02 + 1,89 bzw. 3,69 + 1,99

ng Progesteron/ml Plasma.
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Abb. 3.1: Progesteron-Konzentrationen der Afrikanischen Elefantin ,,Sabie”

Progesteron [ng/ml]

Abb. 3.2: Progesteron-Konzentrationen der Afrikanischen Elefantin ,,Sweni”
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Die Progesteron-Konzentrationen der Wanzenproben lagen bei ,Sabie” bei
1,94 ng/ml Plasma und bei der Probe von ,Sweni“ bei 4,71 + 1,96 ng/ml. Bei den insgesamt
vier Wanzenproben beider Elefantenkiihe betrug die durchschnittliche Abweichung zu den
Kontrollproben 0,71 ng/ml. Sie unterschieden sich bei beiden Kiihen nicht signifikant von
den Kontrollproben (,,Sweni“: p=0,55; ,,Sabie“: p=0,89).

Die Progesteronwerte bei den Proben der Membranfiitterung lagen mit 1,26 + 0,51
und 1,71 + 0,77 ng/ml Plasma sowohl bei der Elefantin ,Sabie“ als auch bei ,Sweni”
durchschnittlich niedriger als bei den konventionell gewonnenen Kontrollproben (Abb. 3.1
und 3.2). Dabei unterschied sich die Progesteron-Konzentration der Proben von ,Sweni“
signifikant von den Kontrollproben (p=0,01), wahrend die von ,Sabie” eine nicht signifikante
Abweichung aufwiesen (p=0,22). Die durchschnittliche Abweichung des Progesterongehalts
der Membranproben von den Kontrollwerten lag ohne Beriicksichtigung der stark
abweichenden Werte bei ,Sabie” bei 0,81 ng/ml und bei ,Sweni“ bei 1,0 ng/ml (Tab. 3.2).
Lediglich bei vier Messungen waren die Progesteron-Konzentrationen der Membranproben
0,06-1,1 ng/ml héher als die der Kontrollwerte. Je hoher die Progesteron-Konzentration der
Kontrollprobe war, desto grofler waren auch die Abweichungen der Werte nach der
Membranfitterung.

Tab. 3.2: Abweichung der Progesteron-Konzentrationen [ng/ml Plasma] zwischen

Membranfitterung und Spritze

Datum ,Sabie” »Sweni”
14.06. - 5,37* - 6,15*
26.06. - 1,37 - 2,33
27.06. - 0,68 - 6,92*
28.06. -29 - 3,7
05.07. - 0,31 - 0,6
06.07. - 0,18 - 0,82
09.07. + 0,06 - 1,09
11.07. - 0,02 - 0,37
12.07. +0,94 - 0,84
16.07. +1,1 + 0,62
Median* 0,81 1,0
Mittelwert* 1,29 2,34

* ohne die stark abweichenden Werte
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Um zu Uberprifen ob die Latexmembranen die niedrige Konzentration in den
Blutproben der Membranfiitterungen verursacht haben, wurde ein Membrantest
durchgefiihrt. Daflir wurde konventionell entnommenes Blut der beiden Afrikanischen
Elefantinnen vom 19.07.12 unter die Membranen gespritzt und nach ca. 30 min auf der
Heizplatte wieder aufgenommen. Im Vergleich zu den Werten der Kontrollproben mit
1,57 ng/ml bei ,Sabie” und 3,38 ng/ml bei ,Sweni“, lag die Progesteron-Konzentration der

Proben des Membrantests mit 0,36 bzw. 1,0 ng/ml um 76,8 und 70,5 % niedriger.

3.2 Progesterontiter bei Elephas maximus

Bei den insgesamt 59 Blutproben der trachtigen asiatischen Elefantin ,Hoa” aus dem Zoo
Leipzig zeigte der Verlauf der Progesteron-Konzentrationen der konventionell entnommenen
Blutproben eine Giberwiegend abfallende Tendenz von einem Anfangswert bei 4,71 ng/ml
Progesteron am 03.11.11 auf 0,53 ng/ml am 03.04.12 (Abb. 3.3). In den letzten Tagen vor
der Geburt am 09.04.12 fiel die Konzentration vom 30.03. auf den 03.04.12 stark um
2,57 ng/ml ab.

Die Konzentrationen der Wanzenproben nahmen ebenfalls von 5,32 ng/ml auf
0,81 ng/ml Progesteron ab (Abb. 3.3). Sie lagen im Durchschnitt bei 3,33 + 1,48 ng/ml und
somit oberhalb der Konzentration der konventionell gewonnenen Proben mit
2,40 * 0,84 ng/ml. Bei einem deutlich héheren Wert der Wanzenprobe am 14.02 fand sich
mit 8,76 ng/ml eine 2,5-fach héhere Progesteron-Konzentration als durchschnittlich bei den
durch Spritzen entnommenen Proben. Diesen stark erhohten Wert ausgenommen ergab sich
beim Median eine positive Abweichung von 0,60 ng/ml zwischen den Wanzenproben und
der vendsen Blutentnahme. Die Progesteron-Konzentrationen der durch Wanzen
aufgenommenen Proben unterschieden sich deshalb nicht signifikant von den

Kontrollproben (p=0,09).
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Abb.3.3: Progesterontiter bei der asiatischen Elefantin ,,Hoa“ [ng/ml]

3.3 Vergleich der Ergebnisse von Loxodonta africana und Elephas maximus

Wahrend im Zoo Wuppertal am selben Tag sowohl Blut mit Raubwanzen als auch mit der
Spritze Blut entnommen wurde, wurden im Zoo Leipzig beide Methoden abwechselnd
angewandt. Die Progesteron-Konzentration der konventionell entnommenen Proben von
Loxodonta africana lag bei 2,98 + 2,11 ng/ml (n=2) und von Elephas maximus bei
2,4 £ 0,84 ng/ml (n=1). Im Zoo Leipzig lag der Progesterontiter der Wanzenproben von ,Hoa“
im Mittel 0,6 ng/ml oberhalb der Kontrollwerte. Im Zoo Wuppertal hingegen lag die
Konzentration des Progesterons i.d.R unterhalb jener der Kontrollproben. Die
durchschnittlichen Abweichungen des Progesterontiters der Wuppertaler Membranproben
von den Kontrollwerten waren bei ,Sabie” 0,81 ng/ml und bei ,,Sweni“ 1,0 ng/ml. Die
Wanzenproben der beiden Afrikanischen Elefanten wiesen mit 0,71 ng/ml eine etwas
hohere Abweichung von den Kontrollproben als bei die der Asiatischen Elefantin. Allerdings
lagen die Werte zweier Wanzenproben aus Wuppertal, im Gegensatz zu denen aus Leipzig,

etwas niedriger als die der Kontrollproben.
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3.4 Progesterontiter bei Rattus rattus

Bei den weiblichen Ratten des Zoo Wuppertals lag der Progesterongehalt bei insgesamt
neun Uber R. prolixus bei Trachtigkeit der Tiere gewonnenen Proben meist auRerhalb der
Messbereichs des ,ECLIA“-Tests, sodass die Proben schlieRlich 1:10 mit Kochsalzl6sung
verdliinnt wurden, um genaue Werte zu erzielen. Daher ist bei zwei Proben die Progesteron-
Konzentration lediglich mit >60 ng/ml angegeben, wahrend bei den anderen Proben vom
Labor die Verdinnung durchgefiihrt wurde (Tab. 3.3). Wahrend mit den Raubwanzen
Blutproben mit einem Volumen von durchschnittlich 200ul gewonnen werden konnten,
ergab Kontrollblut aus Schwanz- oder Halsvenen nur ca. 100 pl Blut und somit nicht
genligend Blut fiir die Analyse.

Tab. 3.3: Progesterontiter bei Rattus rattus [ng/ml]

Progesteron [ng/ml]

Datum R1 R2
14.06.2012 >60 (w)
02.07.2012 (w) > 60
09.07.2012 (w) (w)
11.07.2012 32,8 101,3
24.07.2012 11,48 5,46
26.07.2012 59,29 4,54
30.07.2012 (w) 6,38

(w) zu wenig Blut

Die Progesteron-Konzentration der beiden weiblichen Ratten lag durchschnittlich bei
37,92 + 32,21 ng/ml. Das Rattenweibchen R1 warf nur am 04.07 Jungtiere und bekam
danach bis zum Ende Beprobung am 30.07.12 keinen Nachwuchs mehr. Die wahrend der
ersten Trachtigkeit am 14.06 gewonnene Probe ergab einen Progesterontiter >60 ng/ml. Die
Werte der beiden Proben vom 11.7 und 24.7 lagen mit 32,8 und 11,48 ng/ml weitaus
niedriger. Die letzte Probe vom 30.07. enthielt wieder eine Progesteron-Konzentration um
die 60 ng/ml. Das Weibchen R2 war zwischen dem 02.07 und 23.07.12 trachtig. In diesem
Zeitraum lag die Progesteron-Konzentration der beiden Proben bei >60 ng/ml. Bei den drei
Proben nach dem Wurf lag die Progesteron-Konzentration von R2 bei durchschnittlich
5,46 + 0,92 ng/ml. Die Progesteronwerte von Rattus rattus lagen signifikant hoher als die

von Loxodonta africana (p=0,02) und Elephas maximus (p=0,01).
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3.5 Ergebnisse der Verhaltensbeobachtungen bei Kénigspinguinen

3.5.1 Abwehrverhalten der Pinguineltern

Das durchschnittliche Abwehrverhalten der Elterntiere war gegeniiber einem taglich
randomisiert festgelegten Individuum der Gruppe Uber den gesamten Beobachtungs-
zeitraum vom 14.11-09.12.11 signifikant verstarkt (p=0; t=-6,81) (Abb. 3.4 a, b). Die
Kontrolltiere verteidigten sich Artgenossen gegeniliber nur gering oder gar nicht. Im
zeitlichen Verlauf zeigte sich immer bei demjenigen Elterntier eine erhdohte Verteidigung,
welches gerade das Jungtier betreute. Das jeweils andere Elterntier duRerte in seiner

Ruhezeit i.d.R ein vermindertes Abwehrverhalten.
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Abb. 3.4 a, b: Haufigkeit des Abwehrverhaltens der Kénigspinguine pro Stunde zwischen
dem 14.11.-28.11.11 (A) und dem 28.11.-09.12.11(B)
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Der Vater beschitzte das Jungtier mit durchschnittlich sieben Verteidigungen/h
haufiger als die Mutter mit nur etwa sechs Verteidigungen/h. Von insgesamt 1092
Anndhrungen wurden 659 von den Eltern abgewehrt. Die Pinguineltern verteidigten ihr
Jungtier, sobald ein Artgenosse ihm zu nahe kam. Dabei war es meistens unerheblich, ob die
Anndherung eines Gruppenmitglieds soziopositiv, sozionegativ oder neutral war. Die
Elterntiere wehrten 359 Mal auch Artgenossen ab, die sich nur in der unmittelbaren
Umgebung aufhielten, das Jungtier aber nicht ndaher beachteten. Der (iberwiegende Anteil
der Anndherungen anderer Gruppenmitglieder gegeniber dem Jungtier war mit 45,33%
neutral. Soziopositive und sozionegative Anndaherungen waren mit 25,73% und 28,94% in
einem ahnlichen Prozentsatz vertreten. Wenn ein Elterntier ruhte, wurde die Beschitzerrolle
solange vom anderen Elterntier Gbernommen. Ruhten beide gleichzeitig, Gibergaben sie die
Aufsicht an eine der beiden Handaufzuchten ,Hanke” oder ,Joris”. Diese ndaherten sich dem

Jungtier stets auf soziopositive Weise.

3.5.2 Fiitterung des Jungtiers

Die Futterungen des Jungtiers erfolgten sowohl durch die Eltern als auch durch ,,Hanke“ und
,Joris”. Das Jungtier wurde wahrend der Beobachtungszeit zwischen 9:00 Uhr und 13:00
meistens einmal gefiittert; vom 14.11.-09.12.11 erfolgten vormittags insgesamt 20
Fiitterungen. Der Vater fiitterte das Jungtier mit einem Anteil von 40 % am haufigsten
(Abb. 3.5). Die Mutter und ,Hanke“ beteiligten sich zu 25 % und ,Joris“ nur zu 10 % an den
Fiitterungen des Jungtiers.

10%\

X Vater

259, 40% H Mutter
W Hanke

Joris

Abb. 3.5: Anteil der Flitterungen des Jungtiers durch den jeweiligen Beschiitzer an der

Gesamtanzahl [%]
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3.5.3 Korperhygiene und Schlafverhalten der Pinguineltern

Wahrend der Aufzucht des Jungtiers widmeten die Elterntiere der Pflege ihres Federkleids
nur wenig Zeit. Durch die gesteigerte Neugier der Gruppe fiir das Jungtier und das somit
stark erhéhte Abwehrverhalten der Elterntiere verringerte sich ihr Putz- und Schlafverhalten
erheblich, da sie das Jungtier beschitzten (Abb. 3.6). Wahrend die taglich randomisiert
gewahlten Kontrolltiere sich im Durchschnitt etwa 11 min/h ihrer Kérperhygiene widmeten,
kamen Mutter und Vater durch ihre Schutzfunktion dieser nur jeweils 0,5 und 2 min/h nach.
Somit unterschied sich das Putzverhalten der Eltern wahrend der Aufsicht tiber das Jungtier
signifikant zu dem der Kontrolltiere (p=0; t=-6,78). Im Gegensatz dazu putzten sie sich
durchschnittlich 8,97 und 3,66 min/h mehr, sobald sie ihre Schutzfunktion an ein anderes
Individuum (bergeben hatten. In den Ruhephasen der Elterntiere unterschied sich ihr

Putzverhalten damit nicht signifikant von den anderen Individuen (p=0,09).
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(beschiitzend) (nicht beschiitzend)
Abb. 3.6: Durchschnittliches Putzverhalten der Koénigspinguine [min/h] im Vergleich
Die durchschnittlichen Ruhezeiten der Mutter und des Vaters waren mit 1,3 min/h
bzw. 2,13 min/h sehr gering im Vergleich zu den Kontrolltieren mit 12,55 min/h und
unterschieden sich daher signifikant (p=0; t=-6,77) (Abb. 3.7). Wahrend die Elterntiere ihr
Jungtier beschitzten, schliefen sie nicht. Hatten sie die Aufsicht an ein anderes Tier

abgegeben, ruhten sie haufiger und schliefen durchschnittlich 8,33 min/h und 11,64 min/h.
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Abb. 3.7: Durchschnittliche Ruhezeiten der Kénigspinguine [min/h]

3.5.4 Zuwendungen und Zurechtweisungen

Neben Schutz und Nahrung bekam das Jungtier regelmaRig die Zuwendung von seinen
Eltern, indem sie es putzten oder an sich drickten. Die Haufigkeit der Zuwendungen/h lag
mit rund acht (Mutter), sieben (Vater) und neun (Hanke und Joris) sehr nah beieinander
(Abb. 3.8). Gelegentlich wiesen die Pinguineltern das Jungtier auch mit einem gezielten
Nackenbiss zurecht, wenn es sich zu weit entfernte oder zu neugierig gegeniiber einem
Artgenossen wurde. Die Zurechtweisung des Jungtiers Uberlieen ,Hanke” und ,Joris“ der

Mutter und dem Vater mit durchschnittlich etwa 1 und 0,22 Abmahnungen/h (Tab. 3.6).
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Abb. 3.8: Durchschnittliche Haufigkeit der Zuwendungen/Zurechtweisungen an das Jungtier

durch die Beschitzer pro Stunde
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Die Eltern, ,Hanke” und ,Joris“ achteten stets auf Kérperndhe zum Jungtier. Dieses
hatte einen durchschnittlichen Kérperkontakt von 52,1 min/h mit seinen Beschiitzern. In den
vier Wochen der Beobachtungszeit lag insgesamt 132 Mal kein Kérperkontakt mit seinen
Beschiitzern vor (Tab. 3.4). Dabei war die Entfernung zwischen dem jeweiligen
beschitzenden Individuum und dem Jungtier 109 Mal kleiner und nur 23 Mal grofRer als 1 m.
Die Dauer ohne Korperkontakt war bei Entfernungen < 1 m fiir mit durchschnittlich 6,3 min
groer als bei Entfernungen > 1 m mit durchschnittlich 1,6 min. Die Beschiitzer oder das
Jungtier entfernten sich demnach nur fir kurze Zeit und auf kleine Distanzen. Die

Entfernungen tGber 1 m kamen oftmals nur durch einen Beschiitzerwechsel zustande.

Tab. 3.4: Korperkontakt und Entfernung des Jungtiers zum Beschitzer

@ Dauer ohne @ Dauer ohne
@ Entfernung  Koérperkontakt @ Entfernung Korperkontakt
Zeitraum <1m[m] [min/h] >/=1m [m] [min/h]
16.11-18.11 0,18 6,64 1,25 3,5
21.11-25.11 0,18 6,86 1,8 1
28.11-02.12 0,22 5,41 1 1
05.12-09.12 0,22 6,15 2,5 1
16.11-09.12 0,2 6,27 1,64 1,63
Gesamtsumme <1m >/=1m
Entfernungen
des Jungtiers 109 23
kein Korperkontakt zu Beschiitzer Koérperkontakt
@ Gesamtdauer
[min/h] 7,9 52,1

3.6 Parasitierung der Pinguine

Zwischen dem 17.10. und dem 10.12.11 wurde von den Tierpflegern des Zoos Wuppertals
1-2 Mal wochentlich und danach in Abstianden von 2-4 Wochen Kotproben von den
Konigspinguinen gesammelt (Tab. 3.8). Es wurden insgesamt 40 Kotproben ausgewertet.
Davon wurden 14 Proben dem Pinguinvater, 8 der Mutter und 18 der Gruppe zugeordnet. In
den Fazes der Konigspinguine wurden mit Hilfe des Flotationsverfahrens mit Zinkchlorid-
Kochsalzl6sung Sporozoa und vereinzelt Helmintheneier nachgewiesen. Bei den Elterntieren
wurden auffallig viele Kokzidien in den Kotproben gefunden, wahrend dies bei den Proben

der Gruppe seltener vorkam (Tab. 3.5 und 3.6). Wahrend bei der Gruppe nur 8 von 18
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Proben Kokzidien (44%) enthielten, waren sie beim Vater des Jungtiers in 11 von 14 (79%)
und beim Muttertier in 7 von 8 (88%) Proben zu finden. Dabei wiesen die Fazes der Mutter
mit durchschnittlich 7,1x10° + 5,85x10° Kokzidien/g mehr Parasiten auf als die des Vaters mit
4,81x105 + 4,7x105 Kokzidien/g, wahrend die Fazes der Kontrolltiere bei einem Befall im
Durchschnitt nur 2,84x10° + 1,73x10° Kokzidien/g enthielten. Damit unterschied sich der

Befall der Elterntiere mit Kokzidien signifikant von dem der Gruppe (p=0,01).

Tab. 3.5: Anzahl der Parasiten in den Kotproben der Kénigspinguineltern

Gewicht der Anzahl der Anzahl der
. Kokzidien Nematodeneier
Tier Datum Probe [g] 4 . 3,
x 10" /g Fazes x 10°/g Fazes
Vater 17.10.2011 0,2 0 0
20.10.2011 0,3 0 0
24.10.2011 1,8 4,91 6,94
31.10.2011 0,8 0 0
12.11.2011 1 11,3 1,39
14.11.2011 0,4 83 0
30.11.2011 0,4 84,8 0
10.12.2011 0,2 174 0
25.01.2012 1,6 53,6 0
01.02.2012 1,4 50,3 0
09.05.2012 1 19,3 0
16.05.2012 0,5 18,5 0
24.05.2012 1,1 15,8 0
06.06.2012 0,6 13,8 0
Mutter 27.10.2011 1,6 0 3,47
03.11.2011 1,5 19,1 2,16
06.11.2011 0,3 113 10,8
23.11.2011 0,3 78,3 0
25.01.2012 0,8 40,7 0
30.03.2012 1 40,3 0
09.05.2012 1,2 66,1 0
16.05.2012 0,8 210 0
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Tab. 3.6: Anzahl der Parasiten in den Kotproben der Kontrolltiere der Gruppe

Gewicht der Anzahl der Anzahl der
Datum Kokzidien Nematodeneier
Probe [g] P 3, u
x 10°/g Fazes x 10°/g Fézes
17.10.2011 0,5 0 0
24.10.2011 0,8 17,9 8,65
27.10.2011 1,7 0 0
03.11.2011 0,8 0 0
06.11.2011 1 0 0
09.11.2011 1 0 0
23.11.2011 0,6 0 0
30.11.2011 1 36,8 0
03.12.2011 0,6 0 0
07.12.2011 0,5 9,6 0
10.12.2011 0,7 0 0
25.01.2012 0,8 0 0
01.02.2012 1,2 64,9 0
08.02.2012 2,4 26,3 0
30.03.2012 1,8 0 0
13.04.2012 3,5 9,32 0
09.05.2012 0,6 27 0
18.05.2012 0,5 14,7 0

Die Anzahl der Kokzidien stieg beim Vatertier beinahe kontinuierlich von 4,91x10* am
24.10.11 auf das Maximum von 1,74x106 Kokzidien/g Kot am 10.12.11 an und fiel danach
auf 1,38x10° Kokzidien/g Kot am 06.06.12 ab (Abb. 3.9). Bei der Mutter stieg die
Konzentration der Kokzidien nach Beginn der Aufzucht auf ein erstes Maximum bei 1,13x10°
Kokzidien/g am 06.11.11, fiel bis 30.03.12 ab und stieg danach erneut bis zu einem zweiten
Maximum am 16.05.12 mit 2,10x106 Kokzidien/g Kot. Die acht Proben der Kontrolltiere, bei
denen Kokzidien vorlagen, wiesen verglichen mit jenen der Elterntiere im zeitlichen Verlauf

meistens niedrigere Werte auf.
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Abb. 3.9: Zeitlicher Verlauf der Anzahl Kokzidien/g Fazes bei den Kénigspinguineltern

Mikroskopische Praparate von Tieren mit Kokzidiosen wiesen bei 1000-facher

VergrofRerung Oocysten auf, die vermutlich den Gattungen Isopora und Eimeria angehorten,

wobei letztere deutlich kleiner waren (Abb. 3.11).

20 um 20 pm

Abb. 3.11 a, b: Oocysten der Gattung Isospora bei der Pinguinmutter am 16.05.12
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Abb. 3.12: Oocysten der Gattung Eimeria beim Vater am 01.02.12
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Abb. 3.10: Zeitlicher Verlauf der Anzahl Nematodeneier/g Fazes bei den Kénigspinguineltern

Der Befall mit Kokzidien war bei Koénigspinguinen wesentlich hoher als der mit
Nematodeneiern. Insgesamt enthielten nur 6 von 44 Proben Nematodeneier, hingegen 30
von 44 Kokzidien (Tab. 3.5 und 3.6). Die von der Mutter gesammelten Proben enthielten
Nematodeneier der Gattung Oxyuris, die Kotproben des Vaters vom 24.10. und 12.11. sowie
jene der Gruppe vom 24.10.11 enthielten Eier der Gattung Trichuris. Der Befall der
Elterntiere mit Nematoden unterschied sich kaum signifikant von dem der Kontrolltiere

(p=0,05).
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3.7 Ergebnisse der Parasitierung und der Verhaltensbeobachtung der
Pinguine im Vergleich

Das Jungtier schliipfte am 04.10.11. In der Anfangsphase der Aufzucht, zwischen dem 17.10.
und dem 10.12.11 stieg die Parasitierung mit Kokzidien des Vaters rapide an (Abb. 3.9). Auch
der Parasitentiter der Mutter schnellte bis zum 06.11.11 in die Hohe. Zwischen dem 14.11.
und 28.11.11 verteidigte die Mutter das Jungtier noch ebenso gut wie die Vater
(Abb. 3.4 a, b). Wahrend dieser Zeit wechselten sich die Eltern regelmalig bei der Aufsicht
Uber das Jungtier ab. Zwischen dem 28.11.11 und dem 09.12.11 nahm der Schutz durch die
Mutter stark ab, da sie das Jungtier aufgrund einer FuR-Entziindung 6fter und fir langere
Zeit verlieR, um zu ruhen. In dieser Zeit (bernahm der Vater zunehmend die Schutzfunktion.
Der Parasitentiter des Muttertiers fiel in diesem Beobachtungszeitraum und dariiber hinaus
kontinuierlich bis zum 30.03.12. Nach diesem Zeitpunkt stieg ihre Parasitierung wieder bis
zum 16.05.12 auf 2,10x106/g Fazes an. Dies entsprach beinahe der doppelten Konzentration
an Kokzidien im Vergleich zum ersten Maximum am 06.11.11 mit 1,13x106/g Fazes. Nach
dem 09.12.11 kiimmerte sich das Muttertier kaum noch um das Jungtier. Aufgrund einer
Verschlimmerung ihrer FuRentziindung konnte sich die Pinguinmutter Mitte Mai kaum noch
bewegen und verstarb schlieflich am 17.05.12. Obwohl der Vater den Schutz des Jungtiers
nach dem 10.12.11 fast vollstandig (ibernehmen musste, fiel die Kokzidien-Konzentration
seiner Kotproben beinahe kontinuierlich bis zum Ende der Beprobung am 06.06.12.

Der Befall der Eltern mit Nematoden wurde beim Vergleich der Parasitierung mit dem
Verhalten nicht beriicksichtigt, da die Parasitierung zu gering war, um eine Korrelation zu

erlauben.
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4. Diskussion

4.1 Methodische Probleme

4.1.1 Probleme bei der Beprobung von trachtigen Zootieren mit Raubwanzen

Die Bedeutung der im Rahmen der vorliegenden Studie erarbeiteten Resultate soll durch die
Diskussion der aufgetretenen methodischen Probleme besser einschatzbar sein. Bei der
Auswahl der Versuchstiere wurden Elefanten (Loxodonta africana, Elephas maximus) als
Modelltiere ausgesucht, da sie auf die konventionelle Blutabnahme trainiert waren und
somit ausreichend Kontroll-Blutproben zur Validierung der Progesteronbestimmung mittels
Raubwanzen gewonnen werden konnten. Da die sich lber ca. 22 Monate erstreckende
Trachtigkeit der Elefantenkiihe aus Zeitgriinden nicht vollstandig erfasst werden konnte,
sollten zusatzlich Nagetiere mit kurzer Trachtigkeitsdauer beprobt werden, um den Verlauf
der Progesteron-Konzentrationen zu verfolgen. Anfanglich wurde bei Mausen
(Mus musculus) mit verschiedenen Methoden versucht Blut durch Wanzen zu gewinnen. Um
die Entwicklung der Féten nicht zu gefahrden bzw. die Induktion von Aborten zu vermeiden,
durften die Mause weder narkotisiert noch in kleinen Kafigen fixiert werden. Die
Blutgewinnung durch Wanzen gelang bei Mausen im Zoo Wuppertal nur Uber Nacht in
einem Stall mit doppeltem Boden, da sie sich tagsiber zu stark bewegten. Die Proben
wurden jeweils am nachsten Morgen aufgearbeitet. Die Analyse im Labor ergab allerdings
keine Resultate, da ein groBer Anteil der Erythrozyten durch die langere Lagerung in den
Wanzenmadgen Uber Nacht lysiert war. Dies ist moglicherweise auf die Beprobung mit
R. prolixus zurlickzufiihren, bei welcher eine groRe Anzahl von Bakterien im Magen starke
hamolytische Aktivitdaten verursacht (Azambuja et al. 2004).

Deshalb wurde die Blutentnahme bei Ratten (Rattus rattus) durchgefiihrt. Diese
bewegten sich erheblich weniger als die Mause und machten so eine direkte Beprobung
durch Wanzen moglich. Es mussten jedoch zuerst Methoden getestet werden, um ein
ausreichendes Blutvolumen fir die Analyse zu erlangen. Wurden die Wanzen frei auf die
Ratte gesetzt, wurden sie meistens rasch erkannt und gefressen. Mit Gaze Uberspannte
Filmdoschen mit Wanzen, die an die Ratten gehalten wurden, beunruhigten diese und

fihrten bei ihnen zu permanenter Bewegung, die eine Blutentnahme auf diese Weise
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unmoglich machte. SchlielRlich wurde ein Mini-Rucksack aus einer Streichholzschachtel
gebaut, mit dem es gelang regelmaRig und innerhalb kurzer Zeit ein ausreichendes
Blutvolumen bei beiden Rattenweibchen zu gewinnen.

Wahrend in friheren Untersuchungen die Wirtstiere durch die Beprobung mit
Raubwanzen keine Verhaltensirritation zeigten (Dan et al. 1999, Stadler et al. 2007), waren
in der vorliegenden Studie die Reaktionen der Versuchstiere auf die Raubwanzen
unterschiedlich. Die Afrikanische Elefantin ,Punda” aus dem Zoo Wuppertal musste aus der
Studie genommen werden, da sie nach wenigen Ansdtzen aggressiv auf die Raubwanzen
reagierte. Auch die Elefantenkuh ,Sabie” reagierte nach dem durch voriibergehende
Probleme bei der Zucht der Raubwanzen bedingten Wechsel von D. maxima zu R. prolixus
am 31.05.12 zunehmend unruhig bei der direkten Blutabnahme. Dies erschwerte es den
Wanzen ein fir die Analyse geniigendes Blutvolumen aufzunehmen. Vermutlich fiihlten die
Elefanten sich durch die Bewegungen der Wanzen unmittelbar vor dem Saugakt gestort.
Moglicherweise gab es bei der Elefantin ,Sabie” auch eine leichte Hautreaktion auf
R. prolixus, die zur ihrer Nervositat bei der Beprobung beigetragen haben kdnnte. Da einige
Menschen bei der Xenodiagnose allergisch auf den Speichel dieser Art reagieren, wird bei
R. prolixus empfohlen, das Blut mit der Spritze zu entnehmen und unter einer Membran an
die Nymphen zu verfiittern (Meiser & Schaub 2011). Der Einstich selbst war vermutlich nicht
die Ursache fir die Verhaltensreaktion der Elefantenkiihe auf die Beprobung. Obwohl der
Nachweis einer anasthesierenden Wirkung des Einstichs bisher nur bei T. infestans erfolgt
ist, wird er bei den meisten Wanzenarten als schmerzlos beschrieben (Hase 1932, Dan et al.
1999). Die Elefantin ,Sweni“ zeigte wahrend Blutentnahme mit D. maxima und R. prolixus
keinerlei Irritation. Die Asiatische Elefantin ,Hoa“ aus dem Zoo Leipzig reagierte hin und
wieder leicht unruhig bei der Beprobung.

Auch das Verhalten der Raubwanzen wahrend der Beprobung war =z.T.
problematisch. Wahrend D. maxima nur verhaltnismalSig wenig auf Bewegungen der
Elefanten reagierte, unterbrach R. prolixus den Saugakt, sobald die Elefanten das Bein
verlagerten oder die Ratten sich ausgiebig putzten. Deshalb reichte bei vielen
Wanzenproben das Blutvolumen fiir die Analyse nicht aus, auch wenn Nymphen von R.
prolixus unmittelbar nach der Unterbrechung erneut anstachen. Sie verhielten sich somit

aggressiver als Nymphen von D. maxima, welche teilweise erst nach 1-2 min anstachen. Dies
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deckt sich mit anderen Studien, in denen R. prolixus ebenfalls als aggressivere Wanzenart
beschrieben wurde (Marsden 1986, Stadler et al. 2011).

Nach dem 22.05.12 gab es einen Methodenwechsel bei der Beprobung der Elefanten
im Zoo Wuppertal von ausschlielRlich direkter Blutentnahme zur Membranfiitterung und
direkter Blutentnahme (2.3.2). Dieser Wechsel war erforderlich, weil bei den zwischen dem
12.04. und 22.05.12 gewonnenen Wanzenproben die Blutzellen vor dem Einfrieren nicht
abzentrifugiert worden waren und das Plasma deshalb vom Labor fir die
Progesteronanalyse nicht verwendet werden konnte. Mit der Membranfitterung war es
moglich bis zu drei Blutproben in der Woche und zusatzlich eine Wanzenprobe von den
Elefanten zu nehmen, anstatt nur 1-2 Mal/Woche direkt zu beproben. Da die Elefanten an
die konventionelle Blutentnahme mehr gewdhnt waren als an die Beprobung mit
Raubwanzen, konnte so die Anzahl der Proben erhoht werden, und die Elefanten wurden
entlastet.

AuBerdem wurde durch die Membranfiitterung auch das Blutvolumen der einzelnen
Proben erhoht, da potenzielle Stérfaktoren fir die Wanzen entfielen, wie z.B. Irritation durch
Bewegungen der Elefanten, zu dicke Haut oder zu niedrige Temperaturen. Bei der
Membranfutterung war es leichter Verhaltensbesonderheiten der Raubwanzen zu
berlicksichtigen. Die meisten Triatominen begeben sich nachts auf Beutesuche, wenn ihre
Wirte schlafen und somit bewegungslos verharren (Ryckman & Ryckman 1963). Dariber
hinaus liegt die Korpertemperatur der Tiere, von denen sich die Wanzen erndhren, bei
ca. 37°C. Aus kirzeren Distanzen werden Raubwanzen Uber spezielle Rezeptoren ihrer
Antennen durch thermale Differenzen zur Blutaufnahme angelockt (Ferreira et al. 2007).
Auch die Dicke der Membran war vorteilhaft fiir die Wanzen. Obwohl die Haut der Elefanten
die meisten von ihnen zur Nahrungsaufnahme animierte, brauchten sie oftmals mehrere
Versuche um eine passende Einstichstelle zu finden, wodurch sich die Dauer der
Probenentnahme verldngerte. In einer friiheren Studie stachen auf dem Riicken von
Loxodonta africana angesetzte Wanzen zwar in die Haut der Elefanten, konnten jedoch kein
Blut aufnehmen, da die Epidermis der Elefanten in dieser Region vermutlich zu dick war
(Stadler et al. 2007).

Mit dem Methodenwechsel ging auch ein Wechsel der Wanzenart einher. Im
Zeitraum der Beprobungen traten in der AG Zoologie/Parasitologie voriibergehend

Zuchtprobleme bei D. maxima auf. Deswegen musste auf die kleineren Arten
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T. infestans (N5) und R. prolixus (N5) mit einem geringeren Magenvolumen zuriickgegriffen
werden. Beide Arten sind neben D. maxima aber durchaus als ,lebende Spritzen”
verwendbar (von Helversen et al. 1986, Stadler et al. 2007, 2011). Mehrere
Fitterungsversuche mit den beiden kleineren Raubwanzenarten am Tier und an der
Membran zeigten erneut eine wesentlich hohere Aggressivitat von R. prolixus (s.o.).
Wahrend T. infestans gar nicht am Tier und nur bedingt an der Membran Blut aufnahm,
saugte R. prolixus stets innerhalb von 15 Minuten. Dabei waren 4 von 6 Larven beinahe
ganzlich gefillt. Die schnelle Blutaufnahme am Wirt wird bei R. prolixus durch Nitrophorine
im Speichel verursacht, welche NO-Radikale tragen, die eine Erweiterung der Kapillaren
verursachen (Kaneko et al. 1999). Aufgrund der geringeren GrolRe dieser Art, wurde ab dem
15.06.12 die Anzahl der Wanzen pro Beprobung von drei N5 von D. maxima auf 5-7 N5 von

R. prolixus erhoht.

4.1.2 Probleme bei der Analyse der Blutproben

Das grolite Problem fiir die Analyse stellten die erforderlichen Volumina dar. Es konnten nur
Blutproben fir die Progesteron-Analyse verwendet werden, die nach der Zentrifugation bei
2000 G mindestens 200 pl Plasma ergaben. Ein weiteres Problem trat durch die Hamolyse
der Blutproben auf. Wahrend das Plasma der konventionellen Blutproben vom Blutkuchen
getrennt werden konnte, gelang dies bei den Wanzenproben wegen der Lyse der
Erythrozyten z.T. weniger gut. Ein drittes Problem waren die Progesteron-Konzentrationen.
Wadhrend sie bei den Elefanten im Messbereich des , ECLIA”-Tests lagen, befanden sie sich
bei den Ratten auRerhalb bei >60 ng/ml. Daher mussten die Blutproben der Ratten mit
Kochsalzlésung im Verhaltnis 1:10 verdlinnt werden, um genaue Ergebnisse zu erzielen.
Auch der Wechsel zur Membranfiitterung flihrte zu Problemen. Die Progesteron-
Konzentration dieser Blutproben lag bisweilen weit unterhalb der Werte der Wanzenproben.
Bei einer Lagerung des Blutes der Elefantenkihen ,Sabie” und ,Sweni“ unter einer
Membran ohne Verflitterung an die Wanzen, lag die Progesteron-Konzentration 76,8 und
70,5 % niedriger als bei den Kontrollproben. Die Raubwanzen konnten somit als Ursache fir
die Verringerung der Hormonkonzentration ausgeschlossen werden. Die Latex-Membranen
selbst waren demnach wohl die Ursache fiir den Progesteronverlust in den Blutproben.

Vermutlich wurde das Progesteron durch Adhdsion an die Membranoberflache gebunden
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und konnte so nur im geringeren Malle von den Raubwanzen aufgenommen werden.
Obwohl Infektionen mit Blutparasiten durch Membranfiitterung tGbertragen werden kénnen

(Schaub 1990), eignet sich die Methode scheinbar nicht fiir einen Progesteronnachweis.

4.1.3 Probleme bei den Fazes-Analysen der Konigspinguine

Bei den parasitologischen Untersuchungen gab es mehrere methodische Probleme. Da die
Pinguine nur mit geringer Haufigkeit defakierten und der Beobachtungszeitraum sich auf den
Vormittag beschrankte, konnten die Fazes oftmals nicht sofort nach der Abgabe
eingesammelt werden. Eine relativ gute Zuordnung der Kotproben war von Oktober bis
Anfang Dezember 2011 mdglich, als das Jungtier sich stets zwischen zwei bestimmten
Niststellen von Eselpinguinen aufhielt. Die Elterntiere wechselten sich in dieser Zeit taglich
mit der Aufsicht ab, was die Zuordnung der Kotproben erleichterte. Danach bewegte sich das
Jungtier mit zunehmender Haufigkeit von dieser Stelle weg, wobei es stets von einem
Elterntier begleitet wurde. Der Vater Glbernahm durch eine Erkrankung der Mutter 6fters die
Beschitzerrolle oder wechselte sich zunehmend mit Handaufzuchten der Gruppe ab, die
kurzzeitig die Aufsicht Gber das Jungtier ibernahmen. Diese hielten sich somit auch an
besagten Niststellen auf und sonderten dort Kot ab. So erklaren sich moéglicherweise durch
Fehlzuordnungen die teilweise extremen Schwankungen bei der Konzentration der
Nematodeneier im Kot der Elterntiere (Abb. 3.10). Beim Muttertier blieb die
Kotprobenentnahme einfach, da sie sich durch eine Fullentziindung zunehmend geschwacht
immer weniger bewegte. Obwohl die Fazes baldmoglichst eingesammelt wurden, ist
zwischen der Defdkation und der Entnahme der Kotproben eine Kontaminierung mit
Parasiten moglich. Da die Parasiten in Kotproben absterben kdénnen und danach lysiert
werden (Matern 1995), wurden die Proben moglichst bald nach der Defdkation analysiert,
um eine Verfalschung der Parasitenzahlen zu vermeiden.

Eine weitere Problematik ergab sich durch die Nutzung der Zinkchlorid-Kochsalz-
Losung als Flotationsmittel. Durch die stark hyperosmotische Lésung deformierten die
Parasitenstadien nach langerer Zeit in der Losung. Zusatzlich begannen Salze in den
Praparaten auch bei feuchter Lagerung nach mehreren Tagen zu kristallisieren. Dies
erschwerte die Bestimmung der Parasiten. Daraufhin wurden von Proben von allen Fazes mit

Entellan eingedeckelt. Dies reduzierte die Kristallisierung und erlaubte eine langerfristige
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Nutzung der Praparate. Trotz dieser Schwierigkeiten wurde dieses Flotationsmittel gewahlt,
da damit in einer friiheren Studie im Vergleich zur S.A.F.-Methode 20-30% bessere
Ergebnisse erzielt wurden (Stadler 2005). Zur besseren Erkennung der Parasiten und
Differenzierung gegeniiber Darmepithelzellen wurden an einigen Praparaten Hama-
Schnellfarbungen durchgefiihrt. Viele Nematodeneier gingen jedoch beim Farbevorgang evtl.
durch den Abstrich oder das Absptilen verloren, was die Nachbestimmung erschwerte.

Durch teils starke Schwankungen der Parasitierung war die Streuung der Werte sehr
grolR. Wahrend die Schwankungen der Kokzidien-Konzentration wahrscheinlich Gberwiegend
naturlichen Ursprungs waren, lassen sich die starken Schwankungen der Parasiten-
Konzentration bei den Nematodeneiern moglicherweise durch zwei Fehlzuordnungen
erklaren. In nur insgesamt sechs Kotproben wurden Nematodeneier gefunden. Davon
wurden drei Proben der Mutter, zwei dem Vater und eine der Gruppe zugeordnet. Vom
06.11.11 auf den 23.11.11 fiel die Konzentration der Nematodeneier in den Kotproben der
Mutter vom maximalen Wert mit 10,8 x 10° Nematoden/g Kot auf null. Eine ebenso starke
Schwankung war bei der Probe des Vaters am 31.10.11 zu beobachten, als die Konzentration
von 6,49 x 10° Nematoden/g Kot auf null absackte und am 12.11.11 wieder auf 1,39 x 10°
Nematoden/g Kot anstieg. Vermutlich waren die Parasiten-freien Kotproben von Mutter und
Vater am 31.10. und 23.11.11 Fehlzuordnungen und stammten von Tieren der Gruppe. In
der Probe des Vaters vom 30.10. wurden keine Kokzidien gefunden, obwohl sie in friiheren
und spateren Proben nachgewiesen wurden. Dies spricht ebenfalls fiir eine Fehlzuordnung

dieser Kotprobe.

4.2 Progesteron-Konzentrationen bei trachtigen Zootieren

Bei einer Studie mit trachtigen Afrikanischen Elefanten lag die Progesteron-Konzentration
signifikant hoher als bei nicht trachtigen Kihen, mit maximalen Werten wahrend dem
9.-12. Monat der Trachtigkeit (McNeilly 1983). Die Konzentration des Progesterons bei
Loxodonta africana variierte dabei zwischen 0,38-3,74 ng/ml, wobei trachtige Elefanten mit
durchschnittlich 1,41+0,92 ng/ml i.d.R einen héheren Progesterongehalt aufwiesen als nicht
trachtige Kihe mit 0,71+0,77 ng/ml. Bei den beiden trachtigen Afrikanischen Elefanten
,Sabie” und ,Sweni“ aus dem Zoo Wuppertal enthielten die auf konventionelle Weise
entnommenen Blutproben durchschnittlich bei 2,02+1,89 und 3,69+1,99 ng Progesteron/ml

Plasma. Diese im Vergleich zu friheren Studien relativ hohen Werte kénnten durch den
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Beprobungszeitraum bedingt sein, da die Wuppertaler Kiihe sich zu Beginn der Messung im
13. und 15. Monat befanden, d.h. nahe der Mitte der Trachtigkeit, und die Progesteron-
Konzentrationen dann hoher liegen (Mc Neilly et al. 1983, Magunna 1995, Meyer et al.
2004).

Bei der Asiatischen Elefantin ,Hoa” aus dem Zoo Leipzig lag die Progesteron-
Konzentration im letzten Schwangerschaftsdrittel bei durchschnittlich 2,4 + 0,84 ng/ml. Die
Abweichung dieses Wertes zu dem gemittelten Progesteronwert der friheren Studie
begriindet sich moglicherweise in der unterschiedlichen Artzugehorigkeit der Elefantin
,Hoa“. Darauf deutet ein Vergleich zwischen der Progestagen-Konzentration im Serum von
19 Asiatischen und 8 Afrikanischen Elefanten wahrend der Trachtigkeit hin (Meyer et al.
2004). Dieser zeigte zwar durchschnittlich dahnliche Progestagen-Konzentrationen bei beiden
Elefantenarten, jedoch lagen sie zwischen dem 8. und 15. Monat der Trachtigkeit bei den
Asiatischen deutlich héher als bei den Afrikanischen Elefanten.

In einer friheren Studie mit Oryctolagus cunicus wurden die Konzentrationen der
Steroidhormone Progesteron, Testosteron und Cortisol in von D. maxima (N5) gesogenem
Blut ermittelt (Voigt et al. 2004). Die durchschnittliche Progesteron-Konzentration der
konventionell entnommenen Proben lag bei 0,51+0,33 ng/ml. Die durch die
Raubwanzenmethode gewonnenen Blutproben enthielten 0,75%0,53 ng Progesteron/ml
Plasma und wichen somit nicht signifikant von den Kontrollproben ab (Voigt et al. 2004).
Progesteronanalysen bei Elenantilopen (Tauratragus oryx) ergaben allerdings sechsfach
erhohte Hormonkonzentrationen in dem von Raubwanzen gesogenen Blut im Vergleich zu
konventionell gewonnenen Kontrollproben (Hubmer et al. 2010). Es stellte sich die Frage, ob
Metabolite der Raubwanzen mit einer Komponente der Analysemethode dieser Studie
kreuzreagiert hatten (Stadler et al. 2011). Bei der Analyse des Progesterons in den
Blutproben der Elenantilopen wurden gruppenspezifische Enzym-Immunoessays genutzt,
wahrend in der vorliegenden Studie Chemolumineszenz-Immunoassays durchgefihrt
wurden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Studie mit Elenantilopen, wichen die
Progesteron-Konzentrationen der direkt durch Wanzen aufgenommenen Blutproben von
Loxodonta africana und Elephas maximus nicht signifikant von den Kontrollproben ab. In der
vorliegenden Studie fand mit dem ,ECLIA“-Test demnach keine Kreuzreaktion statt. Die
negativen Abweichungen von zwei direkten Wanzenproben der Afrikanischen Elefanten

lassen sich moglicherweise durch eine unterschiedliche Progesteron-Konzentration in
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verschiedenen Korperregionen erklaren. Das Blut der konventionellen Proben wurde groRRen
BlutgefdBRen an den Ohren der Elefanten entnommen. In diesen Gefdllen war der
Progesterongehalt evtl. hoher als in den peripheren Blutgefilen des Vorderlaufs, aus
welchen die Wanzen Blut aufnahmen.

Die durchschnittliche Progesteron-Konzentration von Rattus rattus unterschied sich
mit 37,92432,21 ng/ml signifikant von jener, die in der vorliegenden Studie bei den beiden
Elefantenarten ermittelt wurde (s.0.), was wahrscheinlich auf die unterschiedliche
Familienzugehorigkeit zurlickzufihren ist. In einer friiheren Studie fiel die Progesteron-
Konzentration im Plasma von Ratten nach dem Wurf der Jungtiere signifikant von 114 ng/ml
auf 10 ng/ml ab (Grota & Kristen 1966). Dies deckt sich in etwa mit den hochsten und
niedrigsten Werten von Rattus rattus in der vorliegenden Studie mit 101,3 ng/ml wahrend

der Trachtigkeit und 4,54 ng/ml nach dem Wurf.

4.3 Verhalten und Parasitologie von Konigspinguinen bei der Aufzucht

4.3.1 Aufzuchtverhalten von Konigspinguinen

Die elterliche Firsorge bei Pinguinen beinhaltet die Verteidigung, das Warmen, Saubern und
Fiittern des Jungtiers (Descamps et al. 2002, Bost et al. 2011). Auch die Ergebnisse der im
Zoo Wuppertal erstmals quantifizierten, detaillierten Verhaltensbeobachtungen zum
Aufzuchtverhalten von Konigspinguinen belegten die Erflllung dieser elterlichen Pflichten.
Die Pinguineltern vernachladssigten wahrend der Aufsicht jedoch ihre eigene Kérperhygiene
und Ruhezeiten stark. Sie putzten sich im Vergleich zu allen anderen Individuen der Gruppe
wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums im Durchschnitt signifikant weniger und
schliefen nie wahrend der Aufsicht. Aullerdem erhohte sich das Abwehrverhalten der
Pinguineltern stark.

Natlrlich waren die Aufzuchtbedingungen in menschlicher Obhut, z.B. durch die von
den Tierpflegern durchgefihrten Extra-Fltterungen der Eltern, erheblich erleichtert. So
mussten die Pinguineltern nur einen kleinen Teil ihrer aufgenommenen Nahrung fir die
Erndhrung ihres Jungtiers opfern und somit wahrend der Aufzucht nicht hungern. In der
Natur fasteten erwachsene Magellan-Pinguine (Spheniscus magellanicus) wahrend der

Bebriitung ca. 17-18 Tage (Hood et al. 1998). Konigspinguine besitzen bis zu 4 kg
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Fettreserven fiir die Fastenzeit zu Beginn der Aufzucht (Weimerskirch et al. 1992, Cherel et
al. 1993, Gauthier-Clerc et al. 2001).

Uberdies wechselten sich die Elterntiere im Zoo Wuppertal bei der Aufzucht und
Fitterung nicht nur miteinander, sondern auch mit zwei anderen Tieren der Gruppe ab,
welche das Jungtier ebenfalls gut umsorgten. Alloparentale Flitterungen, d.h. Flitterungen
eines Jungtiers durch andere Individuen als die Eltern, wurde schon in einer Studie von
Lecomte et al. aus dem Jahr 2006 bei Konigspinguinen in der Natur nachgewiesen. Dabei
futterten 22 % von 103 markierten Brutpaaren 65% von 70 Kiiken, ohne wiederholt dasselbe
Jungtier zu versorgen. Obwohl solche altruistischen Fltterungen in der Natur eher vorkamen
wenn die elterliche Versorgung gering war (Lecomte et. al 2006), fltterten die Individuen
»,Hanke“ und ,Joris“ aus der vorliegenden Studie das Jungtier schon von Beginn der Aufzucht
an trotz guter elterlicher Flrsorge und verstdrkten ihre alloparentalen Tatigkeiten lediglich
mit nachlassender Versorgung des Muttertiers. Trotz der erleichterten Aufzuchtbedingungen
der Konigspinguinen durch menschliche Obhut und Ammenfitterung des Jungtiers, belegen
die ununterbrochene Wachsamkeit der Eltern und die stark verminderte Erfillung der
eigenen Bedirfnisse wahrend der Aufzucht erhdhten Stress in dieser Phase.

Die Konigspinguinmutter erkrankte im Laufe der Aufzucht an einer FulR-Entziindung,
die sich gegen Ende des Jahres 2011 zeitweilig verbesserte, sich im Friihjahr 2012 jedoch
wieder verschlimmerte. Diese Erkrankung war vermutlich der Grund fir den Riickgang der
miutterlichen Flrsorge, da sie sich durch die Entziindung oft nur eingeschrankt bewegen
konnte. SchlieBlich verstarb die Mutter am 17.05.12. Die Obduktion ergab als Todesursache
Herzversagen durch Herzinsuffizienz. Wahrscheinlich schwachten die FulR-Entziindung, der
Stress bei der Aufzucht und die erhohte Parasitierung die Pinguinmutter zusatzlich zur

Herzerkrankung und trugen somit zu ihrem vorzeitigen Ableben bei.

4.3.2 Parasitierung der Konigspinguine wahrend der Aufzucht

In Fazes von freilebenden Adélie-, Esels- und Zigelpinguinen wurden bereits die
Kokzidiengattungen Eimeria und Isospora nachgewiesen (Golemansky 2011). In denen der
Konigspinguine des Zoos Wuppertal wurden ebenfalls Parasiten der Gattungen Isospora und
Eimeria gefunden. Eine genaue Artbestimmung war im Rahmen der vorliegenden Arbeit
jedoch nicht moglich. Die erstmalig erfassten Intensitdten der Parasitierung bei der

Pinguinmutter und dem Vater Uber einen lingeren Zeitraum waren mit 7,1x10°+5,9x10°



Diskussion 43

bzw. 4,8x10°+4,7x10° Kokzidien/g Kot im Vergleich zur Gruppe mit durchschnittlich
2,8x10511,7x105 Kokzidien/g deutlich héher. Dies ist vermutlich auf den erhdhten Stress
durch die Aufzucht zuriickzufihren. Wahrend bei wilden Pinguinen wenig nachhaltige
Beweise fiir den Einfluss der Parasitierung auf die Gesundheit oder Populationsdynamik
erbracht sind (Barbosa & Palacios 2009), wirkten sich parasitdre Infektionen bei Pinguinen in
Menschenhand negativ auf ihre Gesundheit aus (Jones & Shellam 1999). Der Verlauf der
Parasitierung der Pinguinmutter mit einem Anstieg kurz vor ihrem Tod deutet aber eher auf
eine Beeinflussung der Parasitenanzahl durch den schlechten Gesundheitszustand hin als auf
einen Einfluss der Parasiten selbst.

Zur gastrointestinalen Parasitierung von antarktischen Vogeln sind bisher nur wenige
Untersuchungen erfolgt (Vidal et al. 2012). Cestoden der Gattung Tetrabothrius wurden
bereits im Darm zahlreicher Pinguinarten nachgewiesen, u.a. beim Koénigspinguin (Jones
1988, Duignan 2001, Vidal et al. 2012). Bei freilebenden Zigelpinguinen wurden Cestoden
der Gattung Parorchites und Nematoden der Gattung Stegophorus gefunden (Vidal et al.
2012). Wahrend die im Rahmen der vorliegenden Studie beobachteten Kokzidien demnach
schon bei Kénigspinguinen entdeckt wurden, sind die Nematoden der Gattung Oxyuris und
Trichuris bei ihnen noch unbekannt. Auch hierbei war eine genaue Artbestimmung aus

zeitlichen Griinden nicht moglich.

4.3.3 Korrelation von Aufzuchtverhalten und Parasitierung

Bei andauerndem Stress und einem dadurch geschwachten Immunsystem ist die
Wahrscheinlichkeit der  kontinuierlichen = Vermehrung eines  Parasiten  hoch
(Mehlhorn 2002). Soziale Ereignisse, wie z.B. Rangdanderungen lieRen sich bei Erdmannchen
direkt im Parasitenbefall ablesen (Stadler 2005). Der Einfluss von Stress auf die Parasitierung
zeigte sich auch zu Beginn der Konigspinguin-Aufzucht im Oktober 2011, als der Befall mit
Kokzidien sowohl bei der Mutter als auch beim Pinguinvater stark anstieg. In dieser Zeit
wechselten sich die Elterntiere beinahe taglich mit der Aufsicht (iber das Jungtier ab,
welches zu diesem Zeitpunkt noch vollig unselbststandig war.

Die adrenokortikale Antwort von Pinguineltern auf Stress wahrend der Aufzucht wird
u.a. von Korpermasse und Gesundheitszustand beeinflusst (Hood et al. 1998). Erhohter

Stress kann zur Verringerung des Reproduktionserfolgs, z.B. durch eine vorzeitige Beendung
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der Aufzucht durch Verlassen des Nests fiihren (Boersma et al. 1990, Yorio & Boersma 1994).
Ahnliches wurde gegen Ende November 2011 im Zoo Wuppertal bei der Pinguinmutter
beobachtet. |hre Fiirsorge flir das Jungtier reduzierte sich merklich, da sie dieses immer
haufiger flr ausgedehnte Ruhezeiten verliel3. Der zunehmende Riickzug der Mutter von der
Aufzucht resultierte wahrscheinlich aus einer zusatzlichen Belastung durch eine Ful3-
Entziindung, welche die Pinguinmutter in ihrer Beweglichkeit stark behinderte. Der Vater
und die beiden Handaufzuchten ,Hanke” und ,Joris“ lUbernahmen ab diesem Zeitpunkt
haufig die Beschitzerrolle und die Fitterungen des Jungtiers. Die Entlastung der Mutter
durch Reduktion ihrer Aufgaben spiegelte sich in einem leichten Abfall ihres Kokzidien-
Befalls zwischen dem 06.11.11 und dem 30.03.12 wieder. Danach erhoéhte sich ihre
Parasitierung wieder, obwohl die Mutter auch in dieser Phase ihr Jungtier kaum betreute.
Dieser Anstieg der Anzahl der Kokzidien in ihren Kotproben korrelierte mit einer starken
Verschlimmerung der FuR-Entziindung. Durch diese wurde die Mutter schlieRlich beinahe
bewegungsunfahig. |hr Kokzidien-Befall erreichte am 16.05.12, einen Tag vor ihrem Tod
durch Herzversagen, ein absolutes Maximum mit 2,10x106/g Kot.

Der Vater Gbernahm den gréRten Anteil der Aufzucht. Sein Befall mit Kokzidien aber
verringerte sich bis zum Ende der Beprobung am 06.06.12. Die allmahliche Erholung der
Parasitierung des Vaters, von 1,74x106 am 10.12.11 auf 1,38x10S Kokzidien/g Fazes am
06.06.12, lasst sich wohl durch den Einfluss mehrerer Faktoren erklaren. Zum einen bekam
er bei der Aufzucht regelmaRig Unterstlitzung durch zwei andere Individuen der Gruppe,
zum anderen wurde das Jungtier zunehmend selbststandiger und lernte sich selbst zu

verteidigen.

4.4 Ausblick

Die Progesteronanalysen der vorliegenden Studie bei Loxodonta africana und
Elephas maximus zeigten die Problematik der Progesteronwerte der Uber Raubwanzen
gewonnenen Blutproben. Die Abweichung der Progesteron-Konzentration in liber Latex-
Membranen an Raubwanzen gefiittertem Blut gegeniber konventionell gewonnenem Blut
war erheblich, sodass diese methodische Variante nicht empfehlenswert ist. Die Abweichung
der Wanzenproben der Elefanten zu den Kontrollproben stellte sich als nicht signifikant
heraus. Die Anzahl der Wanzenproben im Zoo Wuppertal war sehr niedrig und im Zoo

Leipzig waren keine Kontrollproben zu den Wanzenproben am gleichen Tag genommen
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worden. Um eine verldssliche Aussage Uber die Abweichung des Progesterontiters der (iber
Raubwanzen gewonnenen Blutproben zu treffen, sollte der Probenumfang erheblich
vergroRRert werden, und es sollten stets Kontrollproben zur Validierung genommen werden.
Die Ausweitung des Probenumfangs war aus Zeitgriinden in der vorliegenden Studie nicht
mehr moglich. Solange bleibt die Uberwachung des Progesterontiters durch konventionelle
Blutentnahme vorerst die genauste Methode.

In der vorliegenden Studie wurde eine Korrelation zwischen Aufzuchtverhalten und
Parasitierung bei Konigspinguinen beobachtet. Um diese Ergebnisse zu validieren, konnten
zusatzlich zu den Verhaltensbeobachtungen und parasitologischen Analysen Messungen des
Stresshormons Corticosteron wahrend der Aufzucht durchgefiihrt werden, da es genaue
Daten (iber das Stresslevel der Vogel geben kann (Boersma et al. 1990,
Yorio & Boersma 1994, Hood et al. 1998). Da dies im Zoo Wuppertal die erste Aufzucht eines
Konigspinguinjungtiers durch die eigenen Eltern war, wurde die Stresshormonanalyse
wahrend der vorliegenden Studie aus Griinden der Vorsicht unterlassen, um weiteren Stress
durch Blutabnahmen fiir die Tiere zu vermeiden und so die Aufzucht nicht zu gefahrden. Mit
einer Stresshormonanalyse vor dem Schlupf des Jungtiers und wahrend der Aufzucht kdonnte
ermittelt werden, ob Elterntiere die Aufzucht problemlos verkraften wiirden oder ob ein
Risiko durch erhohte Stressanfalligkeit besteht und somit eine Handaufzucht ratsam ware.
Eine andere Moglichkeit wéare die Durchfiihrung einer Kokzidiose-Behandlung vor der

Eiablage als vorbeugende MalRnahme.
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5. Zusammenfassung

Die Blutabnahme mit Raubwanzen (Triatominae) wird bereits regelmaflig bei Zoo- und
Wildtieren angewendet, da sie als stressfrei gilt und die Blutgewinnung bei kleinen Tieren
mit schwer zuganglichen Venen erleichtert. Die Bestimmung der Progesteron-Konzentration
in durch Wanzen aufgenommenem Blut von trachtigen Afrikanischen und Asiatischen
Elefanten (Loxodonta africana, Elephas maximus) sowie Hausratten (Rattus rattus) ber
Raubwanzen sollte validiert werden. In einer zweiten Versuchsreihe sollte erfasst werden,
ob die Aufzucht bei Kénigspinguinen im Zoo erhdhten Stress bei den Elterntieren auslost und
inwiefern dieser deren Parasitierung beeinflusst.

e Die Progesteron-Konzentration der mit der Spritze entnommenen Proben von
Loxodonta africana lag bei 2,98+2,11 ng/ml (n=2) und von Elephas maximus bei
2,410,84 ng/ml (n=1). Die Abweichungen der Progesteron-Konzentrationen der
Wanzenproben gegeniiber den konventionell entnommenen Blutproben waren
+0,71 ng/ml bei Loxodonta africana und +0,6 ng/ml bei Elephas maximus. Die
Konzentration der Uber eine kiinstliche Membran durch Raubwanzen aufgenommene
Blutproben von Loxodonta africana, wich bei der Elefantin ,Sabie” 0,81 ng/ml und
bei ,,Sweni“ 1,0 ng/ml von den Kontrollwerten ab, da das Progesteron vermutlich an
die Membranen gebunden wurde und somit weniger davon durch die Raubwanzen
aufgenommen werden konnte.

e Bei Ratten ist die Blutentnahme mittels Raubwanzen empfehlenswert, da so
scherwiegende Eingriffe wie eine Herzpunktion oder die Toétung der Tiere zur
Ermittlung von Blutwerten vermieden werden koénnen. Die Blutentnahmen bei
Rattus rattus mit R. prolixus ergaben i.d.R ein Blutvolumen von ca. 200 ul, wahrend
aus Blutgefdllen in Hals und Schwanz mit der Spritze nur ca. 100 pl Blut gewonnen
werden konnten, das nicht fir die Analyse ausreichte. Die Progesteronwerte
trachtiger Ratten lagen zwischen 59,3-101,3 ng/ml. Waren sie nicht trachtig
variierten die Werte von 4,5-32,8 ng/ml.

e Trotz der Erleichterungen durch die menschliche Obhut im Zoo, trat bei
Konigspinguineltern durch die Aufzucht erhéhter Stress im Vergleich zu den Tieren in
der Gruppe ohne Nachwuchs auf. Sie vernachldssigten die Korperhygiene und

reduzierten ihre Ruhephasen, wahrend ihr Verteidigungsverhalten und ihre
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Wachsamkeit stets erhoht waren. Die Eltern wechselten sich bei der Aufsicht und
Ftterungen regelmalig miteinander und mit zwei weiteren Individuen der Gruppe
ab.

e In Fazes der Pinguineltern wurde im Vergleich zu den Individuen ohne Nachwuchs
eine stark erhohte Anzahl von Kokzidien gefunden. Die Kokzidien sind vermutlich
Arten der Gattungen Isospora und Eimeria. Beim Muttertier traten mehrmals wenige
Nematodeneier der Gattung Oxyuris auf, beim Vatertier solche der Gattung Trichuris.
Die erhohte Anzahl der Kokzidien in den Elterntieren korrelierte mit dem erhéhten
Stress durch die Aufzucht, da sie beim Vatertier gegen Ende der Aufzucht deutlich
reduziert waren. Beim Muttertier flihrte eine bakterielle Infektion zusatzlich zu

einem starken Anstieg.
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6. Abstract

Blood sampling with bugs (Triatominae) is frequently used for medical examination of zoo

and wild animals, because it is regarded as a stress-free method and facilitates the obtaining

of blood from small animals with veins, which are difficult to access. The analysis of

progesterone in the blood of pregnant African and Asian elephants (Loxodonta africana,

Elephas maximus) and common rats (Rattus rattus) via bugs should be validated. A second

examination should detect, if breeding in a zoo provokes increased stress in king penguin

parents and in which way this influences their parasitization.

The concentration of progesterone in the conventional blood samples of Loxodonta
africana  was 2,98+2,11 ng/ml (n=2) and in those of Elephas maximus
2,410,84 ng/ml (n=1). The deviation of progesterone in the blood samples which had
been directly obtained via bugs from the check values amounted to +0,71 ng/ml in
Loxodonta africana and +0,6 ng/ml in Elephas maximus. The concentration of those
samples from Loxodonta africana which were sucked by bugs via an artificial
membrane, deviated about 0,81 ng/ml and 1,0 ng/ml from the data of the
conventional samples in the elephants “Sabie” and “Sweni”. This deviation can
probably be related to the membranes, which bound progesterone to its surfaces
and thereby reduced the amount of blood consumed by the bugs.

The blood sampling via bugs in rats is recommendable, because severe surgery like
cardiocentesis or the killing of the animals in order to investigate blood parameters
can be prevented through this method. The blood samples from Rattus rattus sucked
by the bugs comprised a volume of about 200 ul, whereas the obtaining of blood
from veins of throat and tail via syringe provided merely 100 pl blood, which was
insufficient for analysis. The progesterone values of pregnant rats varied between
59,3-101,3 ng/ml, when they were not heavy with young the values decreased to
4,5-32,8 ng/ml.

Despite relieved conditions through human custody in a zoo, breeding provokes
increased stress in the king penguin parents compared to the animals of the group
without offspring. The parents neglected personal hygiene and resting behaviour,

whereas their defence and alertness were always increased. They took their turns in
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supervision and feeding and shared parental duties with two further individuals of
the group, which participated in the breeding of the chick.

e The feces of the penguin parents showed a heavily increased amount of coccidia in
comparison to the individuals without offspring. The coccidia supposedly belonged to
the genus Isospora and Eimeria. Several fecal samples of the penguin mother
presented nematode eggs of the genus Oxyuris, in those of the father there were
found Truchuris. The increased parasitization of the parental animals correlated with
the increased level of stress caused by breeding, because the parasites were strongly
reduced in the feces of the penguin father at the end of breeding. A bacterial

infection of the mother additionally led to a heavy increase of the parasitation.
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7. Anhang

Tab. 7.1: Probenumfang bei Loxodonta africana im Zoo Wuppertal (Vollblut-Proben)

Datum Sweni Sabie Kontrolle* Membranfitterung**
Vollblut

12.04 X - -

16.04 X - -

24.04 X - - -

27.04 X X - -

03.05 X - - -

11.05 - X X -

15.05 X X - -

18.05 X X - -

22.05 X X - -

X Probe erfolgreich entnommen - keine Probe * je zwei Proben pro Elefant (Spritze)

** je eine Probe pro Elefant

Tab. 7.2: Progesteron-Konzentration von Loxodonta africana

Progesteron bei Afrikanischen Elefanten [ng/ml]

,Sabie” »Sweni”
Membran- Direkt- Membran- Direkt-
Datum flitterung probe Spritze futterung probe Spritze
05.06.2012 1,01 1,67
14.06.2012 1,92 7,64 0,737 6,89
26.06.2012 0,979 2,35 1,34 3,67
27.06.2012 1,45 1,94 2,13 1,36 7,18 8,28
28.06.2012 0,874 3,77 1,63 5,33
05.07.2012 0,859 1,17 1,71 2,38 2,31
06.07.2012 0,843 1,02 1,46 2,28
09.07.2012 0,911 0,853 1,24 2,33
11.07.2012 0,762 0,779 1,6 1,97
12.07.2012 2,23 1,29 2,28 4,58 3,12
16.07.2012 1,81 0,707 3,72 3,1
19.07.2012 1,57 3,38
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Tab. 7.3: Progesteron-Konzentrationen von Elephas maximus

Progesteron-Konzentrationen bei der Asiatischen Elefantin ,,Hoa" [ng/ml]

Datum Spritze Wanze Datum Spritze Wanze
03.11.2011 5,32 24.02.2012 2,97
09.11.2011 4,71 27.02.2012 1,99
11.11.2011 3,77 28.02.2012 1,83
25.11.2011 4,02 29.02.2012 2,51
01.12.2011 2,68 01.03.2012 3,05
07.12.2011 2,99 02.03.2012 2,52
15.12.2011 3,02 05.03.2012 2,89
22.12.2011 1,68 06.03.2012 3,87
30.12.2011 4,16 07.03.2012 2,36
05.01.2012 2,65 08.03.2012 3,07
12.01.2012 1,58 09.03.2012 2,07
19.01.2012 2,39 12.03.2012 1,94
26.01.2012 2,96 13.03.2012 2,26
01.02.2012 2,6 14.03.2012 1,68
02.02.2012 2,8 15.03.2012 2,8
03.02.2012 1,73 16.03.2012 1,53
06.02.2012 1,73 19.03.2012 2,05
08.02.2012 2,84 20.03.2012 3,77
09.02.2012 2,25 21.03.2012 1,80
10.02.2012 2,56 23.03.2012 2,46
13.02.2012 2,76 26.03.2012 2,72
14.02.2012 8,76 27.03.2012 3,17
15.02.2012 2,74 28.03.2012 3,10
16.02.2012 2,99 29.03.2012 3,08
17.02.2012 2,66 30.03.2012 1,50
20.02.2012 2,47 02.04.2012 0,53
21.02.2012 3,45 03.04.2012 0,53
22.02.2012 3,22 18.04.2012 0,81

Tab. 7.4: Progesteron-Testmessung am 03.08.12

Progesteron-Testmessung [ng/ml]

Probe »Sabie” »Sweni”
1 1,23 0,281
2 1,15 0,323
3 1,43 0,235
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Tab. 7.5: Flitterungen des Konigspinguin-Jungtiers durch seine Beschiitzer

Anzahl der
Futterungen/ fiitterndes Dauer der Fiitterung
Datum Vormittag Individuum (Nr.) [min]

14.11.2011 2 4 3
2 6

15.11.2011 0

16.11.2011 1 5 5

17.11.2011 0

18.11.2011 1 4 1

21.11.2011 1 1 2

22.11.2011 3 4 4
4 2
1 8

23.11.2011 2 3 4
5 1

24.11.2011 3 1 2
1 12
2 1

25.11.2011 2 2 7
2 3

28.11.2011 1 1 10

29.11.2011 0

30.11.2011 0

01.12.2011 1 2 17

02.12.2011 1 2 4

05.12.2011 0

06.12.2011 0

07.12.2011 1 5 0

08.12.2011 1 2 5

09.12.2011 0
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Tab. 7.6: Haufigkeit des Putz- und Schlafverhaltens der Kénigspinguine [min/h]

Putzverhalten bei Beschiitzung des

Putzverhalten ohne Beschiitzung

Jungtiers des Jungtiers
Wert Mutter Vater Kontrolle | Mutter Vater Kontrolle
Mittelwert 0,55 2,05 - 9,34 5,71 11,44
Median 0 2 - 3 2 9,5

Tab. 7.7: Haufigkeit der Zuwendungen und Abmahnungen/Stunde bei den Kénigspinguinen

Abmahnen des Jungtiers durch das

beschiitzende Individuum

Zuwendungen zum Jungtier [Anzahl/h] [Anzahl/h]
Wert Mutter Vater »Hanke® Mutter Vater »Hanke®
+,Joris” +,Joris”
Mittelwert 7,62 7,82 8,82 1,26 0,22 0
Median 7 7 4,5 1 0 0
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Tab. 7.8: Zuordnung der Kotproben bei den Konigspinguinen

Datum

Vater

Mutter

Gruppe

Jungtier

17.10.11
20.10.11
24.10.11
27.10.11
31.10.11
03.11.11
06.11.11
09.11.11
12.11.11
14.11.11
15.11.11
23.11.11
30.11.11
03.12.11
07.12.11
10.12.11
25.01.12
01.02.12
08.02.12
30.03.12
13.04.12
09.05.12
16.05.12
18.05.12
24.05.12
06.06.12
x = Kotprobe

- = keine Kotprobe

X

xX X

X X X

X X X X X X X X X X X

x
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9. Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

Abb. Abbildung

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

cm Zentimeter

d.h. das heiRt

ECLIA Elektro-Chemiluminszenz-Immuno-Assay
Gramm

G Gravitationsbeschleunigung an der Erdoberflache

h Stunde

i.d.R. in der Regel

Kap. Kapitel

L Liter

ng Nanogramm

N5 5. Nymphenstadium

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

s Sekunde

S.A.F. Sodium acetate-acetic acid-Formalin

s.0. siehe oben

u.a. unter anderem

z.B. zum Beispiel

2.T. zum Teil



