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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Situation der Vogelmalaria weltweit

Die Vogelmalaria ist fast Gber den gesamten Globus verbreitet (Smyth 1976; Seed
und Manwell 1977; Krone et al. 2001; Schrenzel et al. 2003). Fir die Verbreitung
der Vogelmalaria sind Micken der Gattungen Culex, Aedes, Anopheles und
Culiseta verantwortlich (Piekarski 1954; Mehlhorn et al. 1993; Borchert 1970). In
Australien tritt sie sehr selten auf (Benett et al. 1993), und in Neuseeland wurden bei
umfassenden Studien Uberhaupt keine Blutparasiten festgestellt (Benett et al. 1993).
Ein mdglicher Grund fur die weltweite Verbreitung der Vogelmalaria kdnnte das
Wanderverhalten der Vogel sein (Manwell und Rossi 1975). Die Verbreitung der
Vogelmalaria in Gebieten, in denen sie bisher nicht vorkam, ist eine Folge der
Klimaerwdrmung und der daraus resultierenden zunehmenden Verschleppung
infizierter Vogel und Miuickenvektoren. Nicht adaptierte Vogelpopulationen sind
deswegen von der Ausrottung bedroht (Feldmann et al. 1995; Benning et al. 2002).

Die Erreger der Vogelmalaria sind folgendermalRRen in der Systematik eingeordnet:

, System: PROTOZOA (EINZELLER)
Stamm: SPOROZOA (Apicomplexa)*

[..]

2. Klasse Sporozoea

[.]

2. Unterklasse: Coccidia

[..-]
2. Uord.: Haemosporina
A. Haemosporidea
Gattung: Plasmodium
Gattung: Leucocytozoon
Gattung: Haemoproteus

[.]

* Hierbei handelt es sich um einen Auszug; die Ubergreifende Systematisierung ist
noch umestritten; nur wichtige Gattungen sind genannt.“ (Mehlhorn et al. 1993)

Als Malaria werden Erreger betitelt, die intraerythrozytdre Stadien besitzen. Die
Gattungen Plasmodium und Haemoproteus besitzen intraerythrozytare Stadien. Im
Gegensatz zu diesen entwickeln sich die Gamonten der Gattung Leucocytozoon nur
aulerst selten in den Erythrozyten, aus diesem Grunde gehdrt die Gattung nicht zu

denen der Malariaerreger (Mehlhorn et al. 1993).
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Der Vollstandigkeit halber wird in der folgenden Arbeit die Infizierung und die
Auswirkungen von Leucocytozoon auf den Wirt erklart. Die Erkrankung an der
Gattung Haemoproteus wird Pseudo-Malaria genannt, sodass die Erkrankung der
Gattung Plasmodium als einzige als Malaria betitelt wird (Mehlhorn et al. 1993).
Zurzeit sind 34 glltige Spezies der Gattung Plasmodium mit unterschiedlich
ausgepragten Wirtsspektren bekannt (Garnham 1966). Bishop und Bennett (1992
a,b) stellten die umfangreichste Auflistung aller Erreger der Vogelmalaria und deren
Wirte auf.

1.2 Infizierungsvorgange der verschiedenen Erreger

und Auswirkungen auf den Wirt

Die Infizierung eines Vogels mit Arten der Gattung Plasmodium wird durch die
Ubertragung von Sporozoiten durch weibliche Miicken der Gattungen Aedes, Culex,
Anopheles und Culiseta eingeleitet (Piekarski 1954; Mehlhorn et al. 1993). Diese
Sporozoiten dringen in Endothelzellen der Lunge und Leber ein und wachsen
innerhalb von Stunden zu Schizonten heran (Mehlhorn et al. 1993). Die Schizonten
produzieren Tausende von Merozoiten (exoerythrozytare Phase der Schizogenie),
welche sich in Endothelzellen zu Schizonten entwickeln kénnen, aber auch bereits
nach finf bis sieben Tagen Erythrozyten befallen kénnen (Mehlhorn et al. 1993). In
den Erythrozyten entwickeln sich die Merozoiten zu Schizonten, die eine kugelige
bis polymorphe Gestalt haben und drangen den Wirtszellkern an die Peripherie
(Mehlhorn et al. 1993). Je nach Parasitenstamm produzieren sie in 12 bis 36
Stunden 8 bis 32 Merozoiten. Der Prozess der Merozoitenbildung mit
nachfolgendem Zerfall der Erythrozyten (bei gleichzeitiger Freisetzung des
fieberauslésenden Pigments = abgebautes Hamoglobin) ist nur bei manchen
Stammen von Plasmodium relictum vorzufinden. In den Erythrozyten entstehen
nach einiger Zeit kugelige mannliche, beziehungsweise weibliche Gamonten, die
beim nadchsten Saugakt von der Micke aufgenommen werden und sich im
Mitteldarm zu den jeweiligen Gameten differenzieren (Mehlhorn et al. 1993). Nach
der Befruchtung der weiblichen Gameten wird die Zygote beweglich (Ookinet). Der
Ookinet durchwandert das Darmepithel und siedelt sich zwischen Basalmembran
und Epithelzelle an. Dort wachst er unter vielfacher Kernteilung zur Oozyste heran,
in der Sporozoiten gebildet werden. Nach Platzen der Oozyste gelangen die
Sporozoiten passiv in die Speicheldriise (Mehlhorn et al. 1993). Bei dem néchsten
Stich der Micke werden die Sporozoiten auf einen neuen Vogel Ubertragen
(Mehlhorn und Piekarski 2002).
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Die sténdige Aufrechterhaltung der Blutinfektion wird, neben den geschlechtlich
differenzierten Parasitenformen in den Erythrozyten des Wirtes, durch die
ungeschlechtlich heranwachsenden Schizonten und die von diesen gebildeten
Merozoiten gewahrleistet, die nach dem Platzen der roten Blutkérperchen neue
Erythrozyten befallen. Bei dem Wirt setzen nach einigen Generationen der
Malariaerreger immunologische Abwehrmechanismen ein, die die im Blut
befindliche Anzahl von Erregern voribergehend limitiert oder auch vollig
verschwinden lasst, sodass die akute Phase der Infektion dadurch beendet wird
(Mehlhorn et al. 1993). Dahingegen wird die exoerythrozytare Phase nicht durch das
Immunsystem beeinflusst, sodass die persistierende Gewebsinfektion eine Quelle
von Rezidiven ist, die stressbedingt besonders in der Brutsaison auftreten kdnnen
(Applegate 1970; Hiepe und Jungmann 1983).

Im Normalfall sind in naturlichen Wirten die Vogelplasmodien nicht
krankheitserregend (Hiepe und Jungmann 1983). Bei einigen inadaquaten
Zwischenwirten jedoch koénnen, je nach Verlauf der Infektion, verschiedene
Symptome auftreten (Hayworth et al. 1987). Diese kdnnen in schweren Féllen zu
Hamolyse, Apathie, Koma, Gewichtsverlust und Lethargie bis hin zur Ausbildung
einer schweren Anamie sowie aufgrund eines Organversagens der stark
vergrofRerten Milz und Leber zum Tode fuhren (Seed und Manwell 1977; Mehlhorn
et al. 1993). Weiterhin sind ein aufgeplustertes oder zerzaustes Aussehen des
Vogels Symptome der Vogelmalaria. Stirbt ein Vogel an Malaria, so liegen zwischen
dem Auftreten klinischer Symptome und dem Tod durchschnittlich 24 Stunden
(Viner et al 2004). Wenn ein Tier die akute Phase uberlebt, kann es immer noch
aufgrund der Rezidiven an einer Malariaerkrankung versterben. Durch eine
stressauslosende Situation, zum Beispiel einem Kalteeinbruch, welche einen
klinisch apparenten Rickfall auslést, ist es mdglich, dass sich die
Uberlebenschancen des Tieres verringern (Borchert 1970). Die Morbiditat und
Mortalitat an Wildvogeln, die durch die Erreger der Gattung Plasmodium verursacht
werden, ist nicht genau bekannt (Garnham 1966), allerdings sind sie wahrscheinlich

bei Vogelpopulationen, die nicht an den Erregerstamm adaptiert sind, hoch.

Die Pathogenitat der Erreger Leucocytozoon ist bei domestizierten Vogeln sehr
hoch. Es wird vermutet, dass durch den Prozess der Domestizierung die naturliche
Resistenz der Tiere gegenuber der parasitaren Infektion erniedrigt wurde (Desser
und Benett 1993). Die Erkrankung verursacht Bewegungsstdrungen, auffallige
Schwache und hochgradige Anamie. Bei jungen Tieren fihrt die akut verlaufende
Infektion infolge von inneren Blutungen und intravaskularer Hamolyse oft zur
Mortalitat (Mehlhorn et al. 1993).
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Die Infizierung mit den Erregern der Gattung Leucocytozoon beginnt mit dem Stich
von Kriebelmicken der Gattung Simulium oder von Gnitzen (Culicoides). Die dabei
Ubertragenen Sporozoiten gelangen in die Blutbahn des Vogels und in zahlreiche
Gewebetypen, wo sie dann Schizonten bilden (Olsen 1974). Zuerst treten kleinere
Schizonten in der Leber und dann grél3ere in Lunge, Leber, Gehirn, Herz, Niere,
Darm und Lymphknoten auf. Erst nach einer Woche, meist nach zehn bis zwolf
Tagen, sind Gamonten in den Leukozyten zu finden. Durch die VergroRerung der
Gamonten auf mehr als 20 um erscheinen die parasitierten Wirtszellen haufig
spindelférmig (Mehlhorn et al. 1993). Dartber hinaus treten auch zahlreiche
kugelige Gamonten in den Leukozyten auf. Durch den Stich des Vektors werden die
Gamonten aufgenommen, und es entstehen nach der Gametenbildung im Magen
der Kriebelmicke bis zu 30 um lange Ookineten. Diese differenzieren sich in der
Magenwand zu Oozysten von etwa 10 bis 13 um Durchmesser, aus welchen dann -
im Vergleich zu der Vermehrung bei Plasmodium wenige - Sporozoiten hervorgehen
(Mehlhorn et al. 1993).

Erreger der Gattung Haemoproteus sind weit verbreitet, verursachen in der Regel
aber keine relevante Erkrankung ihrer Vogelwirte (Levine 1961). Gelegentlich sind
Fressunlust, Ruhelosigkeit und Anéamie zu beobachten (Mehlhorn et al. 1993). Es
kénnen bis zu 95% der roten Blutkdrperchen der Vogel betroffen sein, ohne dass
diese heftige Symptome zeigen (Desser und Bennett 1993). Die Entwicklung der
Erreger der Gattung Haemoproteus beginnt mit dem Stich von Lausfliegen
(Hippoboscidae) oder Gnitzen (Culicoides), indem die Sporozoiten aus dem
Speichel in die Blutbahn des Vogels gelangen und diverse innere Organe, wie
Lunge, Milz und Leber befallen (Mehlhorn et al. 1993). Sie dringen in die
Endothelzellen der Organe ein und wachsen schnell zu Schizonten heran, wobei ein
Schizont 12 bis 15 Zytomere bildet, die aus Zytoplasma umgebenen Tochternuklei
bestehen (Olsen 1974). Die Wirtszelle vergréRert sich, und es kommt zu einer
vielfachen Teilung des Nukleus jedes Zytomers, die nun die Oozyste darstellen. Die
Wirtszelle wachst wahrend der weiteren GréRenzunahme der Zytomere und bildet
entlang der sich verzweigenden Kapillaren eine so groRe Masse, dass sie die
BlutgefalRe verschlieldt (Olsen 1974). Die Nuklei wandern wahrend der nédchsten
Wochen an die Oberfliche der Zytomere, umgeben sich mit Zytoplasma und
werden so zu Merozoiten (Wiersch 2006).

Es treten zwei Sorten von Schizonten auf: Die Mikroschizonten, welche haufig keine
Zytomere entwickeln und die Makroschizonten, welche sehr grof3e Zytomere

ausbilden und doppelt so grof3 wie die Mikroschizonten werden (Olsen 1974).
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Durch das Platzen der Schizonten gelangt eine groRe Zahl von Merozoiten in den
Blutstrom. Die meisten differenzieren sich in Erythrozyten zu weiblichen und
mannlichen Gametozyten, einige jedoch dringen wieder in Endothelzellen ein und
wiederholen den Schizogeniezyklus (Wiersch 2006). Die weiblichen und ménnlichen
Gametozyten werden relativ. groR und umschlieRen letztendlich wurst-
beziehungsweise hantelférmig den Zellkern (Mehlhorn et al. 1993). Wahrend des
Saugaktes des Vektors gelangen die Gametozyten in dessen Verdauungstrakt, wo
sich die Parasiten entsprechend der Gattungen Leucocytozoon und Plasmodium zu

Sporozoiten entwickeln (Wiersch 2006).

1.3 Der Befall von Pinguinen

Die Vogelmalaria bei Pinguinen wird unter anderem durch die Erreger Plasmodium
relictum und Plasmodium elongatum verursacht. Da die Pinguine unter natirlichen
Bedingungen in der Regel nicht mit Malariaerregern in Kontakt kommen, ist die
Pathogenitéat der Erreger bei den Pinguinen extrem hoch (Lindt und Hérning 1966;
Mehlhorn et al. 1993). Zwergpinguine, die aus Australien und Neuseeland stammen
und importiert werden, haben unter Umstdnden noch nie eine Malariainfektion
durchgemacht, da der Erreger in ihrem urspriinglichen Herkunftsland nicht
vorkommt. Deshalb haben sich Pinguine als hochanféllig fir Malaria erwiesen
(Kronenberger und Schippel 1977; Lindt und Horning 1966). Die Todesrate von
50% bei ausgewachsenen Pinguinen liegt bei Jungtieren noch hdher, da diese
bislang noch keinen Kontakt mit den Parasiten hatten, was im Ubrigen die
Haupttodesursache bei Pinguinen ist (Cranfield et al. 1990; Redrobe 2000). Dies
verdeutlichen die Zahlen des Zoos in Baltimore, der in den Jahren 1983 bis 1990
108 Pingiune grof3 zog, und von denen 32 an Malaria verstarben (Cranfield et al.
1994). Durch eine Studie, die europaweit durchgefuihrt wurde, konnte festgestellt
werden, dass Vogelmalaria in ganz Europa anzutreffen ist, und dass samtliche
Altersgruppen von Pinguinen betroffen sind (Petit 1997). Ein anderes wichtiges
Ergebnis dieser Studie war, dass Vogelmalariaerreger in Pinguinen nur schwer zu
diagnostizieren sind, da Pinguine keine adaquaten Wirte sind und die endothelialen
Entwicklungsphasen sehr viel schwerwiegender verlaufen als bei anderen
Vogelwirten. Aulerdem sind im Blut der Wirte die Entwicklungsstadien der
Parasiten fast nie zu finden (Reichenow 1947; Cranfield et al. 1990). Die Infektion
wird meist erst spat entdeckt, weil initial klinische Symptome bei den Tieren

normalerweise fehlen (Seed und Manwell 1977; Graczyk et al. 1993).
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Wenn dann die Erkrankung klinisch festgestellt wird, ist es haufig zu spat, um das
Leben des Tieres mit therapeutischen Mal3nahmen retten zu konnen (Cranfield et
al. 1990). Als ein weiteres Problem hat sich herausgestellt, dass Pinguine, die keine
erythrozytdren (und damit auch keine routinemalig nachweisbaren)
Entwicklungsstadien mehr aufweisen, aufgrund persistierender Gewebsinfektionen
Rezidive erleiden und wieder infektids fur Micken werden kdnnen. Diese kdnnen
dann wiederum andere im Zoo lebende Tiere infizieren (Waldenstrom et al. 2004).
Um die Malariaparasiten so frih wie mdglich im lebenden Tier erkennen zu kénnen,
werden verschiedene Verfahren angewendet. Dazu zahlen das ELISA-
Testverfahren und eine Aufstellung von serologischen Referenzwerten (Graczyk et
al. 1993, 1994, 1995). Durch regelméaRig durchgefihrte Blutabnahmen sollen die
Pinguine Uberwacht werden, damit eine wirksame Behandlung durchgefiihrt werden
kann (Graczyk et al. 1993, 1994, 1995).

Aufgrund der hohen Sterblichkeitsrate, der Luftverschmutzung und der
Temperaturen werden viele Pinguine weltweit in geschlossenen Gehegen ohne
AulRenbereich gezeigt, um eine Infektion zu vermeiden. In Tiergéarten, wo dies nicht
madglich oder gewollt ist, werden die Tiere im Sommer mit einer Malariaprophylaxe,
wie Chloroquin oder Paraquin behandelt (Cranfield et al. 1994).

1.4 Der Befall von Haussperlingen

In einer Studie wurden 893 in Deutschland gefangene Sperlingsvdgel
(Passeriformes) von 44 Arten aus 14 unterschiedlichen Familien untersucht
(Haberkorn 1984). Dabei stellte sich heraus, dass 14% der untersuchten Végel mit
Malariaerregern infiziert waren, davon 1,1% mit Plasmodien. Von den
einheimischen Haussperlingen (Passer domesticus) sind rund 3% mit dem
Vogelmalariaerreger befallen. Einer der am héufigsten auftretenden Erreger der
Malaria bei Haussperlingen ist Plasmodium relictum (Applegate 1971; Mehlhorn et
al. 1993). Da die Tiere eine Koevolution mit dem Erreger der Vogelmalaria durchlebt
haben, schadet der Parasit den Haussperlingen nicht, sodass diese weitestgehend
symptomfrei leben. Der Erreger Plasmodium cathemerium tritt ebenfalls bei
Haussperlingen auf, fuhrt allerdings haufig zum Tode des Tieres (Mehlhorn und
Piekarski 2002).

Von 1149 in Deutschland untersuchten Eulen und Greifvogeln hatten 11% eine
Infektion mit den Vogelmalariaerregern (Krone et al. 2001). Die hohe Infektionsrate
der in Deutschland einheimischen Vdgel verdeutlicht die Problematik nicht-

einheimischer Vdgel, wie am Beispiel importierte Pinguine, die keine Koevolution mit
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dem Erreger der Vogelmalaria durchlebt haben und mit hoher Wahrscheinlichkeit
durch einen Stich einer infizierten Miicke erkranken und daran zugrunde gehen

(Kroneneberger und Schippel 1977).

1.5 Alternative Blutabnahme mit Hilfe der
studamerikanischen Raubwanze Dipetalogaster

maxima und Nachweis von Parasiten

Um uber das Allgemeinbefinden eines Tieres urteilen zu kbnnen, ist es in vielen
Féllen unabdingbar, das Blut des entsprechenden Tieres zu untersuchen (Stadler et
al. 2007). Eine Blutprobenentnahme gestaltet sich bei Haustieren aufgrund ihrer
Zutraulichkeit relativ einfach, wohingegen die Entnahme von Blut bei wildlebenden
Tieren oder Tieren in Zoologischen Géarten eine Problematik darstellt (Stadler et al.
2009). Die wenigsten Tiere sind so zutraulich, beziehungsweise so fixierbar, dass
eine Blutentnahme durchgefiihrt werden kann. Meist missen die Tiere in Narkose
gelegt werden, welche jedoch immer ein hohes Risiko mit sich bringt. Da die Gefahr
einer Narkose bei bestimmten Tieren und ab einem gewissen Alter zu hoch ist, kann
es durchaus sein, dass keine Blutentnahme mdoglich ist (Stadler et al. 2007).
Eine weniger risikante Alternative ist die Blutentnahme mit mittel- und
stidamerikanischen Raubwanzen (Stadler et. al 2009). Mehr als 130 Arten der
Unterfamilie Triatominae aus der Familie der Reduviidae erndhren sich in den
postembryonalen Stadien ausschlielich von Blut, welches sie zur Hautung
bendtigen. Nach der Blutmahlzeit findet die Hautung statt (Lent und Wygodzinsky
1979; Schofield 1994). Der Anstich wird von dem Wirt nicht wahrgenommen, da der
Speichel der Wanzen Komponenten enthélt, die die Reizweiterleitung unterbinden.
Die Abnahme kann bis zu 20 Minuten andauern und insgesamt wird eine bis zu 3,8
ml grof3e Menge Blut aufgenommen (Schaub und Posposchil 1995; Dan et al.
1999). Die Wanzen kénnen das sechs- bis zwoélffache ihres Korpergewichtes an Blut
aufnehmen, welches zunachst in den grof3en, erweiterbaren Abschnitt des
Mitteldarmes, den Magen, gelangt. Der Mageninhalt wird durch eine rasche
Entnahme der wassrigen Blutbestandteile aufkonzentriert und, abgesehen von der
Hamolyse der Blutzellen, erst nach drei bis vier Tagen unveréandert gelagert. Dann
gelangt der Mageninhalt portionsweise in den verdauenden Dinndarm (Schaub
2001). Nach einer Blutmahlzeit ist das Abdomen vollgesogener Larven fast
kugelrund. Aufgrund dessen kénnten sie sich schlecht fortbewegen, wenn ihnen

nicht ihr Gberaus effektives Exkretionssystem zu Gute kommen wirde.
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So wird oft schon zum Ende der Blutabnahme mit der Ausscheidung der wassrigen
Blutbestandteile begonnen, sodass sich die Wanzen kurz nach dem Blutsaugen
wieder fortbewegen kdnnen (Madrell 1969).

Triatominen kommen Uberwiegend in Lateinamerika vor und koénnen dort den
Erreger der Chagas-Krankheit Ubertragen (Schaub 1996). Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eingesetzte Art Diptelogaster maxima kommt nur in der
Nebelwiste auf der niederkaliforischen Halbinsel Baja California in Mexiko vor und
ist mit 33 bis 42 mm die grofite bekannte Triatominenart (Ryckman und Ryckman
1963; Lent und Wygodzinsky 1979). Durch die lebensfeindlichen klimatischen
Bedingungen sind diese Raubwanzen sehr aggressiv und stechen ihre Wirte schnell
an. Sie sind im Gegensatz zu den meisten nachtaktiven Triatominen auch tagaktiv
und saugen an allen warmblitigen Vertebraten, an Reptilien und Kleinen
Saugetieren sowie Vogeln (Ryckman und Ryckman 1963; Lent und Wygodzinsky
1979).

Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden die Raubwanzen fir die
Xenodiagnose bei Menschen benutzt (Marsden et al. 1979; Schaub und Meiser
2011), um die Chagas-Krankheit (Erreger: Trypanosoma cruzi) nachzuweisen.
Hierbei werden bis heute Raubwanzen aus Laborzuchten eingesetzt. Wenn das Blut
Trypanosomen enthélt, vermehren diese sich in der Wanze und sind so leichter
mikroskopisch nachzuweisen als die geringe Anzahl an Trypanosomen, die im Blut
des Menschen zu finden sind (Brumpt 1914; Mehlhorn und Piekarski 2002). Dartiber
hinaus werden die Raubwanzen aus der Laborzucht bei Tieren, die sehr klein sind
und durch eine Kanile verletzt wirden, als lebendige Spritzen benutzt. Durch
Studien an Fledermausen (Microchiroptera), Flussseeschwalben (Sterna hirundo),
Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) und Primaten konnten Untersuchungen
bezliglich des Energieaufwandes und der Hormonanalytik erfolgreich durchgefihrt
werden (Von Helversen und Reyer 1984; Von Helsen et al. 1986; Voigt et al. 2004,
2006; Becker et al. 2005; Thomsen und Voigt 2006; Stadler et al. 2007).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll das Blut von Brillenpinguinen (Spheniscus
demersus), Haushihnern (Gallus gallus domesticus) und Haussperlingen (Passer
domesticus) auf Vogelmalaria untersucht werden. Hierbei ist es wichtig zu
verdeutlichen, wie viele der freilebenden Tiere befallen sind und ob der mit
Vogelmalaria befallende Haussperling als Ursache fir die Infektionen der

Brillenpinguine zu sehen ist.
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Dafur werden die Malariaerregerspektren aller Tiere lichtmikroskopisch bestimmit.
Die Stadien der Vogelmalaria in den befallenen Erythrozyten werden ebenfalls
erfasst, um das Stadium des Krankheitsverlaufes besser analysieren zu kdnnen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, herauszufinden, ob mit den von
Raubwanzen gewonnenen Blutproben ein Parasitennachweis moglich ist. Unter
Einbeziehung aller bisher bekannten Einsatztechniken der Raubwanzen soll
versucht werden herauszufinden, wie es bei den Brillenpinguinen und Haushiihnern

am besten moglich ist, die Wanzen ohne Stress auf die Tiere zu setzen.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewinnung der Blutproben von Brillenpinguinen

und Haushihnern

2.1.1. Gewinnung mittels Raubwanzen

Fur die Gewinnung der Blutproben von Brillenpinguinen (Spheniscus demersus) und
Haushidhnern (Gallus gallus domesticus) wurden Raubwanzen der Art Diptelogaster
maxima eingesetzt. Diese wurden unter standardisierten Bedingungen bei 26 °C
(+/- 1), 70-80% relativer Feuchte und einem 16/8 Hell- Dunkel- Rhythmus mit
Huhnern (Gallus gallus f. dom.) als Wirt im Labor gezichtet (Schaub 1989). In der
vorliegenden Arbeit wurden die vierten oder flnften Larvenstadien (L4 und L5) des

Entwicklungszyklusses verwendet.

Zwolf Brillenpinguinen des Wuppertaler Zoos wurde Blut entnommen und
untersucht. Dabei konnte die fir Xenodiagnosen tbliche Methode, bei der ein mit
Gaze verschlossenes Gefald an das zu beprobende Tier angehalten wird, nicht
verwendet werden. Die Tiere waren zu unruhig und versuchten, nach der Hand des
Pflegers zu picken. Auch die zweite Variante, bei der die Raubwanzen frei auf dem
Tier laufen gelassen werden, funktionierte nicht, da sich die Pinguine durch die
Unruhe stark bewegten und die Wanzen abfielen. Schlie3lich bewahrte sich ein auf
dem Riucken des Pinguins befestigtes durchsichtiges Plastikddschen, welches mit
zwei ca. einen Meter langen Hosenbundgummibédndchen ({ber Kreuz verklebt
wurde (siehe Abbildung 2.1.). Die Plastikbecher waren durch kleine Pappwéande
unterteilt, an denen sich die Raubwanzen frei bewegen konnten. Dies bewirkte ein
schnelleres Anstechen, als die Verwendung eines GefalRes ohne Karton (Schaub
2009). Vor dem Anbringen der Plastikdosen wurde mehrmals kraftig in die Glaser
gehaucht, da sich die Saugbereitschaft der Wanzen durch den so erhéhten CO?2-
Gehalt verstarkt. Um das Gleichgewicht der Tiere nicht zu stéren, wurden die
GefalRe mittig auf den Ricken angesetzt und die Bander unter- und oberhalb der

Flagel entlanggefihrt und auf der Brust verknotet (Bannasch 1995).
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Abbildung 2.1: Anwendung des Pinguinrucksackes. a: Bestlckter Pinguinrucksack mit 2
vollgesogenen und einer nicht-vollgesogenen Raubwanze, b: Pinguinrucksack an einem Brillenpinguin.

Insgesamt wurden 40 Haushihner untersucht, von denen 27 aus dem Zoologischen
Garten in Wuppertal stammten und 13 aus einer privaten Geflugelfreihaltung in
Aprath an der Stadtgrenze Wuppertals. Bei den Haushihnern bewahrte sich die fur
die Brillenpinguine neu entwickelte Methode nicht, da die Hihner zu stark mit ihren

Fligeln schlugen und so die Dose vom Riicken abfiel.

Dahingegen funktionierte es bei ihnen
besonders gut, die Raubwanzen einfach frei
auf dem Gefieder laufen zu lassen. Um die
Wanzen nach dem Saugakt besser finden zu
kénnen, wurde ihnen ein ca. 20 cm langer

Faden um den Thorax gebunden.

Abbildung 2.2: saugende Raubwanze mit Bindfaden an einem Hihnerful

Direkt nach der Blutaufnahme wurde das Blut analog zu vorherigen Studien mit
einer 21G-Kanile aus dem Magen der Raubwanze in eine Spritze aufgenommen
und direkt in ein Lithium-Heparin-Gefal uberfuhrt, welches bis zur
Weiterverwendung im Kihlschrank gelagert wurde (Von Helversen 1986). Am Ende
eines jeden Tages wurden die Ausstriche angefertigt.
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2.1.2. Kontrollen

Da in der vorliegenden Arbeit Uberprift werden soll, ob das durch die Wanzen
erhaltene Blut als Parasitennachweis dienen kann, missen Kontrollproben
genommen werden. Diese Kontrollproben wurden von dem Tierarzt des
Wuppertaler Zoos mit einer 21G-Kanulle genommen und ebenfalls direkt in Lithium-
Heparin-GefalRe uberfuihrt. Sowohl bei den Brillenpinguinen, als auch bei den
Huhnern befand sich in der Kaniile ein Tropfen Heparin, das die Gerinnung des
Blutes in der Kanule verhindern sollte.

Bei den Brillenpinguinen wurde das Blut mittig zwischen den Huftknochen aus dem
Blutgefal? entnommen, bei den Haushihnern wurde die Fligelvene (Vena ulnaris)
oder die Halsvene (Vena jugularis externa) angestochen und so die Blutproben
gewonnen. Verschloss sich die Anstichwunde nicht direkt, wurde die Blutung mit
Claudenwatte gestillt. Die Ausstriche wurden zeitig nach der Enthahme angefertigt
und die Blutproben im Kuhlschrank gelagert.

2.2 Gewinnung der Blutproben von Haussperlingen

Im September 2011 wurden zehn Haussperlinge mit Hilfe von Japannetzen auf dem
Gelande des Wuppertaler Zoologischen Gartens gefangen. Dafiir wurden die Tiere
zunéachst Gber eine Woche hinweg mit Sonnenblumenkernen an bestimmten Stellen
in der Nahe von Geblischen angefittert. Das Netz wurde nur an den Fangtagen um
die Futterstelle herum aufgebaut. Da das Netz sehr feinmaschig war, konnten die
Vogel es beim Anflug auf die Futterstelle nicht erkennen, verfingen sich darin und
wurden sofort aus dem Netz herausgeholt. Verfingen sich mehrere Haussperlinge
gleichzeitig im Netz, wurden sie befreit und bis zur Blutabnahme in einem kleinen
Baumwollsackchen aufbewahrt. Dies ist in der Ornithologie eine géngige Methode,
um die Verletzungsgefahr der Tiere mdglichst gering und um sie ruhig zu halten. Um
einen Doppelfang auszuschlieRen, wurden den Haussperlingen, in Absprache mit
der Vogelwarte Helgoland, die zweite Schwanzfeder von links gekirzt. Dies
beeintrachtigt die Tiere nicht, da das Fliegen nicht erschwert wird. Zudem verlieren
die Tiere nach spatestens einem halben Jahr in der Mauser die gekiirzte Feder. Das
Blut wurde bei den Haussperlingen aus der Fligelvene (Vena ulnaris) entnommen.
Vor der Blutentnahme wurden die Fligel an der Entnahmestelle mit 70% Ethanol
desinfiziert. Dann erfolgte die Enthahme des Bluttropfens durch eine Punktierung

mit einer sterilen Mikrokantle.
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Der austretende Blutstropfen wurde sofort mit einer nicht heparinisierten
Hamatokritkapillare aufgenommen, und es wurde schnellstmdglich ein Ausstrich
angefertigt, bevor das Blut agglutinierte. Horte die Wunde nicht sofort auf zu bluten,
wurde die Blutung mit Claudenwatte gestillt. Danach wurden die Haussperlinge
wieder in die Freiheit entlassen.

Fur den Fang, die Blutentnahme und die Kiirzung der 2. Schwanzfeder liegen alle
erforderlichen Ausnahmegenehmigungen geman § 45 Abs. 7, Nr. 3 BNatSchG vor.

2.3 Lichtmikroskopische Untersuchungen der Proben

auf Malariaparasiten

2.3.1. Blutausstrich

Die Blutausstriche wurden nach Mehlhorn (1993) angefertigt. Bei dieser
Vorgehensweise wird ein ,kleiner (!) Blutstropfen [...] mit einem Deckglas
(Objekttrager) auf einem sauberen Objekttrager ausgezogen und an der Luft
getrocknet® (Mehlhorn 1993). Danach wurde der Ausstrich mit der Diff-Quik-
Schnellfarbung der Firma Medion Diagnostiks gefarbt. Der Diff-Quik-Farbetest ist
eine Schnellfarbemethode, deren Ergebnisse mit denen der Pappenheim- Methode

(Giemsa-May-Grunewald) gut vergleichbar sind.

Gemald der Anleitung wurden zuerst die Objekttrager finfmal fir eine Sekunde in
die ,Diff-Quik Fix: Fixerlésung“ getaucht, die aus Fast Green (002g/l) in Methanol
bestand. Danach wurden sie fiinfmal eine Sekunde in die ,Diff-Quik |: Farbelésung I
getaucht, die Eosin Y (1,22g/l) in Phosphatpuffer (pH 6,6) und 0,1% (g/v)
Natriumazid als Konservierungsmittel enthielt. Nun wurden die Objekitrager ein
drittes Mal funfmal fur eine Sekunde in die ,Diff-Quik II: Farbeltsung II“ getaucht, die
Thiazin-Farbstoff (1,1g/l) in Phosphatpuffer (pH 6,6) enthalt. Im Anschluss wurden
die Objekttrager mit Leitungswasser abgespult und erneut luftgetrocknet.

Bei einer 1000-fachen VergrofRerung waren im Mikroskop durch die Farbung die
Strukturen der Blutzellen und die der Malariaerreger gut sichtbar und
unterscheidbar. Im Blutausstrich wurde von jeweils 2000 Erythrozyten die
Parasitierung mit Malariaerregern erfasst (Godfrey et al. 1987). Herr Professor Dr.
Mehlhorn tGberprifte die von den Erregern gemachten Fotos, so dass ausschlief3lich
Malariaerreger erfasst wurden. Die Identifizierung des genauen Malariaerregers
mittels eines Blutausstriches erweist sich als schwierig, da sich die Gametozyten

zum Teil sehr &hneln (Seed und Manwell 1977).
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Aus diesem Grund kommen in der vorliegenden Arbeit Vergleiche mit den
wichtigsten Malariaerregern der Haussperlinge, Brillenpinguine und Haushihnern in
Deutschland: Plasmodium relictum, Plasmodium cathemerium und Plasmodium
elongatum vor. Auf weitere Verifizierungen der Ausstriche und die Bestimmung mit
Hilfe der Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) wurde aus zeitlichen und finanziellen
Grunden verzichtet, sodass ein genaues Erregerspektrum nicht ermittelt wurde.
Durch die Auswertung der Blutausstriche konnte der Erreger nur in akuten Stadien

gesehen werden.

2.3.2. Dicker Tropfen

Der dicke Tropfen wurde zuerst gemaf3 Mehlhorn et al. (1993) angefertigt. Der
Vorgang lief folgendermallen ab: ,Ein Blutstropfen wird auf einem entfetteten
Objekttrager auf etwa 1,5 cm? mit einem [...] [Zahnstocher] verrihrt, um Koagulation
zu verhindern und das Fibrin zu entfernen. Nach der Lufttrocknung wird der
Objekttrager (ohne Fixierung!) in Wasser gelegt, bis die rote Farbe vollig
verschwunden ist.“ (Mehlhorn et al. 1993). Dann wurden die dicken Tropfen mit der
Diff-Quick-Farbelbsung, wie oben bei den Blutausstrichen erklart, gefarbt. Der dicke
Tropfen dient dem Nachweis von Parasiten bei einer geringen Parasitendichte: Die
Erythrozyten platzen dabei auf, und so werden die Zellkerne und mégliche Parasiten
freigelegt. Da die Erythrozyten der Vdgel jedoch Kerne besitzen und so nur Kerne
zu sehen waren, wurde die Vorgehensweise abgeandert. Der Blutstropfen wurde mit
einem Zahnstocher dinn verrihrt, sodass die Erythrozyten moglichst

nebeneinander lagen und dann, wie zuvor erklart, lysiert und gefarbt.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des Blutausstriches

3.1.1. Malariaparasiten infizierter Brillenpinguine

Insgesamt wurden zehn Brillenpinguine untersucht. Bei vier Tieren konnten
Vogelmalariaerreger in den Blutausstrichen nachgewiesen werden (vgl. Abbildung
3.1). Dies bedeutet, dass 40% der untersuchten Brillenpinguine an Vogelmalaria
erkrankt sind. Unter 2000 Erythrozyten wurde bei jedem Tier nur ein Erreger
gefunden, was heifdt, dass nur 0,05% aller Erythrozyten befallen waren. Da die
Geschlechter der Brillenpinguine nicht bekannt sind, kann der Unterschied zwischen

mannlichen und weiblichen infizierten Pinguinen nicht dargestellt werden.

a b

Abbildung 3.1: Lichtmikroskopische Aufnahme von zwei Blutausstrichen (a,b) mit Malariaerregern in
Erythrozyten von Brillenpinguinen. Pfeile: Malariaerreger, bei 1000-facher Vergréf3erung.

3.1.2. Malariaparasiten infizierter Haushthner

Von den 40 untersuchten Haushihnern wiesen acht Vogelmalariaerreger auf. Dies
entspricht 20% der untersuchten Tiere. Unter den 40 Huhnern befanden sich 14
H&ahne, von denen vier Tiere (28,7%) Malariaparasiten in ihrem Blut hatten. Bei den
Hennen wurden ebenfalls bei vier (15,4%) Tieren Malariaerreger nachgewiesen. Die
Anzahl infizierter mannlicher Tiere ist fast doppelt so grof3, wie die Anzahl erkrankter
weiblicher Tiere.
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30

weibliche Hihner

mannliche Hihner

B Gesamtheit

Infizierte

Abbildung 3.2: Diagramm mit Darstellung der infizierten und nicht-infizierten Hennen und Hahne

Bei nur einem Tier wurden zwei Malariaerreger in 2000 Erythrozyten gefunden, was

0,1% ausmacht. Bei den ubrigen Tieren waren 0,05% der Erythrozyten befallen.

Nummer | Geschlecht | Anzahl der | Nummer | Geschlecht | Anzahl der
des Malariaerreger des Malariaerreger
Tieres pro 2000 Tieres pro 2000
Erythrozyten Erythrozyten
I W - XXI W -
Il W - XX M -
1] w - XX M -
v W - XXIV W -
\Y w - XXV w 1
VI W - XXVI M -
Vi M - XXVII M -
Vi M - XXVIII M 1
IX M - XXIX M 1
X M - XXX M -
Xl M - XXXI W -
XIl M 1 XXXII W -
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Xl W XXXII W
XV W XXXIV w
XV W XXXV W
XVI W XXXVI w
XVII W XXXVII W
XVII W XXXVIII W
XIX W XXXIX W
XX W XXXX M

Abbildung 3.3: Tabellarische Darstellung der Infizierung der Haushthner

3.1.3.

Malariaparasiten infizierter Haussperlinge

In der vorliegenden Arbeit wurden zehn Haussperlinge gefangen, von denen ein

mannlicher und ein weiblicher Vogelmalariaparasiten in ihrem Blut aufwiesen. Das

entspricht einer Infizierungsrate von 33,3% bei den mannlichen und 14,3% bei den

weiblichen Haussperlingen. Insgesamt waren 20% der untersuchten Tiere von

Malariaparasiten befallen.

weibliche Haussperlinge

mannliche Haussperlinge

m Gesamtheit

Abbildung 3.4: Diagramm der Darstellung infizierter und nicht-infizierter Haussperlinge
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3.2 Ergebnisse des Dicken Tropfens

Da die Erythrozyten der Vogel Kerne enthalten, war es leider nicht méglich, einen
auswertbaren Dicken Tropfen anzufertigen. Die Zellkerne verdeckten jegliche

Erreger. Aus diesem Grund wurde nur mit dem Blutausstrich gearbeitet.

Abbildung 3.5: Lichtmikroskopische Aufnahme des Dicken Tropfens mit Ubereinander gelagerten
Zellkernen; bei 500-facher VergréRerung

3.3 Blutabnahme mit Hilfe von Raubwanzen

Die Blutabnahme mit Hilfe von Raubwanzen funktionierte gut. Die dadurch
erhaltenen Blutproben lie3en sich einwandfrei ausstreichen, und die Blutausstriche
hatten eine hohe Qualitat. Lediglich bei 2 Proben waren viele Artefakte im
Blutausstrich zu sehen, was daran liegen kénnte, dass Verdauungssekrete der

Wanze und verdautes Blut mit der Spritze aufgenommen wurden.

3.4 Kontrollergebnisse

Durch den Heparintropfen in der Kantle lieRen sich die Blutproben besonders gut
ausstreichen, da sie etwas flussiger waren, als die Blutproben ohne Heparin. Das
Heparin hatte keinerlei Einfluss auf die Malariaerreger. In der Abbildung 3.6 wird
das Kontrollergebnis mit denen der mit Hilfe von Raubwanzen gewonnenen
Ergebnisse verglichen. In der linken Halfte der Tabelle wurden die Haussperlinge
mit den Nummern 1 bis 10 und die Haushuhner mit den Nummern | bis X
aufgelistet. In der rechten Halfte werden die Ergebnisse der Kontrollproben
dargestellt. Es gab keinerlei falsch-positive oder falsch-negative Ergebnisse (siehe
Abbildung 3.6), sodass die Kontrollen exakt mit denen der mit Raubwanzen
gewonnenen Proben lGbereinstimmen.
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Nummer | Anzahl der Malariaerreger | Nummer Anzahl der
des pro 2000 Erythrozyten des Tieres | Malariaerreger pro 2000
Tieres Kontrollen Erythrozyten

1 2 1 2

2 - 2 -

9 1 9 1

10 - 10 -

| - | -

1l - 1l -

v - v -

V - \Vj -

X - X -

Abbildung 3.6: Tabellarische Darstellung des Vergleiches der Kontrollproben mit den mit Hilfe von
Raubwanzen entnommenen Blutproben; Nummerierungen 1-10 gehdren zu Haussperlingen;
Nummerierungen I-X gehéren zu Haushuihnern




Diskussion 20

4. Diskussion

4.1 Identifizierung der Malariaerreger mittels

lichtmikroskopischer Untersuchung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Blutproben ausschliel3lich mit Hilfe eines
Mikroskops untersucht. Da die Blutausstriche eine recht hohe Qualitat hatten,
konnten die angefarbten Malariaerreger gut in den Erythrozyten erkannt werden. Die
Identifizierung des genauen Malariaerregers mittels eines Blutausstriches erweist
sich als schwierig, da sich die Gametozyten zum Teil sehr @hneln (Seed und
Manwell 1977). Aus diesem Grund werden in der vorliegenden Arbeit Vergleiche mit
den wichtigsten Malariaerregern der Haussperlinge, Brillenpinguine und
Haushihner in Deutschland gezogen: Plasmodium relictum, Plasmodium
cathemerium und Plasmodium elongatum. Die Vogelmalariaerreger der Gattung
Plasmodium sind aufgrund der Morphologie der Schizonten und Gametozyten
sowie des Verhaltens ausgewachsener Parasiten gegeniber des Kerns der
Wirtszelle in die Untergattungen Huffia, Giovannolaia, Haemamoeba, Novyella und
Bennettinia  eingeteilt (Garnham 1966). Da in der vorliegenden Arbeit allerdings
weder Schizonten, noch Gametozyten gefunden wurden, war die Bestimmung der
genauen Malariaerreger aul3erst schwierig.

Das Vorkommen der Malariaerreger wird bei der lichtmikroskopischen
Untersuchung oft unterschatzt, denn die Erreger werden nicht nur wegen der in den
Blutausstrichen meist geringen Parasitamie Ubersehen, sondern auch, weil
befallene Erythrozyten die Eigenschaft haben, zu aggregieren und daher nur an
einzelnen Stellen im Praparat vorkommen (Garnham 1966; Barker et al 1989;
Valkiunas und lezhova 2001). Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass die
Ergebnisse bei erneuter Zahlung variieren kénnen. Um ein genaueres Ergebnis zu
erhalten, hatten die Blutproben mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
ausgewertet werden mussen. Hierdurch hatte man genaue Infektionspravalenzen
und Erregerspektren erhalten. Auf dieses Verfahren wurde aus Zeit- und
Kostengrinden verzichtet.

Die Blutausstriche sollten im Frihjahr angefertigt werden, da es in der Brutsaison
stressbedingt haufiger zu Rezidiven kommt, und es somit wahrscheinlicher ist, in
diesem Zeitraum Parasiten zu finden (Garnham 1966). Da die vorliegende
Bachelorarbeit jedoch erst im August erstellt wurde, konnte dieser Empfehlung nicht

nachgegangen werden.
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Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Parasitdmie jahreszeitlich
bedingt im Frahjahr wieder ansteigt und die Ergebnisse dieser Bachelorarbeit
demnach eine geringere Auspragung suggerieren.

4.1.1. Plasmodium relictum

1898 entdeckte Ronald Ross, dass die graue Stechmiicke (im Nachhinein
identifiziert als Culex pipiens fatigans) der Invertebraten-Wirt von Plasmodium
relictum ist (Garnham 1966). Spater stellte sich heraus, dass neben der Gattung
Culex auch Tiere der Gattungen Aedes, Anopheles und Culiseta als Ubertrager
dienen. Da in Deutschland Erreger der Huhnermalaria P. juxtanucleare und P.
gallinaceum fehlen, verursacht dort hauptsachlich P. relictum Erkrankungen
(Mehlhorn et al. 1993). Die Hauptzeit der Malariainfektion reicht vorwiegend von Juli
bis September, da dies der Flugzeit der Micken entspricht (Mehlhorn et al. 1993).
Plasmodium relictum gehdrt zu der Untergattung Haemamoeba, welche sich durch
rundlich-ovale Gametozyten auszeichnet, und durch die Verschiebung des Zellkerns
der Wirtszelle Richtung Pol (Garnham 1966).
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Abbildung 4.1: Plasmodium relictum aus dem Blut des Drosselrohrsangers Acrocephalus
arundinaceus; a,b Trophozoiten; c-m Merozoiten; n-q Makrogameten; r-t Mikrogameten; Skala: 10 pm
(Abbildung Valkitnas et al. 2007)



Diskussion 23

Abbildung 4.2: Lichtmikroskopische Aufnahme von Blutausstrichen, vermutlicher Befall von
Plasmodium relictum. a Trophozoit im Blut eines Haussperlings; b und ¢ Trophozoit und Merozoit im
Blut von Brillenpinguinen, d Merozoit im Blut eines Haushuhns; bei 1000-facher Vergré3erung

Typisch fir die Merozoiten des Erregers Plasmodium relictum ist die ovale Form
sowie die Tatsache, dass die Merozoiten keine Ringform bilden (Garnham 1966).
Wie in Abbildung 4.2 ersichtlich, handelt es sich bei den Fotos b, ¢ und d nicht um
eine Ringform. Aus diesem Grund konnte es sich dabei um Merozoiten des Erregers
Plasmodium relictum handeln. Die Trophozoiten sehen ebenfalls kugelig bis oval
aus, weswegen es sich bei Abbildung 4.2, Foto a um einen Trophozoit des Erregers
Plasmodium relictum handeln kann. Die Schizonten werden mit zunehmendem
Wachstum oft kugelférmig, sie konnen aber auch oval neben dem Zellkern der
Erythrozyten liegen. Dieser Zellkern wird nach und nach an die Peripherie gedrangt
und kann sogar aus den Erythrozyten ausgesto3en werden (Garnham 1966). Leider
konnte in der vorliegenden Arbeit keine Zellkernverschiebung beobachtet werden.
Der Zellkern des Parasiten vergrof3ert sich und teilt sich mehrmals. Das Pigment
verklumpt zu ein oder auch zwei Zentren aus komprimierten Kérnern. Wenn der
Parasit heranreift, wird das Zytoplasma von der groRen Masse an Chromatin
ersetzt, welches wichtig fur die Bildung des Zellkerns ist. Die Farbe des Chromatins
wechselt von Blau nach Rot (Garnham 1966). Die durchschnittliche Anzahl von den
gebildeten Merozoiten liegt bei zwolf, sie kann aber stark variieren. So kann es
vorkommen, dass 8 bis 32 Merozoiten vorzufinden sind (Mehlhorn et al 1993). Die
Gametozyten entstehen oft genauso schnell wie die asexuellen Stadien im Blut.



Diskussion 24

Die Gametozyten haben grol3e, langgezogene oder auch kugelformige Korper,
welche den Zellkern der Wirtszelle immer verschieben. Der Mikrogametozyt hat
farbloses Zytoplasma und einen zentralen Nucleus, auf welchem verstreut schwarze
Pigmentgranuli zu finden sind. Der Makrogametozyt hat ein groberes Zytoplasma
mit runden Punkten, von denen einige verschmolzen seien kdnnen. Der Kern ist
recht grof3 und kann mehr als ein Funftel des Parasiten ausmachen (Garnham
1966).

4.1.2. Plasmodium cathemerium

1924 entdeckte Ernest Hartman eine bisher neue Art der Vogelmalaria,
Plasmodium cathemerium. Diese Art gehort ebenfalls zu der Untergattung der
Haemamoeba. Die Ahnlichkeit des P. cathemerium-Parasiten zu anderen
Mitgliedern der Untergattung Haemamoeba ist enorm grof3, sodass es immer
wieder zu Verwechslungen der Erreger kam und auch noch heute kommt (Garnham
1966). Miicken der Gattungen Aedes, Culiseta und Culex sind Ubertrager dieser
Plasmodienart. Im Gegensatz zu dem Erreger Plasmodium relictum bilden die
Merozoiten des Erregers Plasmodium cathemerium Siegelringformen aus (Garnham
1966). In der Abbildung 4.3 sind Ringformen der Merozoiten zu erkennen, die

eventuell von Plasmodium cathemerium stammen.
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Abbildung 4.3: Lichtmikroskopische Aufnahme von Ringstadien aus a,d Haushihnern; b
Haussperling; ¢ Brillenpinguin; bei 1000-facher VergréRerung

Junge Trophozoiten sind meistens kleine dichte Korper, die keine VergréRerung der
Vakuolen aufweisen. Die Pigmente sammeln sich in ein oder zwei formlosen
Massen, die nahe beieinander liegen.

Es ist schwierig, die Gametozyten von P. cathemerium von denen von P. relictum zu
unterscheiden, da sie sich sehr ahnlich sehen. Ein wichtiges Kriterium ist die Form
des Granulas in den Mikrogameten (Garnham1966). Bei P. cathemerium ist es lang
gestreckt und bildet eine Art Stab mit gepunkteten Enden, wohingegen das Granula

von P. relictum kugelférmig aussieht (siehe Abbildung 4.2).

4.1.3. Plasmodium elongatum

1927 entdeckte Ernest Hartman die Art Plasmodium elongatum. Sie gehort zu der
Untergattung Huffia, die durch léangliche Gametozyten und Schizonten in jungen
roten Blutkérperchen (Retikulozyten) zu erkennen ist. Darlber hinaus hat der
ausgewachsene Parasit oft keinen Einfluss auf die Lage des Zellkerns (Garnham
1966). Die Parasiten werden durch die Ubertragergattungen Culex, Aedes und
Anopheles weitergegeben.
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Abbildung 4.4: Plasmodium elongatum aus dem Blut des Drosselrohrsdngers Acrocephalus
arundinaceus: a, b Trophozoiten; c-j Merozoiten; k-n Makrogametozyten; o-p Mikrogametozyten;
Skala: 10 pm; (Abbildung Valkitnas et al. 2008)

Die Trophozoiten dieses Malariaerregers haben die Eigenschaft, dass sie oft eine
VakuolenvergrofRerung aufweisen, sodass ein rundlicher, heller Kreis zu sehen ist
(siehe Abbildung 4.4). Aus diesem Grund kénnte es sich bei Abbildung 4.5 um
Trophozoiten des Erregers Plasmodium elongatum handeln, welche nur im Blut der
Brillenpinguine gefunden wurden. Junge Merozoiten sind rundlich, mit
zunehmendem Wachstum umgeben sie grof3e Teile des Wirtszellkerns und drangen
diesen in den meisten Féllen an die Peripherie (siehe Abbildung 4.4). Die
Gametozyten sind langlich und liegen entlang des Zellkerns, verschieben diesen

aber nicht. Schizonten sind oft in Retikulozyten zu finden (Garnham 1966).
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Abbildung 4.5: Lichtmikroskopische Aufnahme der parasitierten Erythrozyten von Brillenpinguinen; a,
b eventuell Trophozoiten des Malariaerregers Plasmodium elongatum; bei 1000-facher VergréRerung

4.2 Unterschiede des Befalls zwischen maéannlichen

und weiblichen Vogeln

Verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel Brutzeit, Nestsuche und Jungenaufzucht,
wirken sich auf die Parasitenpravalenz aus (Poulin und Vickery 1993). Der Befall mit
Parasiten wird durch Stressfaktoren so beeinflusst, dass die Parasitamie geftrdert
oder gehemmt wird. Der Plasmodium-Befall korreliert mit der Fitterungsrate der
Jungtiere und der Brutgrof3e (Richner et al. 1995). Bei einer grof3en Brut suchen die
Mannchen, nicht aber die Weibchen, signifikant mehr Futter, was den Stressfaktor
erhoht. Aus diesem Grund verdoppelt sich die Parasitamie bei den Mannchen zum
Teil (Richner et al. 1995). Bei einem Vergleich des Parasitenbefalls der beiden
Geschlechter scheinen weibliche Tiere weniger empfindlich zu sein, als méannliche
Tiere (Roberts et al. 1996). Das liegt am unterschiedlich ausgeprégten
Immunsystem und an den Geschlechtshormonen (Araneo et al. 1991, Roberts et al
2001). Dieses Phdnomen ist bei Protozoen (zum Beispiel Plasmodium) und anderen
Parasiten (zum Beispiel Trichinella spiralis) in mehreren Studien detailliert erfasst
worden (Barnard et al. 1996, Lourenco et al. 1999, Schuster und Schaub 2001). Es
wurde nachgewiesen, dass die Hohe der Testosteronkonzentration im direkten
Zusammenhang mit  dem Parasitenbefall  steht. Je hoher  die
Testosteronkonzentration, desto starker, beziehungsweise wahrscheinlicher, ist
auch ein Parasitenbefall (Schuster und Schaub 2001). In der vorliegenden
Bachelorarbeit sind starke Unterschiede des Vogelmalariabefalls zwischen
mannlichen und weiblichen Haussperlingen und Haushihnern aufgefallen. Bei
28,7% der mannlichen und 15,4% der weiblichen Haushuhner wurde der Parasit
nachgewiesen. Die Mannchen sind also fast doppelt so oft befallen wie die
Weibchen (siehe Abbildung 3.2).
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Bei den Haussperlingen war der Unterschied noch grofRer. 33,3% aller mannlichen
und 14,3% aller weiblichen Haussperlinge hatten einen Malariaparasitenbefall
(siehe Abbildung 3.4).

Es ist zu beachten, dass aufgrund des Zeitraumes, indem die vorliegende Arbeit
angefertigt wurde, die Zahl der untersuchten Tiere recht klein war. Bei einer
groReren Stichprobe wirden die Zahlen noch genauer werden und die Anzahl der

befallenen Tiere sich vermutlich reduzieren.

4.3 Vergleich der Malariaerreger von Brillenpinguinen

und Haussperlingen

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, ob aufgrund der bereits
infizierten Haussperlinge die Vogelmalaria durch die, in natirlichen Verhaltnissen
nicht gegebene raumliche Nahe der Tiere, auch auf die Brillenpinguine Ubertragen
wurde. Hiermit wird noch einmal darauf hingewiesen, dass die Bestimmung der
Malariaerreger mittels lichtmikroskopischer Untersuchung geschah und deswegen
nur eine Vermutung darstellt, jedoch keine sichere Aussage bezlglich der Erreger
getroffen werden konnte. Aus diesem Grund basiert der Vergleich der Erreger auf
nicht durch PCR bestétigte Vermutungen. Um den restlichen Teil dieser Diskussion
besser zu verstehen, werden im kommenden Abschnitt die Vergleiche so
beschrieben, als seien es gesicherte Erkenntnisse.

Wie in der Abbildung 4.6 ersichtlich wird, wiesen alle infizierten Tiere den Erreger
Plasmodium relictum auf. Da dieser der am haufigsten vorkommende Erreger ist,
entspricht das Ergebnis den Erwartungen. Plasmodium cathemerium wurde
ebenfalls bei allen drei Tierarten nachgewiesen. Lediglich der Erreger Plasmodium
elongatum war nur bei einem Brillenpinguin nachweisbar. Da die Zahl der mit
Plasmodium relictum und Plasmodium cathemerium infizierten Haussperlinge in der
vorliegenden Arbeit sehr hoch ist, ist davon auszugehen, dass die Haussperlinge als
Wirt dieser Parasiten fungieren und aus diesem Grund andere Vogel, wie zum
Beispiel Haushihner und Brillenpinguine, angesteckt werden. Da nur bei einem
einzigen Brillenpinguin der Erreger Plasmodium elongatum gefunden wurde, ist
davon auszugehen, dass dieser Erreger zwar auch bei freilebenden Wildvégeln zu

finden, dort jedoch nicht allzu weit verbreitet ist.
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Anzahl der [ Anzahl der | Anzahl der
gefundenen gefundenen gefundenen

Erreger der Art | Erreger der Art | Erreger der Art

Plasmodium Plasmodium Plasmodium
relictum cathemerium elongatum
Haussperling |2 2 -
Haushuhn 3 2 -
Brillenpinguin | 2 1 1

Abbildung 4.6: Erregervergleich der infizierten Brillenpinguine, Haushiihner und Haussperlinge

4.4 Blutabnahme mit Raubwanzen

4.4.1. Nachweis von Parasiten

Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden die Raubwanzen fir die
Xenodiagnose bei Menschen benutzt (Marsden et al. 1979), um die Chagas-
Krankheit (Erreger: Trypanosoma cruzi) nachzuweisen. Zuerst wurden Triatoma
infestans des dritten Larvenstadiums benutzt, danach jedoch recht schnell die des
ersten Larvenstadiums von Dipetalogaster maxima, da 20 Larven der L3 Generation
von T. infestans dieselbe Menge an Blut entnehmen, wie 10 Larven der L1
Generation von D. maxima (Cuba 1979). Die Raubwanzen sind allesamt aus
sterilen Laborzuchten und tragen keine Krankheiten in sich. Wenn das Blut
Trypanosomen enthélt, vermehren diese sich in der Wanze und sind so leichter
mikroskopisch nachzuweisen, als die geringe Anzahl an Trypanosomen, die im Blut

des Menschen zu finden sind (Brumpt 1914).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit veranschaulichen, dass Malariaerreger
innerhalb der Erythrozyten in Blutproben gefunden werden konnten, die durch
Raubwanzen Dipetalogaster maxima entnommen wurden. Anhand der
Kontrollproben kann man sehen, dass es kein falsch-positives, wie auch kein falsch-
negatives Ergebnis gibt. Aufgrund dessen ist ein Nachweis von Malariaparasiten
innerhalb der Erythrozyten in der vorliegenden Arbeit gelungen. Es missen jedoch
noch mehr Studien diesbezlglich durchgefihrt werden, um aussagekréftige
Ergebnisse zu erhalten, da die Untersuchungen im Rahmen einer Bachelorarbeit

durchgefuhrt wurden und der zeitliche Rahmen begrenzt war.
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4.4.2. Eignung der Methode

Bei vielen wildlebenden und in zoologischen Garten lebenden Tieren hat sich die
alternative Blutabnahme mit Raubwanzen als hilfreiche Methode herausgestellt, da
sie das Fangen und die Ruhigstellung oder sogar eine Narkose des Tieres

verhindern kann.

Es zeigte sich schnell, dass es bei den Brillenpinguinen nicht mit herkdmmlichen
Methoden gelingen wirde, die Wanzen auf den Wirt zu setzen. Das Anbringen des
neu entwickelten Plastikdoschens beinhaltete immer ein Fangen und kurzes
Festhalten der Tiere, und anschlieBend das Ldsen der Konstruktion, sodass in
diesem Fall nicht von einer stressfreien Methode des Blutabnehmens gesprochen
werden kann. Die jungen Pinguine lebten in einem separaten Innengehe; von den
Adulten getrennt. Eine Stunde bevor die Untersuchungen durchgefuhrt wurden,
musste das kleine Wasserbecken des Innengeheges entleert werden, um zu
verhindern, dass die Tiere ein nasses Gefieder hatten. Auf diese Weise konnten die
Pinguine trocknen und die damit verbundene Erhthung der Warmeabgabe nach
aulBen bewirkte bei den Raubwanzen eine verbesserte Wahrnehmung des Wirtes.
Die im AuRengehege lebenden Adulten wurden mit einem Netz gefangen. Dabei
konnte jedoch nur ein Tier pro Tag gefangen werden, da die anderen Pinguine ins
schitzende Wasser flichteten. Auch hier kann nicht von einer stressfreien Methode
gesprochen werden. Eine mogliche Verbesserung der Vorgehensweise wére ein
doppelter Boden unterhalb der Héhlen der Pinguine. In diesem Hohlraum kdnnten
GefalRe fur Raubwanzen befestigt werden, welche die sich ausruhenden Pinguine
durch kleine Locher im Boden stechen kénnten. Jedoch wére so eine differenzierte
Auswertung hinsichtlich der Geschlechter der Pinguine nicht mdglich, da die Paare

zusammen eine Hohle als Ruhezone nutzen.

Im Gegensatz dazu verlief die Blutabnahme mit den Raubwanzen bei den
Haushihnern um einiges unkomplizierter. Vor allem britenden oder ruhenden
Huhnern konnte ohne grofRen Stress eine Raubwanze, an der ein Faden befestigt
war, ins Gefieder gesetzt werden. Jedoch bestand bei den Hiihnern eine erhdhte
Gefahr, dass, sobald die Raubwanzen von anderen Hihnern entdeckt wurden,
diese gepickt und aufgefressen wurden, wie es in der Natur von Huhnern liegt.
Lediglich einige Hahne mussten festgehalten werden, da diese besonders schnell

die Wanzen in ihrem Gefieder bemerkten und nach ihnen pickten.



Diskussion 31

Die durch die Raubwanzen gewonnenen Blutproben waren qualitativ hochwertig,
und es war keinerlei Zersetzung der Zellen zu sehen, was an der raschen Entnahme
des Blutes aus dem Wanzenmagen lag. Die Blutmengen unterschieden sich zum
Teil extrem, da auch einige Wanzen der L4 Generation benutzt wurden. Darlber
hinaus variierte die Menge des so erhaltenen Blutes aufgrund der Zeit, die die
Raubwanzen hatten, um sich vollzusaugen. Manche Saugvorgange wurden durch
Picken oder heftiges Flugelschlagen des Wirtes unterbrochen, und die Wanzen
versuchten zu fliehen. In wenigen Fallen war die Menge des Blutes so gering, dass
nur ein Blutausstrich durchgefihrt werden konnte. Bei der Mehrzahl der
Raubwanzen konnten allerdings so groRe Mengen Blut enthommen werden, dass

ein Teil des Blutes in den Lithium- Heparin- Geféaf3en tbrig blieb.

Die Handhabung der Raubwanzen gestaltete sich recht einfach, da die Larven sehr
schnell den Wirt anstachen, wenn dieser trocken und warm war. Lediglich ein

nahendes Gewitter veranlasste die Wanzen zur Flucht.

Durch die Tatsache, dass bei Vogelarten, die eine Koevolution mit dem
Malariaerreger gemacht haben, die Parasitdmie zuerst ansteigt und dann wieder
abnimmt, bevor fur den Wirt lebensbedrohliche Werte erreicht werden und der
Erreger auch ganz aus dem Blut verschwinden kann, muss darauf geachtet werden,
dass die Kontrollproben an demselben Tag genommen werden, wie die Proben mit
Hilfe der Wanzen (Wiersch, 2006). Andernfalls kdnnen die Ergebnisse gravierende

Unterschiede aufweisen.

4.4.3. Darstellung wichtiger Parameter im Blut

In Studien wurde nachgewiesen, dass einige Blutparameter wie Natrium, Chlorid,
Hamoglobin, Harnstoff und der pH-Wert gut durch die Blutabnahme mit Hilfe der
Raubwanzen bestimmt werden kénnen (Stadler et al. 2007). Andere Blutparameter
jedoch, wie die Leukozytenzahl und der Kaliumwert, unterliegen noch einigen
Schwankungen. Um den Fehlerquotienten so gering wie mdglich zu halten, ist es
notwendig, die weiRen Blutkdrperchen so schnell wie mdglich zu zahlen, um der
Auflosung der Leukozyten entgegen zu arbeiten. Die Reproduzierbarkeit der Werte
nimmt mit der Hamolyse des mit Enzymen versetzten Blutes im Magen der Wanzen
ab, und es ist deshalb ratsam, die Proben so schnell wie méglich aus der Wanze zu
entnehmen und in GefalRe mit gerinnungshemmendem Medium zu Uberfihren
(Stadler et al. 2007). Die Hamolyse kann gut durch den Anstieg des Kaliumwertes

beobachtet werden.



Diskussion 32

Kurze Saugzeiten der Wanzen erhthen die Genauigkeit der gewonnenen
Parameter aus dem Kapillarblut deutlich, da Triatome bereits zum Ende der
Blutaufnahme mit der Ausscheidung der wassrigen Blutbestandteile beginnen und
es durch Aufkonzentrierung und gleichzeitiger Hamolyse zu einem Anstieg des
Hamokrits und somit zu starkeren Schwankungen in der Bestimmung kommen kann
(Madrell 1969; Stadler et al. 2009). Zudem stimmten die Parameter mit herkdmmlich
gewonnenem Blut besser Uberein, wenn die Wanze die maximale Menge an
Kapillarblut aufgenommen hatte. Diese Tatsache lasst sich durch die geringere
Versetzung mit Wanzenenzym erklaren. Die Abweichungen der Blutparameter lagen
in der Regel immer noch im Normbereich der einzelnen Tierart. Die Blutparameter
missen jedoch durchgéngig sehr individuell betrachtet werden, da es schon
analysebedingt zu auRerst starken Schwankungen kommen kann (Stadler et al.
2009).
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Haussperlinge nattirliche Wirte der
Vogelmalaria sind und deshalb ein Grund fir die Infizierung nicht einheimischer
Vogel, wie zum Beispiel Brillenpinguinen sein koénnen. So wurden in den
Haussperlingen, Haushuhnern und Brillenpinguinen Vogelmalariaerreger vermutlich
gleicher Arten gefunden. Der am haufigsten vorgekommene Erreger war
Plasmodium relictum. In allen befallenen Erythrozyten waren lediglich Merozoiten
und Trophozoiten zu sehen. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass keines

der untersuchten Tiere stark erkrankt war.

Der Parasitennachweis mittels von Raubwanzen gewonnener Blutproben ist in der
Arbeit gelungen. Es ist davon auszugehen, dass der Nachweis von anderen im Blut
vorkommenden Parasiten ebenfalls moglich ist, jedoch missen erst umfassende
Studien durchgefuhrt werden. Das neu entwickelte Verfahren der Blutabnahme bei
den Brillenpinguinen hat sich bewahrt, allerdings ist diese Vorgehensweise nicht

weniger stressvoll als die Blutabnahme mit einer Spritze.
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