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1 EINLEITUNG 

 

 

Die jüngste Vergangenheit hat gezeigt, mit welcher Rasanz eingeschleppte oder neu 

auftretende Infektionserreger Wildtierpopulationen in ihrer Existenz bedrohen können 

(Daszak et al. 2000). Oftmals stellt die schnelle Klärung ökologischer und patho-

physiologischer Zusammenhänge als Grundlage für geeignete Gegenmaßnahmen eine große 

Herausforderung dar. Ein Beispiel hierfür ist das 1999 über New York in Nordamerika 

eingeschleppte West Nile Virus, das die amerikanische Krähenpopulation inzwischen bereits 

fast zur Hälfte dezimiert hat ohne dass bisher geklärt werden konnte, was die besondere 

Empfänglichkeit dieser Vogelart ausmacht (Brault et al. 2007; LaDeau et al. 2007). Ähnlich 

verheerende Konsequenzen hatte die Einschleppung der Vogelmalaria für die naive 

Vogelwelt der hawaiianischen Inseln (van Riper III et al. 1986). Aber nicht nur Viren und 

Parasiten sondern auch Pilze können seuchenhafte Verläufe annehmen. Jüngstes Beispiel ist 

das erstmals 2006 in der Fledermauspopulation der nordöstlichen USA aufgetretene 

sogenannte White Nose Syndrome (WNS), welches eine Mortalitätsrate von bis zu 95% in 

betroffenen Fledermauspopulationen verursacht (Frick et al. 2010) und mit einem Befall des 

neu entdeckten Pilz Geomyces destructans einhergeht (Blehert et al. 2009; Wibbelt et al. 

2010). Ein anderer, erst Ende der 1990er Jahre entdeckter Pilz, Batrachochytrium 

dendrobatidis (Bd; Berger et al. 1998; Longcore et al. 1999), zeigt sich mitverantwortlich für 

das derzeitige katastrophale, weltweite Amphibiensterben (Kilpatrick et al. 2009). Erst 

kürzlich konnten wichtige Erkenntnisse zum Verständnis der Pathophysiologie dieses Pilzes 

gewonnen werden (Voyles et al. 2009), die mögliche Ansätze für geeignete Gegen-

maßnahmen bieten (Becker et al. 2009). Anhand von Bd zeigt sich exemplarisch, dass zum 

Verständnis der Epidemiologie von Mykosen zumeist die Betrachtung komplexer 

ökologischer Zusammenhänge notwendig ist. So wurden bei Amphibien Unterschiede in der 

Empfänglichkeit für Bd beobachtet, die auf klimabedingte Temperaturunterschiede (Bergerab 

et al. 2004; Rohr und Raffel 2010), die Immunabwehr (Harris et al. 2006; Woodhams et al. 

2007), das Habitat (Kriger und Hero 2007; Rowley und Alford 2007) und die ökologische 

Nische (Lips et al. 2003) des Wirts zurückgeführt werden konnten. Zusammengefasst spiegeln 

sich diese Erkenntnisse in der gegenwärtigen wissenschaflichen Diskussion, ob Bd erst 

kürzlich in naive Amphibienpopulationen eingeschleppt wurde (Novel Pathogen Hypothesis) 

oder ob es sich um ein bereits lange Zeit vorhandenes endemisches Pathogen handelt und der 

Populationsrückgang auf Veränderungen der Wirtsempfänglichkeit, der Erregervirulenz, 

Umweltveränderungen oder einer Kombination dieser Faktoren beruht (Endemic Pathogen 

Hypothesis; Kilpatrick et al. 2009). 
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Im Jahr 2005 erlebte die ostdeutsche Weißstorchpopulation einen dramatischen Einbruch, 

sowohl in der Anzahl der zurückkehrenden Altvögel als auch im Bruterfolg. Gleichzeitig 

wurde in der Presse von ungewöhnlichen Totalverlusten ganzer Bruten berichtet (Anonymous 

2005a; Anonymous 2005b). Erste pathologische Untersuchungsergebnisse aus dem gleichen 

Jahr und aus 2006 zeigten, dass möglicherweise Pilzinfektionen der Atemwege der Nestlinge 

eine bisher nicht bekannte Rolle bei Brutausfällen dieser Art spielen könnten. Die deutsche 

Weißstorchpopulation befindet sich seit den 1990er Jahren nach ihrem verheerenden 

Niedergang Mitte des letzten Jahrhunderts in einer fragilen Stabilisierungsphase und erreichte 

erst jüngst wieder eine Populationsstärke von etwa 4.000 Brutpaaren. Über die Bedeutung von 

mykotischen Pneumonien bei Weißstorchnestlingen war bisher nichts bekannt. Hinzu kommt, 

dass es gegenwärtig keine Vergleichsdaten über das Vorkommen von Pilzinfektionen bei 

Nestlingen anderer Wildvogelspezies gibt. Umso wichtiger war eine rasche Klärung, ob neue 

oder eingeschleppte Pilzspezies eine ursächliche Rolle spielen. Die vorliegende Arbeit befasst 

sich daher mit der Aufklärung der Ursachen dieser offenbar plötzlich aufgetretenen, erhöhten 

Nestlingssterblichkeit und soll einen Beitrag zum Verständnis der Bedeutung von 

Pilzinfektionen bei Weißstorchnestlingen leisten. 

 

Der kumulativen Dissertation liegen drei wissenschaftliche Zeitschriften-Veröffentlichungen 

aus dem Jahr 2010 zugrunde, von denen Sonderdrucke beigefügt sind. In der Einleitung dieser 

Promotionsarbeit wird zunächst ein umfangreicher Grundriss über den derzeitigen 

Wissensstand zur Weißstorchpopulation und ihren bekannten Gefährdungsursachen gegeben. 

Eine allgemeine Besprechung von wissenschaftlichen Erkenntnissen zu Pilzinfektionen von 

Vögeln sowie ein detaillierter Überblick zum bedeutendsten aviären Infektionserreger unter 

den Pilzen, Aspergillus fumigatus, schließen sich an und sollen insgesamt eine Grundlage für 

das Verständnis und die Einordung der eigenen wissenschaftlichen Ergebnisse dieser 

Promotionsarbeit liefern. In einer Zusammenfassung werden die experimentellen Strategien 

der drei eigenen Publikationen sowie die wesentlichen Ergebnisse und ihre Interpretationen 

erläutert. Die ausführlichen Darstellungen der experimentellen Protokolle sind aus den 

einzelnen Publikationen im Anhang zu entnehmen. Eine übergreifende Diskussion soll 

schließlich die Inhalte der einzelnen Publikationen miteinander zu einem Gesamtbild 

verknüpfen und deren Relevanz für die eingangs formulierten Ziele der Arbeit beleuchten. 
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2. LITERATURÜBERSICHT 

 

 

2.1 Die Weißstorchpopulation in Deutschland 

 

Der Weißstorch (Ciconia c. ciconia LINNÁEUS 1758) gehört zur Gattung Ciconia, die in 

Europa zusammen mit dem Schwarzstorch (Ciconia nigra) mit zwei Arten vertreten ist 

(Hancock et al. 1992). Im Gegensatz zum scheuen Schwarzstorch ist der Weißstorch ein 

Kulturfolger, der typischerweise in offenen, ländlichen Gegenden vorkommt (Creutz 1988). 

Hier errichten die Vögel auf Gebäuden, Masten, Nistplattformen oder Bäumen eindrucksvolle 

Nester, welche zumeist jedes Jahr wiederbenutzt und lediglich ausgebessert werden. 

Mitteleuropäische Weißstörche kehren Ende Februar bis Mitte Mai aus ihren Über-

winterungsgebieten in Afrika und dem südlichen Europa in ihre angestammten Nistreviere 

zurück. Ihr Gelege besteht aus drei bis fünf Eiern, die zwischen 31 und 34 Tage bebrütet 

werden (Bauer und Glutz von Blotzheim 1966). In den ersten drei Wochen nach dem Schlupf 

können die typischen Nesthocker (Altricial Type Bird; Skutch 1976) ihre Körpertemperatur 

noch nicht selbständig regulieren oder sich bewegen und sind gänzlich auf den Schutz und die 

Fütterung der Elternvögel angewiesen (Redondo et al. 1995; Tortosa und Castro 2003). Etwa 

acht bis neun Wochen nach dem Schlupf verlassen die Jungstörche das Nest und fliegen aus. 

 

In Deutschland beträgt die Population des auf der Roten Liste als gefährdet eingestuften 

Vogels gegenwärtig etwa 4.000 Brutpaare (Kaatz 2008). Ab der Mitte des letzten Jahr-

hunderts kam es zu einem massiven Einbruch in der europäischen Weißstorchpopulation mit 

einem Rückgang auf teils kleine Restpopulationen (beispielsweise in Frankreich) oder dem 

gänzlichen Erlöschen der Art etwa in der Schweiz und Schweden und erst kürzlich in 

Dänemark (Bauer 2005; Rheinwald et al. 1989). Während bei der ersten umfangreichen 

Bestandszählung 1934 in Deutschland westlich der Oder und Neiße noch 9.035 Brutpaare 

gezählt wurden, war 1988 mit knapp 3.000 Brutpaaren ein historischer Tiefstand erreicht 

(Abb. 1). Der Niedergang der imposanten Stelzvogelart wurde dabei vornehmlich auf eine 

Intensivierung der Landwirtschaft mit verstärktem Pestizideinsatz und Trockenlegung 

geeigneter Feuchtgebiete als Nahrungsflächen zurückgeführt (Bairlein 1991; Bauer 2005). 

Anfang der 1990er Jahren kam es zu einer mäßigen Erholung des deutschen Bestandes, der 

sich bei etwa 4.000 Brutpaaren mit geringen jährlichen Schwankungen stabilisierte (Schulz 

1999). Die jährliche Populationsdynamik ist maßgeblich von der Höhe der Überlebensrate der 

Altvögel (Anzahl der tatsächlich aktiv an der Reproduktion beteiligten Brutpaare = HPa) 

sowie von den erfolgreich aufgezogenen Jungvögeln (Gesamtbruterfolg: Jungenzahl pro HPa 

= JZa) abhängig. Zum Erhalt einer stabilen Population wird gegenwärtig von einer 

notwendigen jährlichen Reproduktionsrate von 2 bis 2,45 Jungvögeln pro HPa ausgegangen 

(Creutz 1988; Profus 1986; Schimkat 2004). Jahre, in denen diese Zahl deutlich unterschritten 
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wird, werden als Störungsjahre bezeichnet (Schüz 1959). Bekannte Beispiele hierfür sind die 

Jahre 1991 und 1997 (Abb. 1). Populationsschwankungen können bei Zugvögeln allgemein 

von Störungen in drei geographischen Bereichen ausgehen: (1) dem Brutgebiet, (2) dem 

Migrationsweg und (3) dem Winterquartier. Diese Bereiche sind im Zusammenhang zu sehen 

und bedingen sich gegenseitig (Saether et al. 2006). Beispielsweise führt ein Verlust an 

potentiellen Brutvögeln in den Überwinterungsgebieten zwangsläufig zu einer niedrigeren 

Reproduktionsrate in den Brutgebieten. 

Im Störungsjahr 1997 wurden bei einem deutlichen Einbruch der Zahl der Brutpaare 

(HPa) und dem Gesamtbruterfolg (JZa; Abb. 1) diese weitreichenden Zusammenhänge 

deutlich. Für eine nähere Betrachtung ist zunächst zu berücksichtigen, dass quer durch 

Deutschland eine sogenannte Zugscheide verläuft (Schüz 1961; Abb. 4), wobei die kleine 

westdeutsche Population (etwa 300 Brutpaare) in ihr Überwinterungsgebiet über die Iberische 

Halbinsel bis nach Westafrika zieht und die bedeutend größere ostdeutsche Population (> 

3.500 Brutpaare) über den Bosporus bis nach Ost- und Südafrika (Kaatz 2008; van den 

Bossche et al. 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Populationsdynamik ostziehender Weißstörche in Deutschland (1934 – 2009). Die 

Jahre 1991, 1997 und 2005 mit einem massiven Einbruch in der pro Brutpaar 

erfolgreich aufgezogenen Jungen (JZa) werden als Störungsjahre bezeichnet. Im 

Gegensatz zu den Störungsjahren 1991 und 1997 zeigte die ostziehende 

Weißstorchpopulation in ihren wichtigsten Brutgebieten Deutschlands (Brandenburg 

und Mecklenburg-Vorpommern) nach dem Störungsjahr 2005 keine Bestands-

erholung. Im Vergleich lässt die Weißstorchpopulation Schleswig-Holsteins deutliche 

Abweichungen der JZa erkennen, die einen starken lokalen Einfluss des atlantischen 

Klimas auf eine erfolgreiche Jungenaufzucht vermuten lassen (Löhmer und Beyerbach 

1992). BB = Brandenburg; MV = Mecklenburg-Vorpommern; SA = Sachsen-Anhalt; 
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SH = Schleswig-Holstein. Details siehe auch Tab. 1. Grafik: eigene Zusammen-

stellung aus Rohdaten folgender Quellen: Kaatz 2008; C. Kaatz, K.-M. Thomsen, 

persönliche Mitteilung. 

 

Der Großteil der ostziehenden Tiere kehrte 1997 etwa einen Monat später als gewöhnlich in 

ihr angestammtes Brutgebiet zurück (Berthold et al. 2002; Ptaszyk et al. 2003). Studien 

konnten zeigen, dass eine verspätete Ankunft von Weißstörchen im Brutgebiet und spät mit 

der Brut beginnende Paare einen geringeren Gesamtbruterfolg zur Folge haben (Profus 1986, 

Schulz 1998; Tryjanowski et al. 2004; Vergara et al. 2007). Hierfür wurden 1997 zwei 

mögliche Ursachen gefunden: (1) Ein verzögerter Abflug aus dem Überwinterungsgebiet, der 

mit hoher Wahrscheinlichkeit durch einem Mangel an Nahrung verursacht wurde (Berthold et 

al. 2002; Schüz 1971) und (2) zum anderen wurden Tiere auf ihrem Weg in der Türkei von 

einer Schlechtwetterfront aufgehalten und flogen teilweise wieder zurück Richtung Süden 

(Kaatz 1999). Zahlreiche Studien konnten einen signifikanten Zusammenhang von 

ungünstigen Wetterbedingungen im Überwinterungsgebiet und auf dem Zugweg mit einer 

darauf folgenden niedrigen Reproduktionsrate im Brutgebiet darstellen (Dallinga und 

Schoenmakers 1989; Kanyamibwa et al. 1993; Kanyamibwa et al. 1990; Schaub et al. 2005). 

Dabei sind langfristige Populationsrückgänge von südlich der Sahara überwinternden 

Zugvögeln aufgrund von globalen Klimaveränderungen und komplexen ökologischen 

Zusammenhängen bereits gezeigt worden (Both et al. 2006; Jonzen et al. 2006) und können 

Einflüsse auf die Weißstorchpopulation haben. Zahlreiche Studien gehen zudem davon aus, 

dass ungünstige Klimabedingungen mit kaltem und regnerischem Wetter im Brutgebiet zu 

einer niedrigen Reproduktionsrate führen können (Bert und Lorenzi 1999; Carrascal et al. 

1993; Jakubiec 1991; Jovani und Tella 2004; Moritzi et al. 2001a). Anekdotisch wird bei 

einem beobachteten wetterbedingten Verlust häufig von einer Unterkühlung der Tiere 

ausgegangen (Haas 1966). Der kausale Zusammenhang des lokalen Klimas und der 

Mortalitätsursachen von Weißstorchnestlingen wurde bisher jedoch nicht genauer untersucht. 

Neben dem lokalen Klima hat auch das während der Brutzeit herrschende Futterangebot einen 

Einfluss auf die Höhe der Reproduktionsrate. Diese ist größer in Jahren mit einer hohen 

Dichte an Wühlmäusen (Tryjanowski und Kuzniak 2002) und bei Brutpaaren, die dichter an 

nahrungsreichen Biotopen brüten (Tortosa et al. 2002; Tortosa et al. 2003) und somit einen 

besseren Zugang zu Futterquellen besitzen (Tryjanowski et al. 2005). Denac konnte zudem 

zeigen, dass sich der Einfluss des lokalen Klimas und das Nahrungsangebot gegenseitig 

bedingen und so gemeinsam einen Einfluss auf die Reproduktionsrate haben können (Denac 

2006). 

 

In der ostdeutschen Weißstorchpopulation kam es im Jahr 2005 mit einem massiven Einbruch 

in der Anzahl der Brutvögel und der Reproduktionsrate zu dem Bild eines Störungsjahres 

(Abb. 1). Erste Hinweise aus Ringwiederfunden deuten auf Verluste in der vorherigen 
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Überwinterungsperiode hin (Herrmann 2007). Zeitgleich gab es erstmals Hinweise auf letal 

verlaufende Pilzinfektionen von Weißstorch-Nestlingen im Bundesland Brandenburg (M. 

Lierz, persönliche Mitteilung 2006). Anders als in den Störungsjahren 1991 und 1997 (Abb. 

1) und gegenläufig zu anderen Ländern mit größeren ostziehenden Weißstorchpopulationen 

(Grishchenko 2010) hat sich der ostdeutsche Bestand von diesem Einbruch nicht mehr erholt 

und ging auch im Jahr 2009 bei einer wiederholt schlechten Reproduktionsrate weiter zurück 

(Abb. 1). Damit hat der Bestand des Weißstorchs im wichtigsten Brutgebiet Deutschlands, 

Mecklenburg-Vorpommern, einen Verlust von über 30% gegenüber dem Jahr 2004 

verzeichnet und so die niedrigste je erfasste Populationsgröße erreicht (Tab. 1). Ziel der 

vorliegenden Arbeit war daher die Erfassung von Ursachen der offenbar plötzlich 

auftretenden, erhöhten Nestlingssterblichkeit in der deutschen Weißstorchpopulation während 

eines dreijährigen Untersuchungszeitraums von 2007 bis 2009 unter besonderer 

Berücksichtigung von Pilzinfektionen. Im Folgenden soll zunächst ein weiterer Überblick zu 

dem derzeitigen Wissenstand möglicher Gefährdungen des Weißstorchs gegeben werden. 

 

 

2.2 Gefährdungsursachen von Weißstörchen 

 

Neben den dargestellten klimatischen und agrarstrukturellen Ursachen haben 

Umweltkontaminanten wie Schwermetalle, Pestizide und chlororganische Verbindungen 

(unter anderem Polychlorierte Biphenyle; PCB) Mitte des letzten Jahrhunderts zu massiven 

Populationseinbrüchen zahlreicher Vogelarten geführt (Conrad 1977; Fairbrother et al. 2004). 

Neuere toxikologische Untersuchungen an adulten und juvenilen Weißstörchen in 

Ostdeutschland auf Blei, HCB, PCB, HCH, DDT, Chlordan und Nonachlor konnten jedoch 

keine kritisch erhöhten Werte feststellen (Büthe et al. 1989; van den Bossche et al. 2002). 

Baos und Mitarbeiter zeigten in toxikologischen Untersuchungen an Weißstorchnestlingen 

nach einem Minenunglück in Aznalcóllar in Spanien 1998 einen negativen Effekt von 

erhöhten Kupferwerten auf die zelluläre Immunabwehr der Jungstörche (Baos et al. 2006). 

Eine erhöhte Empfänglichkeit von Weißstörchen für Infektionserreger durch immuntoxische 

Substanzen erscheint daher möglich, ist jedoch bei Wildvögeln unter Feldbedingungen nur 

sehr schwer nachweisbar (Fairbrother et al. 2004). 

 

Während Weißstörche kaum eine Bedrohung durch natürliche Feinde fürchten müssen, 

spielen Traumata als Todesursache für juvenile und adulte Weißstörche im Brutgebiet und auf 

dem Zugweg eine wesentliche Rolle. In der Nestlingsperiode werden Jungtiere sehr häufig 

von ihren Eltern getötet, indem sie aus dem Nest geworfen werden und aufgrund von inneren 

Verletzungen wie Leberrupturen oder Wirbelsäulenfrakturen verenden oder aber auch indem 

sie von den Elterntieren verzehrt werden (Kronismus; Schüz 1984). Diese Form der 

Brutreduktion wird als Infantizid bezeichnet und erfolgt anders als bei vielen anderen 
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Vogelarten nicht durch stärkere Geschwistertiere oder unterschiedlichen Futterzugang 

sondern aktiv durch die Elternvögel, wobei in der Mehrzahl die kleineren Geschwistertiere 

betroffen sind (Zielinski 2002). Interessanterweise variiert die beobachtete Häufigkeit dieses 

Verhaltens von Jahr zu Jahr (Tortosa und Redondo 1992). Die Steuerungsmechanismen, die 

hinter diesem Verhalten der Weißstörche liegen, sind noch weitgehend ungeklärt und 

bedürfen weiterer Forschung. Bei ausfliegenden, subadulten und adulten Weißstörchen 

hingegen stellt der Anflug gegen Stromleitungen eine der Hauptverlustursachen dar (Fiedler 

und Wissner 1980; Garrido und Fernández-Cruz 2003; Moritzi et al. 2001b; Riegel und 

Winkel 1971). Aktuelle eigene Auswertungen und Datenzusammenstellungen mehrer Quellen 

über einen Zeitraum von 10 Jahren machen einen in konstanter Höhe fortbestehenden 

jährlichen Tierverlust durch Stromschlag und Leitungsanflug in Brandenburg deutlich (Abb. 

2, Köhler 1999; Köhler und Langemach 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2: Datenzusammenstellung der Todesursachen adulter und subadulter Weißstörche (n = 

178) aus Brandenburg der Jahre 1998 bis 2007. (Quellen: Fundprotokolle der 

Staatlichen Vogelschutzwarte, Landesumweltamt Brandenburg; Sektionsprotokolle 

des Landeslabors Berlin-Brandenburg und des Instituts für Zoo- und Wild-

tierforschung, O. Krone; eigene pathologische Untersuchung von 32 adulten und 

subadulten Weißstörchen). 
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Aus den Auswertungen wird außerdem ersichtlich, dass Infektionskrankheiten als 

Mortalitätsursachen bei adulten und ausgeflogenen Weißstörchen in Brandenburg bislang 

kaum eine Rolle gespielt haben. Lediglich bei 3% der Tiere konnte eine bakterielle Infektion 

als Todesursache identifiziert werden. In fünf Fällen wurde eine Infektion mit Escherichia 

coli und in einem Fall mit Erysipelothrix rhusiopathiae diagnostiziert. 

 

Dennoch sind Weißstörche, wie viele andere Wildvögel auch, durch zahlreiche Infektions-

erreger bedroht. Eine gute Übersicht möglicher Pathogene geben Thomas et al. (2007). 

Spezifisch pathogene bakterielle Erreger des Weißstorchs dagegen sind in der Literatur nicht 

bekannt. Gerlach identifizierte Listeria spp. bei drei juvenilen Weißstörchen mit Hepatitis und 

lymphoplasmazellulärer, teils heterophiler Vaskulitis größerer Gefäße (Gerlach 1981). 

Serologische Untersuchungen an 205 klinisch unauffälligen Nestlingen in Polen in den Jahren 

2002 und 2003 identifizierten Antikörper gegen Listeria monocytogenes bei 121 (59%) der 

Tiere (Andrzejewska et al. 2004a). Rotlaufinfektionen durch E. rhusiopathiae wurden bereits 

bei über 60 verschiedenen Wildvogelarten nachgewiesen (Wolcott 2007). Meist handelt es 

sich um Einzeltiererkrankungen, jedoch können auch große endemische Ausbrüche ähnlich 

wie in Nutzgeflügelbeständen auftreten (Jensen und Cotter 1976; Wolcott 2007). Von 

Weißstörchen existieren allerdings bisher nur Einzelnachweise (Creutz 1988; Hooimeijer 

1993; Keymer 1958; Völlm 1995). Weitere Einzelnachweise finden sich in der Literatur zu 

Francisella tularensis (Ezerskene et al. 1987), Moraxella spp. (Hooimeijer 1993), Salmonella 

spp. (Bosselmann 1972) sowie Clostridium spp. (Hooimeijer 1993). Im Gegensatz zu 

Wassergeflügel und Limikolen, bei denen es regelmäßig zu großen Massensterben mit bis zu 

einer Million verendeter Vögel durch Vergiftungen mit Botulismustoxin Typ C des 

Bakteriums Clostridium botulinum kommt (Rocke und Bollinger 2007), sind bei 

Weißstörchen dagegen nur wenige Einzelfälle beschrieben (Jensen und Price 1987). In einem 

anderen Fall wurde bei einem verendeten adulten Weißstorch β2-Toxin positives Clostridium 

perfringens isoliert und eine Enterotoxämie als Todesursache vermutet (Boujon et al. 2005). 

 

Weißstörche sind als Langstreckenzieher Infektionserregern nicht nur in ihrem Brutgebiet 

sondern auch in ihren südlichen Überwinterungsgebieten und auf dem Zugweg ausgesetzt und 

können zudem als Vektoren von Infektionserregern fungieren (Hubalek 2004). In Israel wurde 

1998 das West Nile Virus (WNV) aus Gehirnen von vier auf dem Zug nach Süden verendeten 

Weißstörchen isoliert (Malkinson et al. 2002). Im darauffolgenden Jahr führte ein über New 

York eingeschlepptes WNV der Lineage 1 zu einem Massensterben unter Krähenvögeln 

(Corvidae; Lanciotti et al. 1999) und verbreitete sich unter Wildvögeln rasch im ganzen Land 

(Komar 2003). Seitdem stellt es eine Bedrohung für Vögel, Pferde und den Menschen in der 

gesamten USA dar. Phylogenetische Untersuchungen zeigten eine sehr nahe Verwandtschaft 

zu dem in Israel aus Störchen isolierten Virusstamm (Bakonyi et al. 2006; Malkinson et al. 

2002). Das WNV ist in der Wildvogelpopulation vieler afrikanischer Länder, des mittleren 



LITERATURÜBERSICHT 9 
 

Osten und der Mittelmeerländer endemisch. Seit einigen Jahren zeigt das durch Stechmücken 

übertragene WNV eine nördliche Ausbreitungstendenz in Europa (Bakonyi et al. 2006). 

Serologische Untersuchungen an Weißstörchen aus Deutschland in den Jahren 2000 und 2002 

bis 2005 erbrachten 33/569 (5,8%) positive Tiere im Indirect Immunofluorescence Assay 

(IFA) beziehungsweise 13/556 (2,3%) im Neutralization Test (NT; Linke et al. 2007). 

Allerdings konnte mittels WNV-spezifischer Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) in allen 

551 getesteten Proben kein Virusgenom detektiert werden. Während der Epidemie des 

hochpathogenen Aviären Influenza Virus (HPAIV) H5N1 (Orthomyxoviridae) unter 

Wildvögeln im Frühjahr 2006 in Deutschland wurde das HPAIV auch bei zwei tot 

aufgefundenen Weißstörchen in Brandenburg nachgewiesen. Umfangreiche serologische 

Untersuchungen an 600 Weißstorchnestlingen aus Brandenburg in den Jahren 2003 bis 2008 

erbrachten jedoch keinen Hinweis auf eine Bedeutung des Virus in der deutschen 

Weißstorchpopulation (Müller et al. 2009). Obwohl bereits zahlreiche andere Viren bei 

Weißstörchen nachgewiesen wurden, liegen zu ihrer Virulenz kaum gesicherte Daten vor, so 

dass ihnen nach heutigem Kenntnisstand kein populationsgefährdendes Potential zuge-

schrieben werden kann. Kaleta und Kummerfeld konnten aus Weißstörchen für Hühnerküken 

velogenes und lentogenes Paramyxovirus (PMV) 1 (New Castle Disease Virus; 

Paramyxoviridae) isolieren sowie Antikörper gegen PMV-1, PMV-2 und PMV-3 detektieren 

(Kaleta und Kummerfeld 1983). Zudem fanden sie spezifische Herpesviren (Herpesviridae) 

sowie neutralisierende Antikörper gegen diese bei klinisch unauffälligen Tieren (Kaleta und 

Kummerfeld 1983). Außerdem konnten Gomex-Villamandos und Mitarbeiter intraläsionale 

Herpesviren bei fünf Jungstörchen mit tödlich verlaufender hämorrhagischer Enteritis 

nachweisen (Gomex-Villamandos et al. 1998). Zu einer Infektion von Jungstörchen mit einem 

Avipoxvirus (Poxviridae) kam es in einer Auswilderungsstation in der Schweiz (Zangger und 

Müller 1990), wobei sich ein milder, selbstlimitierender, kutaner Verlauf zeigte. Des Weiteren 

identifizierten Pult und Mitarbeiter ein neues Hepadnavirus (Hepadnaviridae) bei vier 

Weißstörchen (Pult et al. 2001) und Kaleta fand Antikörper gegen das Egg Drop Syndrom 76 

Virus (Adenoviridae; Kaleta 1980). 

 

Wie die meisten Wildtiere beherbergen Weißstörche eine zum großen Teil spezifische 

(stenoxene) Parasitenfauna, die sich für den Wirt resistenzmindernd auswirken kann, aber nur 

in seltenen Fällen eine direkte Virulenz entwickelt (Clayton und Moore 1997). Todesfälle 

durch parasitäre Infektionserreger in der Wildpopulation von Weißstörchen sind in der 

Literatur kaum beschrieben. Einen guten Überblick über die beim Weißstorch vorkommende 

Helminthen und Ektoparasiten gibt Schaffer (1996). Berichte über Todesfälle durch 

Trematodeninfektionen bei Jungstörchen finden sich für Tylodelphys excavata, Alaria alata 

und Ligula intestinalis (Grunberg und Kutzer 1964) sowie Chaunocephalus ferox (Fabian et 

al. 1979; Höfle et al. 2003). Unter den Nematoden wird Syngamus trachea für einzelne 

Todesfälle von Nestlingen verantwortlich gemacht (Frank 1976). Protozoäre Infektionserreger 
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von Weißstörchen sind dagegen bisher kaum untersucht. In serologischen Untersuchungen 

von 205 Weißstorchnestlingen in Polen fanden sich bei 5,8% der Tiere Antikörper gegen 

Toxoplasma gondii wobei weder klinische Symptome beschrieben wurden noch ein 

Erregernachweis erfolgte (Andrzejewska et al. 2004b). 

 

Im Gegensatz zu den teils sehr umfangreichen wissenschaftlichen Studien zu bakteriellen, 

viralen und parasitären Infektionen von Weißstörchen finden Pilzinfektionen in der Literatur 

nur am Rande zweier Berichte über Wiederansiedelungsprojekte von Weißstörchen in ihrem 

westlichen Verbreitungsgebiet Erwähnung (Hooimeijer 1993; Oevermann et al. 2003) ohne 

jedoch nähere Angaben zur Pilzspezies, Art der Läsionen oder Häufigkeit des Vorkommens 

zu geben. 

 

 

2.3 Pilze als Infektionserreger bei Vögeln 

 

Einige wenige 100 der heute weltweit etwa 80.000 bekannten Pilzarten (Kirk et al. 2008) 

stellen für Tiere und Menschen Infektionserreger dar, die zu Mykosen führen können. In der 

Regel handelt es sich um obligat pathogene Pilzspezies. Nur sehr wenige dieser Pilze sind 

primäre Pathogene. Das bedeutet, dass im Gegensatz zu den vielen biotrophen und 

hemibiotrophen, pflanzenpathogenen Pilzen, welche sich in der Evolution bezüglich ihrer 

Virulenzfaktoren an spezifische Pflanzenspezies angepasst haben (van der Does und Rep 

2007), die meisten humanpathogenen Pilze opportunistische Erreger darstellen, die zur 

Infektion in der Regel einen immunsupprimierten Wirt benötigen (Brock 2009). Die steigende 

Anzahl derer, die aufgrund von HIV-Infektionen, Organtransplantationen und Tumor-

behandlungen immunsupprimiert sind, führte in den letzten zweieinhalb Jahrzehnten zu einem 

weltweit drastischen Anstieg der opportunistischen Pilzinfektionen in der Humanmedizin 

(Clark und Hajjeh 2002; Fleming et al. 2002; Hage et al. 2002). Dabei zeigten sich Hefen der 

Gattung Candida und Schimmelpilze der Gattung Aspergillus für über 90% der klinischen 

Fälle verantwortlich (Hennequin 1996; Müller 1994; Richardson und Lass-Florl 2008).  

Pilze (Fungi, Mycetes) sind heterotrophe, eukaryontische Lebewesen, die eine 

chitinhaltige, oft sehr widerstandsfähige Zellwand besitzen. Derzeit wird angenommen, dass 

das gesamte Reich der Pilze bis zu 1,5 Millionen Arten umfasst und nur etwa 5% bisher 

beschrieben sind (Hawksworth 1991). Klassisch werden fünf große Gruppen unterschieden: 

Tröpfchenpilze (Chytridiomycota), Jochpilze (Zygomycota), arbuskuläre Mykorrhizapilze 

(Glomeromycota), Schlauchpilze (Acomycota) und Basidienpilze (Basidomycota). Nach 

neueren Erkenntnissen der molekularen Genetik lässt sich das Reich der Pilze in 195 Taxa 

einteilen (Hibbett et al. 2007). Provisorisch werden daher alle derzeit nicht klassifizierbaren 

Spezies zu den fungi imperfecta (Deuteromycota) gezählt und die heterogene Gruppe der 

Zygomyceta wird auf mehrere Abteilungen verteilt. Für eine detaillierte Systematik sei auf 
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weiterführende Literatur verwiesen (Hibbett et al. 2007; de Hoog et al. 2009). Zur besseren 

Übersicht sollen hier die klinisch relevanten Pilze weiterhin klassisch in (1) Dermatophyten, 

(2) Hefepilze und (3) Schimmelpilze unterteilt werden (DHS-System; Rieth 1967). 

 

Dermatophyten (1) sind keratinophile Pilze, welche die Haut besiedeln und zu Dermato-

mykosen führen können. Bekannte Genera sind Microsporum, Epidermophyton und 

Trichophyton. Auch die neu entdeckten Spezies Geomyces destructans und Batrachochytrium 

dendrobatidis, die für das White Nose Syndrome von Fledermäusen beziehungsweise die 

Chytridiomykose der Amphibien verantwortlich sind, lassen sich zu den Dermatophyten 

zählen (Blehert et al. 2009; Longcore et al. 1999). Zahlreiche keratinophile Pilzspezies 

wurden bereits von Federn unterschiedlicher Wildvogelspezies isoliert (Camin et al. 1998; 

Mandeel et al. 2011; Rees 1968a; Rees 1968b; Sarangi und Ghosh 1991). Dagegen sind 

manifeste Infektionen von Dermatophyten bei Vögeln in der Literatur kaum beschrieben 

(Hubalek 1994) und beziehen sich in der Regel auf seltene Hautinfektionen von 

Wirtschaftsgeflügel durch Microsporium gallinae (Droual et al. 1991; Fonseca und Mendoza 

1984). 

Infektionen durch Hefepilze (2) hingegen betreffen vor allem den Verdauungstrakt 

von Vögeln. Am häufigsten werden Candida spp. isoliert, wobei es sich in der Regel um 

Infektionen von Einzelvögeln handelt (Ainsworth und Austwick 1973; Kano et al. 2001; Tsai 

et al. 1992). Immer wieder kommt es jedoch auch zu Ausbrüchen in Nutzgeflügelbeständen 

mit Mortalitätsraten von bis zu 40% (Ainsworth und Austwick 1973; Jungherr 1933). Andere 

Hefen, die zu größeren Ausbrüchen von klinischer Relevanz führen können, sind 

Macrorhabdus ornithogaster (Jansson et al. 2008; Schulze und Heidrich 2001) und 

Cryptococcus spp. (Malik et al. 2003). 

Schimmelpilze (3) sind eine heterogene Gruppe filamentöser Pilze. Im Gegensatz zu 

Dermatophyten und Hefen stellen sie für Vögel die größte Bedrohung dar. Maßgeblicher 

Infektionsort ist der Atmungstrakt. Anders als Menschen und Säugetiere scheinen Vögel von 

Natur aus eine höhere Empfänglichkeit für Schimmelpilzinfektionen zu haben (Tell 2005). 

Die Bedeutung einer Immunsuppression des Wirtsvogels für die Höhe des Virulenzpotentials 

des Pilzes ist in diesem Zusammenhang jedoch nicht hinreichend geklärt (Capilla et al. 2007). 

Aufgrund der großen Bedeutung für die Geflügelwirtschaft und Gefangenschaftshaltungen 

von Wildvögeln sind Atemwegsmykosen bereits seit mehr als einem Jahrhundert Gegenstand 

intensiver Berichterstattung (Barden et al. 1971). Dabei existieren die meisten Studien zu 

Infektionen mit Schimmelpilzen des Genus Aspergillus, welche die sogenannte Aspergillose 

verursachen. Von den etwa 180 bekannten Aspergillus spp. werden etwa 33 als potentiell 

humanpathogen angesehen (Samson 1999). Am weitaus häufigsten wird dabei mit ungefähr 

90% Aspergillus fumigatus isoliert (Denning 1998; Latgé 1999). Weltweit wurde die 

Aspergillose bereits in einer sehr großen Zahl von Vögeln in Gefangenschaft und Freiland 

beschrieben (Kunkle 2003; Converse 2007). Über das Vorkommen und die Bedeutung der 
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Aspergillose und anderer Pilzerkrankungen bei Wildvögeln in ihrer Nestlingsperiode ist in der 

zur Verfügung stehenden Literatur jedoch bisher nichts bekannt. 

Im Gegensatz zur Aspergillose sind Infektionen von Vögeln mit anderen 

Schimmelpilzen kaum näher untersucht worden und blieben auf einzelne Fallberichte 

beschränkt (Barden et al. 1971; de Hoog et al. 2009). Eine als Zygomykose bezeichnete 

Erkrankung beruht dabei auf einer Infektion mit Schimmelpilzen aus der heterogenen Gruppe 

der Jochpilze (Zygomyceta). Zu den Zygomyzeten mit klinischer Relevanz bei Vögeln zählen 

die Genera Rhizopus, Mucor, Cunninghamella, Apophysomyces, Lichtheimia, Saksenae und 

Rhizomucor (Roden et al. 2005). Andere filamentöse Pilze, die selten isoliert wurden, 

umfassen die Genera Acremonium, Alternaria, Culvularia, Fusarium, Ochroconis, 

Paecilomyces, Penicilium, Stemphylium und Trichoderma (de Hoog et al. 2009). 

 

 

2.4 Pathophysiologie der aviären Aspergillose 

 

Die invasive Aspergillose (IA) ist die häufigste und am besten untersuchte aviäre Mykose. Sie 

wird durch Infektionen mit Schimmelpilzen des Genus Aspergillus verursacht, wobei wie bei 

Humaninfektionen am häufigsten Aspergillus fumigatus, gefolgt von Aspergillus flavus, 

Aspergillus terreus, Aspergillus niger und Aspergillus nidulans isoliert werden (Morgan et al. 

2005). Der Atmungstrakt ist die Haupteintrittspforte und der maßgebliche Infektionsort des 

Erregers (Kunkle 2003). Selten kommt es auch zu Infektionen über offene Wunden. In allen 

Fällen ist eine hämatogene Streuung und damit der Befall von anderen Organen möglich. Die 

Erkrankung wurde bereits bei allen Arten von Hausgeflügel und bei sehr vielen Wildvögeln 

beschrieben, so dass gegenwärtig davon auszugehen ist, dass jede Vogelspezies empfänglich 

ist (Barden et al. 1971; Converse 2007). Unter Wildvögeln liegen die meisten Berichte zu 

Wassergeflügel, Greifvögeln und Möwen vor, wobei in Gefangenschaft gehaltenes Wasser-

geflügel als besonders empfänglich gilt (Converse 2007). Aufgrund der überragenden 

Bedeutung von Infektionen mit A. fumigatus und der spärlichen wissenschaftlichen 

Erkenntnislage über andere Schimmelpilze als Infektionserreger von Vögeln soll im 

Folgenden näher auf Infektionen mit diesem Pilz eingegangen werden. 

Grundsätzlich werden beim Vogel zwei Formen der IA unterschieden. Die akute Form 

der Erkrankung tritt maßgeblich bei Küken und juvenilen Vögeln auf und führt zu einer 

raschen disseminierten Bildung von Granulomen in den Lungen, die vornehmlich zu einer 

schweren Dyspnoe und zu einem Ersticken des Vogels führen. Erkrankungen dieser Art treten 

häufig in der Aufzuchtshaltung von Wirtschaftsgeflügel auf und können bei Wassergeflügel 

auch enzootische Züge annehmen (McDougle und Vaught 1968; Neff 1955; Rosen 1964). Die 

chronische Form der Erkrankung findet sich dagegen meist bei Einzelvögeln. Die Tiere 

bleiben häufig über einen langen Zeitraum latent infiziert, wobei es nicht selten zur Bildung 

von Pilzrasen mit Sporenbildung in den Luftsäcken der Vögel kommt (Richard et al. 1984). 
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Obwohl Lungenmykosen bei Nutzgeflügel und Ziervögeln eine große, auch wirtschaftliche 

Bedeutung haben (Dyar et al. 1984; Pollock 2003; Zafra et al. 2008) ist ihre zugrunde-

liegenden Pathophysiologie anders als beim Menschen und in Säugetiermodellen kaum 

erforscht (Tell 2005). Daher soll einleitend zunächst ein Überblick über Erkenntnisse aus der 

Humanmedizin gegeben werden. Grundsätzlich werden Pilzsporen wie andere 

Feinstaubpartikel inhaliert und größtenteils über die ziliäre Aktion des mukosalen Epithels 

geklärt. Die nur 2 bis 3 μm großen Sporen von A. fumigatus können dabei aufgrund ihrer 

geringen Größe im Gegensatz zu anderen größeren Pilzsporen wie etwa von A. flavus und 

A.niger tiefer in die Lungenalveolen gelangen. Durch die ubiquitäre Präsenz der Sporen in der 

Luft werden täglich einige hundert Sporen inhaliert (Hospenthal et al. 1998). Welche 

immunologischen Mechanismen die Abwehr von Infektionen bewirken und weshalb trotz 

andauernder Inhalation von Pilzsporen das Immunsystem nicht permanent aktiviert wird, ist 

gegenwärtig Gegenstand intensiver Forschung (Aimanianda et al. 2009). Bekannterweise 

spielt die nicht-spezifische oder angeborene Immunität bei der immunologischen Abwehr des 

Wirtsorganismus gegen eine Infektion mit A. fumigatus eine zentrale Rolle (Romani 2004). 

Die pulmonalen Immunabwehrmechanismen werden dabei von Alveolarmakrophagen, 

neutrophilen Granulozyten und dendritischen Zellen dominiert. Bei einer verhinderten 

zellulären Abwehr können eingeatmete Sporen im Bronchialepithel oder den Alveolen zu 

Hyphen auskeimen (Latgé 2003). Die Pilzhyphen zeigen dabei ein invasives Wachstum, 

wobei selbst hartes Gewebe wie Knorpel und Knochen kein Hindernis darstellt (Bodey und 

Vartivarian 1989; Olias et al. 2010). Im Gegensatz zum Menschen und Säugetier zeigt der 

Atmungstrakt der Vögel einige anatomische und immunologische Besonderheiten (Fedde 

1998; Reese et al. 2006), welche mögliche Hinweise über die bei Vögeln offensichtlich 

vorliegende größere Empfänglichkeit für Pilzinfektionen geben. Vögel besitzen keine 

Alveolen sondern Parabronchen und Luftsäcke. Das Luftsacksystem ermöglicht einen 

kontinuierlichen Durchfluss sauerstoffreicher Luft durch die Lunge sowohl bei der Ein- als 

auch bei der Ausatmung. Dabei bieten die Luftsäcke aufgrund ihrer schlechten 

Vaskularisierung eine wichtige Angriffsfläche für Pathogene (Reese et al. 2006). Zusätzlich 

ist in den Lungen der Vögel verglichen mit dem Menschen die Blut-Gas Barriere um etwa 

60% vermindert und die Fläche des respiratorischen Oberflächenepithels um etwa 15% erhöht 

(Maina et al. 1989), wobei das Verhältnis des Oberflächenepithels des gesamten 

Atmungstrakts zum Luftvolumen etwa um ein zehnfaches höher ist als beim Menschen 

(Powell 1999). Von besonderer Relevanz könnte zudem das Fehlen von zwei essentiellen 

Komponenten der bei Säugetieren identifizierten Immunantwort gegen Pilzinfektionen sein 

(Latgé 1999; Tell 2005). (1) Zahlreiche Studien an Hühnern, Puten, Wachteln, Haustauben 

und Schleiereulen zeigten eine bis zu zehnfach niedrigere Anzahl an phagozytierenden 

Immunzellen in der normalen Lunge im Vergleich zu Säugetieren (Ficken et al. 1986; Fulton 

et al. 1990; Klika et al. 1996; Toth und Siegel 1986) und deuten auf das Fehlen einer 

Oberflächenmigration von Makrophagen auf den Oberflächen der Parabronchen hin (Klika et 
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al. 1996). Nach der Infektion mit einem pathogenen Erreger beruht die zelluläre 

Immunantwort in der Vogellunge daher maßgeblich auf dem schnellen hämatogenen Zustrom 

von Immunzellen. Beim Vogel kommt dabei heterophilen Granulozyten eine bedeutende 

initiale Rolle bei einer Pilzinfektion zu (Toth 2000). (2) Durch das System der heterophilen 

Granulozyten, das mit der Produktion von kationischen Proteinen, Hydrolasen und 

Lysosomen einhergeht, fehlt dem Vogel jedoch die den Säugetieren eigene Abwehr der 

neutrophilen Granulozyten, die Myeloperoxidase und oxidative Mechanismen besitzen 

(Harmon 1998). Möglicherweise gleicht hingegen die bei Vögeln erhöhte Körpertemperatur 

als Barrierefunktion die offenbar existierenden immunologischen Defizite zum Säugetier in 

der Infektionsabwehr von Pilzen bis zu einem gewissen Grad aus (Robert und Casadevall 

2009). 

 

 

2.5 Diagnostik der invasiven Aspergillose 

 

Die Diagnostik pulmonaler Pilzinfektionen stellt in der Humanmedizin und Veterinärmedizin 

eine große Herausforderung dar. Mittels röntgenologischer und anderer bildgebender 

Verfahren können erste Hinweise auf Krankheitsprozesse in den Atmungsorganen gewonnen 

werden, ohne dass sich diese jedoch sicher als Pilzinfektion identifizieren ließen. 

Endoskopische Verfahren bieten die Möglichkeit minimalinvasiv aus betroffenem Lungen-

gewebe Bioptate zu entnehmen, die dann im Anschluss weiter untersucht werden können. Das 

Luftsacksystem der Vögel bietet dabei im Gegensatz zu dem beim Säugetier und Menschen 

oft risikoreichen Eingriff die Möglichkeit eines einfachen Zugangs und eine Identifizierung 

von Pilzmyzelwachstum auf den Luftsackwänden schon während der Endoskopie (Lierz 

2008). 

Allen weiterführenden diagnostischen Verfahren zur Identifizierung der invasiven 

Pilzspezies ist die Unsicherheit eigen, auch nichtinvasive, kolonisierende Pilze, eingeatmete 

Pilzsporen oder Kontaminanten zu bestimmen und damit falsch-positive Ergebnisse zu 

generieren (Rickerts et al. 2007). Eine falsche Speziesdiagnose kann jedoch zu fatalen 

Fehlentscheidung im medikamentellen Behandlungsregime eines Patienten führen 

(Chandrasekar 2009; Sangoi et al. 2009). Darüber hinaus ergibt sich in der Diagnostik die 

Gefahr falsch-positiver Ergebnisse aufgrund von post mortalem Wachstum einer in vivo nicht 

invasiven Pilzspezies. Grundsätzlich werden in der weiterführenden Diagnostik indirekte von 

direkten Verfahren unterschieden. Zu den indirekten Verfahren zählen serologische 

Methoden, die Markermoleküle wie pilzspezifische monoklonale Antikörper, Antigene oder 

Pilzmetaboliten aus dem Blut nachweisen (Hope et al. 2005). Gegenwärtig stellen 

beispielsweise Galactomannan, Galactomannoprotein und Mitogillin solche Markermoleküle 

zur Diagnostik einer invasiven Aspergillose dar (Thornton 2010). Zeitintensiver, jedoch in 

vielen Fällen genauer, erscheint dagegen die Pilzanzucht aus Abstrich- oder Gewebeproben 
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auf unterschiedlichen Kulturmedien (Gams 1987). Die Pilzspezies kann dabei anhand ihrer 

makroskopischen und mikroskopischen Morphologie bestimmt werden (de Hoog et al. 2009). 

Zur weiteren Absicherung der morphologischen Diagnose werden molekularbiologische 

Methoden wie etwa die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit speziesspezifischen Primern 

eingesetzt (Mengoli et al. 2009). Dabei eignet sich die PCR auch als direktes Verfahren, um 

mittels panfungaler Primer und nachgeschalteter Sequenzierung die invasive Pilzspezies 

anhand ihrer DNA-Sequenz zu bestimmen (White et al. 1990). Zumeist werden für den 

Sequenzabgleich ribosomale oder mitochondriale Sequenzabschnitte herangezogen (Hope et 

al. 2005). Zur Differenzierung zwischen Aspergillus-Spezies haben sich die beiden Internal 

Transcribed Spacer (ITS)-Regionen zwischen den ribosomalen Genen 18S, 5,8S und 28S 

bewährt (Henry et al. 2000; Hinrikson et al. 2005). 

Die oben erwähnten Unsicherheiten bei der Pilzbestimmung führten zu internationalen 

Bemühungen, standarisierte Kriterien zur Diagnostik von invasiven Mykosen aufzustellen 

(Ascioglu et al. 2002; de Pauw et al. 2008; White et al. 2010). Hierbei wird die Bedeutung der 

histopathologischen Absicherung des invasiven Wachstums einer Pilzspezies zur Diagnose 

einer invasiven Mykose besonders hervorgehoben (Ascioglu et al. 2002). Zur Identifizierung 

eines invasiven Pilzwachstums in Gewebsschnitten dienen verschiedene Spezialfärbungen 

(Romeis 1989). In der Regel werden hierzu, neben der standardmäßigen Hämatoxylin-Eosin 

(H&E)-Färbung, Färbungen mittels Periodic Acid Schiff (PAS)-Reaktion oder eine 

Versilberung nach Grocott angewandt. Dabei stellen sich in der PAS-Reaktion Pilze 

dunkelviolett und in der Grocott-Versilberung schwarz dar. Trotz einiger spezifischer 

morphologischer Charakteristika ihres Wachstums im Gewebe ist eine eindeutige 

Bestimmung der Pilzspezies jedoch nicht sicher möglich (Hope et al. 2005; Sangoi et al. 

2009). Ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es deshalb, eine verlässliche Methode zu 

entwickeln, die es erlaubt, aus Gewebeschnitten intraläsionale Pilzspezies mittels PCR und 

nachgeschalter Sequenzierung zu bestimmen und diese von einer Besiedlung und 

Kontamination zu unterscheiden. Das hierzu entwickelte neue Verfahren stützt sich auf die 

Laser Capture Microdissection (LCM) einzelner fluoreszenzmarkierter invasiv wachsender 

Pilzhyphen direkt aus infiziertem Gewebe. Die Technik der LCM entwickelte sich in den 

letzten Jahren zu einem wichtigen labortechnischen Verfahren vor allem in der 

Tumorforschung, mit dem einzelne Zellen aus einem Gewebsverband gelöst werden können 

um diese unabhängig und kontaminationsfrei zu untersuchen (Espina et al. 2006). 

 

 

2.6 Molekulare Epidemiologie von Aspergillus fumigatus 

 

Unter den Aspergillen kommt A. fumigatus Fresenius 1863 als weltweit verbreiteter, 

saprophytärer, filamentöser Schimmelpilz in der Klinik und Epidemiologie die größte 

Bedeutung zu. Seine primäre ökologische Nische sind der Boden und verrottende 
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Pflanzenteile, wo er bei den natürlichen Zersetzungsprozessen in der Umwelt eine 

entscheidende Rolle beim Recycling von Kohlenstoff und Stickstoff spielt (Latgé 2003). 

Kürzlich konnte die Arbeitsgruppe um O'Gorman fast 150 Jahre nach der Erstbeschreibung 

des Pilzes durch Georg Fresenius (Schmidt 1998) erstmals eine sexuelle Vermehrung 

nachweisen (O'Gorman et al. 2009), worüber nach der Entzifferung des kompletten Genoms 

des Pilzes (Nierman et al. 2005) und die Identifizierung des MAT-1 α-Box-Kreuzungstyp-

Gens bereits einige Zeit spekuliert worden war (Paoletti et al. 2005). Eine asexuelle 

Vermehrung des Pilzes erfolgt dagegen über die Bildung von hydrophoben Konidien und eine 

aerogene Verbreitung über teils sehr weite Distanzen bis in die obere Atmosphäre (Bardana 

und Silva-Hutner 1980; Kück et al. 2009). . Die Konidien (echinulate Sporen) sichern dem 

Pilz ein ubiquitäres Vorkommen und stellen eine resistente Dauerform für das Überleben auch 

unter extremen Umweltbedingungen dar. Sie entstehen als lange Sporenketten an den 

Konidiophoren, die dem Nährmyzel entspringen (Abb. 3). Dabei zeigt der Pilz eine 

ausgeprägte Sporenbildung, die zu einer Belastung von 1-100 Konidien/m3 Luft im Freien 

und in Innenräumen führt (Falvey und Streifel 2007; Morris et al. 2000). Menschen und Tiere 

atmen dadurch täglich eine Größenordnung von mehreren hundert Konidien ein, die jedoch 

bei einer intakten Immunabwehr zu keiner Infektion führen (Goodley et al. 1994; Hospenthal 

et al. 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3: Morphologie von einem Konidiophor von Aspergillus fumigatus. Grafik: P. Olias 

 

 

Die zunehmende Häufung nosokomialer Infektionen durch A. fumigatus in den letzten 20 

Jahren hat in der Humanmedizin zur Entwicklung zahlreicher molekularbiologischer 

Methoden geführt, die dem Verständnis der epidemiologischen Zusammenhänge dieser 
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Ausbrüche dienen sollten (Bertout et al. 2001; Chazalet et al. 1998; de Valk et al. 2007a; Lair-

Fulleringer et al. 2003). Anfang der 1990er Jahre begann mit dem Restriktions-

fragmentlängenpolymorphismus (RFLP) der Einzug von molekularen Typisierungsmethoden 

in die Mykologie (Birch et al. 1995a; Birch et al. 1995b; Denning et al. 1990), die erstmals die 

Erhebung verlässlicher Daten zur stammspezifischen Genetik des Pilzes erlaubten. 

Gleichzeitig wurde das Verfahren der Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

eingeführt (Anderson et al. 1996; Loudon et al. 1993; van Belkum et al. 1993) und lange Zeit 

für epidemiologische Studien verwendet (Mellado et al. 2000). Weitere Verfahren wie 

Sequence Specific DNA Primer (SSDP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), 

Multi-Locus Enzyme Electrophoresis (MLEE), Multilocus Sequence Typing (MLST) sowie 

Methoden, die auf den Unterschieden von Mikrosatelliten wie Microsatellite Length 

Polymorphism (MLP) und Multilocus Microsatellite Typing (MLMT) basieren und teils auch 

in Kombination angewandt wurden, erhöhten die Diskriminierungsrate zwischen 

verschiedenen A. fumigatus-Stämmen weiter (Bart-Delabesse et al. 1998; Bertout et al. 2001; 

Vanhee et al. 2009). Die höchste Diskriminierungsrate zwischen A. fumigatus-Stämmen 

erlaubt gegenwärtig ein von der Arbeitsgruppe um de Valk entwickelter MLMT-Assay (de 

Valk et al. 2005), der auf neun Short Tandem Repeats (STRs) basiert (Balajee et al. 2008; de 

Valk et al. 2009; de Valk et al. 2007b; Vanhee et al. 2009). In der Veterinärmedizin hingegen 

wurden die epidemiologischen Zusammenhänge der IA nur in Ansätzen untersucht. In einer 

Studie konnte die Arbeitsgruppe um Lair-Fulleringer mittels MLP-Analyse eine genetische 

Übereinstimmung zahlreicher A. fumigatus-Isolate aus den Atemwege nicht erkrankter und 

histopatholgisch unauffälliger Puten und der Stallluft darstellen (Lair-Fulleringer et al. 2003). 

Dabei zeigte sich eine hohe genetische Diversität der Isolate, tatsächlich aber auch neun 

Genotypen, die sowohl in den Luftwegen als auch in der Stallluft detektiert wurden. Jedoch 

fand sich nur ein Umweltisolat, dass auch in einem an IA erkrankten Vogel identifiziert 

werden konnte. 

 

 

2.7 Virulenzeigenschaften von Aspergillus fumigatus 

 

Ein genetischer Vergleich von klinischen Isolaten und Umweltisolaten von A. fumigatus aus 

verschiedenen geographischen Regionen deutet darauf hin, dass potentiell jedes Umweltisolat 

obligat pathogen ist (Debeaupuis et al. 1997), obgleich Virulenzunterschiede zwischen 

klinischen und Umweltisolaten vielfach vermutet werden (Aufauvre-Brown et al. 1998; 

Mondon et al. 1996). Peden und Rhoades fanden bei Infektionsversuchen von Putenküken 

Hinweise auf solche Virulenzunterschiede auch zwischen Vogelisolaten und Umweltisolaten 

(Peden und Rhoades 1992). Jedoch konnten trotz einer Fülle an Studien zu den Patho-

genesemechanismen von A. fumigatus bisher keine spezifischen Virulenzfaktoren identifiziert 

werden (Dagenais und Keller 2009). Vielmehr scheinen grundlegende metabolische 
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Eigenschaften des Pilzes, die sich in seiner eigentlichen ökologischen Nische, der Beteiligung 

an natürlichen Zersetzungsprozessen, entwickelt haben, sein Virulenzpotential zu bestimmen 

(Askew 2008). Aufgrund der bei Zersetzungs- und Fäulnisprozessen  entstehenden  hohen 

Temperaturen ist A. fumigatus extrem thermotolerat (> 50°C; Robert und Casadevall 2009). 

Bei Körpertemperaturen von 37 und 42°C zeigt er eine 50-60% höhere Germinationsrate als 

A. flavus und A. niger (< 40%; Araujo und Rodrigues 2004). Neben der notwendigen 

Evolution von Genen für eine Thermotoleranz wird angenommen, dass sich viele Eigen-

schaften als Überlebensstrategie entwickelt haben um sich gegen Bodenräuber wie Amöben 

und Nematoden zu schützen (Casadevall 2005; Mylonakis et al. 2007; Steenbergen et al. 

2001). Das Fehlen von identifizierbaren, spezifischen Virulenzfaktoren macht gegenwärtig 

jedoch die Anwendung von in vivo-Modellen zur Unterscheidung des Virulenzpotentials 

einzelner A. fumigatus-Stämme unverzichtbar (Capilla et al. 2007). In der Regel werden 

hierfür nagerbasierte Modelle benutzt. Aber auch verschiedene Vogelspezies wurden bereits 

als Modelltiere benutzt (Clemons und Stevens 2005). Vogelisolate wurden bisher jedoch nicht 

systematisch untersucht. Ein wichtiges Ziel war deshalb die Evaluation von Vogelisolaten auf 

ihre potentiell erhöhte Virulenz in einem Vogelmodell. Zu diesem Zweck wurde ein neu 

entwickeltes, alternatives Infektionsmodell basierend auf embryonierten Hühnereiern 

verwendet (Jacobsen et al. 2010). 
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3 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE 

 

 

3.1 Die mykotische Pneumonie als eine Haupttodesursache von Weißstorch-

Nestlingen (Ciconia ciconia) 

 

Publikation 1: Olias P, Gruber AD, Böhmer W, Hafez HM, Lierz M (2010) Fungal 

pneumonia as a major cause of mortality in white stork (Ciconia ciconia) chicks. 

Avian Diseases 54:94-98. DOI:10.1637/9088-092509-Reg.1 

 

In dieser Arbeit wurden im Rahmen einer Kasuistik die Erkrankungs- und Todesursachen von 

Weißstorchnestlingen anatomisch-pathologisch, histopathologisch, mikrobiologisch und 

molekularbiologisch untersucht. Ziel dieser Untersuchungen war es, die Bedeutung der 

mykotischen Pneumonie für Nestlinge der deutschen Weißstorchpopulation zu klären und 

bisher unbekannte Pilzspezies zu identifizieren. Die zur Untersuchung gelangten Tiere 

stammten maßgeblich aus den Brutgebieten der ostziehenden Population mit einem 

Schwerpunkt auf Brandenburg (Abb. 4 und Tab. 1). Im Ergebnis wurde überraschenderweise 

bei 45 (44,6%) der 101 untersuchten Nestlinge der Jahre 2007 und 2008 eine multifokale, 

granulomatöse Pneumonie mit intraläsionalen Schimmelpilzhyphen diagnostiziert. Bei etwa 

der Hälfte dieser Tiere konnte die mykotische Pneumonie eindeutig als unmittelbare 

Todesursache identifiziert werden. Weitere infektiöse Todesursachen waren eine bakterielle 

Infektion bei fünf und eine parasitäre Infektion bei drei Tieren. Traumata stellten die häufigste 

unmittelbare Todesursache der untersuchten Tiere dar. Eine Übersicht der Todesursachen gibt 

Tab. 1 in Publ. 1 sowie Tab. 2 unter Punkt 9. 

Die Nestlinge mit mykotischer Pneumonie zeigten entzündliche Veränderungen, die 

10 bis 80% der Lunge betrafen. Sie wurden je nach Schweregrad in zwei Kategorien 

unterteilt. Tiere mit einer Pneumonie vom Grad I hatten keine makroskopischen Läsionen des 

Respirationstrakts. Histopathologisch zeigten sich multifokale Aggregate von Epitheloid-

makrophagen und Riesenzellen neben filamentösen Pilzstrukturen, die zum Teil durch die 

Immunzellen phagozytiert wurden. Dagegen zeigten Tiere mit einer Pneumonie vom Grad II 

makroskopisch sichtbare, weiße oder gelbe Granulome von 0,5 bis 4 mm Durchmesser (Abb. 

1, Publ. 1) sowie in einigen Fällen eine Verdickung der Luftsackwände mit käsigen und teils 

granulomatösen Auflagerungen. Histopathologisch war die Pneumonie vom Grad II 

gekennzeichnet durch multifokale, heterophile Granulome mit zentraler Nekrose und 

degenerierten heterophilen Granulozyten umgeben von einem Wall intakter heterophiler 

Granulozyten sowie Epitheloidmakrophagen und vielkernigen Riesenzellen. Schimmelpilz-

strukturen zeigten sich maßgeblich im Zentrum der Granulombildung (Abb. 2, Publ. 1). 

Bedingt dadurch die massive Entzündungsreaktion zeigte sich eine Obstruktion luftführender 

Wege  und eine Destruktion von  umliegendem Lungengewebe. Lediglich bei zwei Tieren mit  
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Abb. 4: Horststandorte der im Rahmen dieser Dissertation pathologisch untersuchten 103 

Weißstorchnestlinge (2007 – 2009) und Verlauf der Zugscheide. Maßgeblich 

untersucht wurden Tiere der ostziehenden Population. Schwarze Punkte markieren die 

Horststandorte von Weißstorchnestlingen mit diagnostizierter mykotischer 
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Pneumonie; graue Punkte markieren die Fundorte von nicht mit Schimmelpilzen 

infizierten Tieren. Eine detaillierte Aufschlüsselung der Horststandorte und der 

jeweiligen Todesursachen der Tiere findet sich in Tab. 2 unter Punkt 9. 

Horststandorte, die für eine weiterführende epidemiologische Untersuchung der IA 

ausgewählt wurden, sind mit nsA-nsF bezeichnet (siehe Punkt 3.3). Der graue Strich 

markiert die Zugscheide, durch die die deutsche Weißstorchpopulation in Ost- und 

Westzieher geteilt wird. Quelle der Karte: www.tira.de/sag/service/d_stumm.jpg, 

Abrufdatum: 02.03.2008; bearbeitet von P. Olias. 

 

mykotischer Pneumonie konnte gleichzeitig eine bakterielle Septikämie identifiziert werden. 

In allen anderen Fällen fanden sich keinerlei Hinweise auf bakterielle und virale Infektionen 

oder eine Atrophie immunrelevanter Organe. Auffälligerweise jedoch waren 94,1% der 

betroffenen Tiere nicht älter als drei Wochen. Unspezifische Traumata wurden bei etwa der 

Hälfte aller untersuchten Tiere als Todesursache identifiziert. Viele dieser Tiere wurden unter 

dem Nest gefunden und anekdotisch einem Infantizid zugeschrieben. Interessanterweise 

zeigten 16 dieser Vögel gleichzeitig eine mykotische Pneumonie. Andere Todesursachen von 

Nestlingen mit mykotischer Pneumonie waren ein Fremdkörper im Magen (n=1), eine 

Vormagendilatation (n=1) sowie um die Beine gewickeltes Bindegarn (n=1). 

 

Basierend auf diesen Untersuchungsergebnissen wurde die folgende Hypothese formuliert: 

 

 

 

 

 

 

Von 38 der 45 Nestlinge mit diagnostizierter mykotischer Pneumonie konnten aus aseptisch 

entnommenem Lungengewebe auf antibiotikasupplementiertem Malzextraktagar oder 

Czapek-Agar Pilze angezüchtet werden. Dabei konnten bei 25°C, 37°C und 52°C neben 

Schimmelpilzen keine weiteren Pilze angezüchtet werden. Die Pilzspezies wurde nach 

erfolgter Subkultivierung anhand der Wachstumsmorphologie und der Sequenz der Internal 

Transcribed Spacer 1 (ITS1)-Region identifiziert (Details siehe Punkt 3.2). Über einen 

Sequenzvergleich der ITS1-Region mit bereits in der Datenbank GenBank publizierten 

Pilzsequenzen durch die Software BLAST konnten alle bis auf eine Pilzspezies bestimmt 

werden. Dabei zeigte sich eine hohe Befallsrate der Tiere mit Aspergillus fumigatus (57,9%). 

Interessanterweise zeigten einige A. fumigatus-Isolate aus demselben Lungengewebe eine 

unterschiedliche Wachstumsmorphologie. Andere vermehrt isolierte Pilze waren 

Zygomyzeten, wovon Lichtheimia corymbifera mit acht und Rhizopus microsporus mit sechs 

infizierten Tieren am häufigsten identifiziert wurden. Eine genaue Übersicht gibt Tab. 2 in 

Hypothese 1: Unbekannte Schimmelpilz-Arten sind verantwortlich für die hohe 

Rate an Weißstorchnestlingen mit einer mykotischen Pneumonie. 
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Publ. 1. Zudem wurde jeweils in einem Tier Penicillium spp., Chaetomium globosum und 

Thermomyces lanuginosus isoliert. Die Spezies des Penicilium konnte nicht weiter 

identifiziert werden, da, wie bei dem morphologisch eindeutig als T. lanuginosus 

identifizierten Pilz, eine Sequenzübereinstimmung in der BLAST-Analyse von nur 98% 

gegeben war. Die Sequenzen beider Pilze wurden daraufhin in die GenBank-Datenbank 

eingestellt. Interessanterweise zeigten sechs Vögel Koinfektionen von A. fumigatus mit 

verschiedenen Zygomyzeten und zwei Tiere eine Koinfektion zweier Zygomyzeten (siehe 

Tab. 3, Publ. 1). Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen der Untersuchungen gefolgert 

werden, dass bei Weißstorchnestlingen mit mykotischer Pneumonie entgegen der Hypothese 1 

nicht von einer maßgeblichen Beteiligung unbekannter Schimmelpilzspezies auszugehen ist. 
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3.2 Identifizierung der Pilzspezies aus aviären Lungenproben mittels Laser-

mikrodissektion und PCR-Produkt-Sequenzierung 

 

Publikation 2: Olias P, Jacobsen ID, Gruber AD (2011) Fungal species identification from 

avian lung specimens by single hypha laser microdissection and PCR product 

sequencing. Medical Mycology, 49:56-61. DOI:10.3109/13693786.2010.497172 

 

Die Pilzdiagnostik an klinischen Fällen beruht standardmäßig auf der konventionellen 

Anzucht auf Nährmedien. Die hierbei erzielten Ergebnisse müssen jedoch nicht immer eine 

invasive Pilzspezies darstellen, sondern können aufgrund von Schleimhautkolonisation oder 

Umweltkontamination falsch-positive Ergebnisse reflektieren (Rickerts et al. 2007). 

Ursächlich verantwortlich sind das ubiquitäre Vorkommen und die Inhalation von Pilzsporen 

sowie die respiratorische Schleimhaut besiedelnde Pilze, die in der Lunge keine Entzündung 

auslösen, jedoch bei der Ausplattierung von Gewebe auf Nährmedien angezüchtet werden. 

Trotz Spezialfärbeverfahren ist die Bestimmung einer invasiv wachsenden Pilzspezies auf-

grund ihrer Wachstumsmorphologie in histologischen Präparaten nicht sicher möglich (Hope 

et al. 2005; Sangoi et al. 2009). Deshalb war das Ziel dieser Studie die Entwicklung einer 

diagnostischen Methode zur verlässlichen und präzisen Bestimmung der invasiv wachsenden 

Pilzspezies. 

Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte neue Verfahren erlaubt die Identifizierung der 

infektiösen Pilzspezies direkt aus einer histopathologisch verifizierten Gewebeläsion. Hierzu 

wurden mittels des universellen Fluoreszenzfarbstoffs Blankophor® {4,4′-bis[(4-anilino-

subst.1,3,5-triazin-2-yl)amino]stilben-2,2′-disulfonic acid} intraläsional wachsende, einzelne 

Pilzhyphen in 4-6 µm dünnen Gefrierschnitten markiert. Einzelne Pilzhyphen wurden an-

schließend erstmals unter Sichtkontrolle im Fluoreszenzmikroskop mittels Laser Micro-

dissection (LCM) Technik aus dem Gewebeverband ausgeschnitten und mit dem universellen 

Primerpaar ITS1/ITS2 die Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1)-Region in einer Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Die mittels Gel-Elektrophorese nachgewiesenen 

Amplifikate wurden sequenziert und mittels BLAST-Analyse über einen Sequenzabgleich in 

öffentlich zugänglichen Sequenz-Datenbanken identifiziert. 

Als Proben dienten sechs mit Schimmelpilzen infizierte Gewebe, fünf Lungen von 

Weißstorchnestlingen mit histopathologisch diagnostizierter mykotischer Pneumonie sowie 

der Axillarlymphknoten eines Hundes, der an einer Pilzseptikämie verendet war. 

Repräsentative Anteile der Gewebe wurden ausplattiert und die angezüchteten Pilzspezies 

anhand ihrer Morphologie und ITS1-Sequenz bestimmt. Gleichzeitig wurden pro Probe 

jeweils 10 Hyphen mittels LCM aus unabhängigen Läsionen ausgeschnitten und wie oben 

beschrieben prozessiert. Über das konventionelle Kulturverfahren wurden in Probe S1 

Aspergillus fumigatus und in S2 eine Dreifachinfektion durch A. fumigatus, Aspergillus niger 

und Lichtheimia corymbifera diagnostiziert. Koinfektionen von A. fumigatus mit L. 
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corymbifera wurden in S3 gefunden, solche mit Rhizopus microsporus wurden in S4 und mit 

Rhizopus oryzae in S5 gefunden. Aus dem Lymphknoten des Hundes (S6) wurde Aspergillus 

terreus isoliert. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen identifizierte die LCM-basierte Methode 

aus intraläsional wachsenden Pilzhyphen der Proben S1 bis S5 nur A. fumigatus (zum 

Vergleich der Ergebnisse beider Verfahren siehe Tab. 1 der Publ. 2). Dabei wurde A. 

fumigatus in S1 in 7 von 10, in S2 in 8 von 10, in S3 in 9 von 10, in S4 in 6 von 10 und in S5 

in 7 von 10 mikrodissezierten Hyphen diagnostiziert. Zwei der 10 Hypen aus S5 wurden 

zudem als Cladosporium spp. identifiziert. Dieses Ergebnis konnte jedoch mittels 

Spezialfärbung nach Fontana-Masson nicht bestätigt werden. Aus der Probe S6 wurden 8 der 

10 mikrodissezierten Hyphen als A. terreus bestimmt. 

 

Der Hinweis auf eine unterschiedliche Wachstumsmorphologie von A. fumigatus-Isolaten aus 

demselben Lungengewebe (siehe Punkt 3.1) führte zur Formulierung folgender Hypothese: 

  

 

 

 

 

 

Der Sequenzvergleich der amplifizierten ITS1-Region der mikrodissezierten A. 

fumigatus-Hyphen erfolgte mit der Software MEGA4 und CLUSTALW. Der Abgleich aller 

Sequenzen identifizierte zwei konservierte Positionen (Position 72 und 96 der ITS1-Region 

von Referenzstamm ATCC36607) mit Einzelnukleotidpolymorphismen beziehungsweise 

Einzelbasendeletionen (Abb. 5). Insgesamt fanden sich so fünf verschiedene Sequenz-

variationen von A. fumigatus in der ITS1-Region mit einer Häufung von vier Varianten in 

Probe S3 und drei Varianten in Probe S4. Dieses Ergebnis lässt auf polyklonale Infektionen 

genetisch verschiedener A. fumigatus-Stämme zumindest in zwei der untersuchten Nestlinge 

schließen. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5: Sequenzvergleich der ITS1-Region mikrodissezierter A. fumigatus-Hyphen. Fünf 

verschiedene Sequenzvarianten wurden identifiziert. Die hervorgehobenen Varianten 

aus S3 und S4 wurden gleichzeitig aus den Lungengewebe mittels konventioneller 

Pilzanzucht bestimmt. 

Hypothese 2: Die invasive Aspergillose von Weißstörchen basiert auf einer 

polyklonalen Aspergillus fumigatus-Infektion. 
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3.3 Molekulare Epidemiologie und Virulenzbestimmung von Aspergillus fumigatus-

Isolaten aus Weißstorch-Nestlingen und ihrer Umwelt 

 

Publikation 3: Olias P, Gruber AD, Hafez HM, Lierz M, Slesiona S, Brock M, Jacobsen ID 

(2011) Molecular epidemiology and virulence assessment of Aspergillus fumigatus 

isolates from white stork chicks and their environment. Veterinary Microbiology, 

DOI:10.1016/j.vetmic.2010.08.029 

 

Die initial festgestellte, teils endemische Häufung von Infektionen mit Aspergillus fumigatus 

unter Nestlingen in der ostdeutschen Weißstorchpopulation (siehe Punkt 3.1) führte zu der 

Fragestellung, ob möglicherweise an betroffenen Horststandorten für Vögel besonders 

virulente A. fumigatus-Stämme endemisch vorkommen. Hieraus wurde die dieser Arbeit zu 

Grunde liegende Hypothese abgeleitet: 

 

 

 

 

 

 

Als Methode der Wahl wurde zunächst das Multilocus Microsatellite Typing (MLMT) 

eingesetzt, welches nach dem gegenwärtigen Stand der Technik die höchste Diskriminierung 

unterschiedlicher Stämme von A. fumigatus bot. Anhand der Unterschiede von neun Short 

Tandem Repeats (STRs), einer Cluster-Analyse mittels UPGMA-Parameter sowie einer 

Multiplex-PCR für das MAT-1 α-Box-Kreuzungstyp-Gen wurden insgesamt 61 Isolate 

genotypisiert. Hierfür wurden 30 klinische Isolate und 31 Umweltisolate sechs repräsentativer 

Horststandorte (nsA-nsE) in Brandenburg mit 10 an hochgradiger invasiver Aspergillose 

verendeten Nestlingen der Jahre 2007 bis 2009 ausgewählt (Abb. 4; Tab. 1, Publ. 3). Dadurch 

sollte bestimmt werden, ob (1) Einzelvögel gleichzeitig mit mehreren Genotypen infiziert 

sind; (2) klinische Isolate und Umweltisolate clustern; (3) klinische Isolate einer 

Umweltquelle zugeordnet werden können. 

Im Ergebnis zeigte sich, dass (1) alle 10 Nestlinge jeweils mit zwei bis vier Genotypen 

von A. fumigatus infiziert waren (siehe Tab. 2, Publ. 3). Sechs Tiere zeigten zudem 

Koinfektionen der beiden Kreuzungstypen MAT1.1 und MAT1.2. Aus der Lunge eines 

Nestlings des Horstandorts nsD konnte derselbe Genotyp zweimal isoliert werden. Eine 

Mikroevolution zwischen Isolaten - definiert als Mikrovariation in nur einem STR - wurde 

unter zwei Isolaten eines Vogels von 2008 des Standorts nsA detektiert. Außerdem zeigte ein 

klinisches Isolat desselben Standorts aus dem Jahr 2009 eine Mikroevolution zu einem 

Umweltisolat von einem 39 Kilometer entfernten Horststandort des Jahres 2007. Dagegen 

konnte (2) eine Clusterbildung weder von klinischen Isolaten und noch von Umweltisolaten 

Hypothese 3: Bestimmte Aspergillus fumigatus-Stämme aus Weißstorch-

Nestlingen zeigen eine höhere Prävalenz und Virulenz. 
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einzelner Horststandorte identifiziert werden. Unter den Umweltisolaten waren die beiden 

Kreuzungstypen MAT1.1 und MAT1.2 etwa gleich häufig vertreten, unter den klinischen 

Isolaten war MAT1.1 mit 58,6% minimal überrepräsentiert. Lediglich in einem Fall (3) wurde 

in der Genotypisierung eine Übereinstimmung zwischen einem klinischen Isolat (Standort 

nsA) von 2008 und einem Umweltisolat aus einem nahegelegenen Komposthaufen 

identifiziert. 

Basierend auf der MLMT-Analyse wurden 20 repräsentative klinische Stämme und 

Umweltstämme ausgewählt und auf ihr Virulenzpotential hin untersucht. Zur Anwendung 

kam erstmals ein neu etabliertes, alternatives in vivo-Modell basierend auf embryonierten 

Hühnereiern (Jacobsen et al. 2010). Der Laborstamm CEA17∆akuB wurde als Referenz 

ausgewählt, da er ein definiert hohes Virulenzpotential im Maus- und Eiermodell zeigt. Im 

Ergebnis konnten für ein klinisches Isolat des Standorts nsE und für ein Isolat aus dem Horst 

von nsF eine signifikant erhöhte Virulenz bestätigt werden. Interessanterweise zeigte dagegen 

ein klinisches Isolat von nsF eine wiederholte starke Abschwächung der Virulenz, wobei ein 

normales Wachstum bei der Anzucht auf Nährmedium beobachtet werden konnte. Nachdem 

von diesem Nestling noch zwei weitere Stämme isoliert worden waren, wurde das Virulenz-

potential aller drei Genotypen erneut miteinander verglichen. Hierbei zeigten sich neben dem 

stark in seiner Virulenz reduziertem Stamm zwei Stämme, die in ihrer Virulenz etwa mit dem 

Referenzstamm CEA17∆akuB übereinstimmten. Darüber hinaus wurden fünf klinische Isolate 

des Standorts nsA aus den Jahren 2008 und 2009 untersucht. Alle fünf Isolate zeigten eine 

hohe Virulenz, wobei die Virulenz zweier Isolate gegenüber dem Referenzstamm signifikant 

erhöht war. Zusammenfassend lässt sich damit sagen, dass die Mehrzahl der getesteten 

Stämme im Eiermodell unabhängig von ihrer Herkunft ein mit dem Referenzstamm 

CEA17∆akuB vergleichbar hohes Virulenzpotential aufwies. Obwohl klinische Stämme mit 

einer erhöhten Virulenz identifiziert werden konnten, lässt sich in der Gesamtschau der 

Ergebnisse dieser Arbeit die initial gestellte Hypothese (Hypothese 3) nicht unterstützen. 



ÜBERGREIFENDE DISKUSSION  27 

4 ÜBERGREIFENDE DISKUSSION 

 

 

4.1 Die Entdeckung von Schimmelpilzen als Ursache einer erhöhten Sterblichkeit 

von Weißstorch-Nestlingen 

 

In diesem Dissertationsprojekt wurde eine bislang nicht bekannte Bedeutung von Schimmel-

pilzen als Erkrankungs- und Todesursache von Nestlingen einer Wildvogelspezies 

nachgewiesen. Zunächst wurde eine umfangreiche Kasuistik zu den Mortalitätsursachen von 

Weißstorchnestlingen in Deutschland erstellt. Hierzu wurden insgesamt 103 verendete 

Weißstorchnestlinge aus den Jahren 2007 bis 2009 systematisch anatomisch-pathologisch und 

histopathologisch untersucht und pathologische Veränderungen diagnostiziert. Resultierend 

zeigte sich eine herausragende Bedeutung pulmonaler Schimmelpilzinfektionen als 

Erkrankungs- und Todesursache der Vögel. Mittels Spezialfärbeverfahren repräsentativer 

histologischer Schnitte der Lungen wurde bei 47 der insgesamt 103 (45,6%) untersuchten 

Tiere eine mykotische Pneumonie diagnostiziert, wobei 23 Tiere (22,3%) direkt an einer 

mykotischen Pneumonie verendet sind. Es ist zu vermuten, dass etliche weitere an 

Pilzinfektionen erkrankte Tiere beim Ausbleiben anderer Mortalitätsursachen ebenfalls daran 

verendet wären. Während über respiratorische Mykosen von Wirtschaftsgeflügel sowie 

subadulten und adulten Wildvögeln in der Literatur zahlreich bereits seit über einem 

Jahrhundert berichtet wird, war zu mykotischen Pneumonien bei freilebenden Wildvögeln in 

ihrer Nestlingszeit bisher nichts bekannt (siehe Diskussion Publ. 1). Umso überraschender 

erscheint der hohe Prozentsatz der in dieser Studie betroffenen Vögel. 

Im Gegensatz zu diesem Untersuchungsergebnis konnten histopathologisch bei 

keinem der Nestlinge morphologische Korrelate identifiziert werden, die für Infektionen mit 

bekannten Viren sprechen würden. Insbesondere zeigte keines der Tiere entzündliche 

Veränderungen des Gehirns, des Pankreas, der Leber, der Nieren und der Lungen, die 

Hinweise auf eine Infektion durch WNV, HPAIV, Paramyxoviren, Herpesviren oder anderer 

relevanter vogelpathogener Viren geben würden (Thomas et al. 2007). Auch fanden sich 

keine Veränderungen, die auf eine Infektion mit immunsupprimierenden aviären Viren 

schließen ließen (Hoerr 2010). Die immunologisch relevanten Organe Thymus, Milz und 

Bursa Fabricius zeigten zudem keine Hinweise einer lymphatischen Atrophie. Drei Tiere 

wiesen eine massive Dilatation des Ösophagus und des Drüsenmagens auf. Histopathologisch 

fanden sich jedoch keine entzündlichen Veränderungen oder nachweisbare Erregerstrukturen. 

Eine durchgeführte qRT-PCR zum Nachweis des aviären Bornavirus (ABV) verlief negativ 

(Lierz et al. 2009), so dass die Ursache der Dilatation gegenwärtig ungeklärt bleibt. Lediglich 

fünf Tiere zeigten eine bakterielle Infektion, von denen zwei Tiere eine mittelgradige, 

multifokale, granulomatöse Bronchopneumonie aufwiesen. Mikrobiologisch konnte aus der 

Lunge eines dieser Tiere neben Proteus spp. auch Escherichia coli identifiziert werden. 
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Zunächst für weitere 35 Nestlinge aus dem Jahr 2007 routinemäßig durchgeführte 

bakteriologische Untersuchungen waren stark durch Fäulniserreger überlagert, da sich ein 

Großteil der Tierkörper bei der Sektion bereits in Autolyse befand. Diese werden hier nicht 

näher besprochen. In seiner Größenordnung korreliert das Ergebnis der diagnostizierten 

bakteriellen Infektionen der Nestlinge mit den über einen Zeitraum von zehn Jahren 

erhobenen Daten subadulter und adulter Tiere in Brandenburg (vergleiche Abb. 1) und lässt 

auf eine untergeordnete Bedeutung bakterieller Infektionen bei Weißstörchen in ihren ersten 

Lebenswochen schließen. Interessanterweise konnte als wahrscheinliche Todesursache dreier 

Nestgeschwister aus Mecklenburg-Vorpommern eine hochgradige Infektion mit Alaria alata 

periösophageal im Bindegewebe und im Thymus identifiziert werden. Die Metazerkarien-

stadien dieses auch als Dunckerscher Muskelegel bezeichneten Trematoden finden sich in 

paratenischen Wirten, zu denen auch der Weißstorch zählt. Einzelberichte über sporadische 

Brutausfälle durch Infektionen mit dem Parasiten sind in der Literatur beschrieben (Grunberg 

und Kutzer 1964). In früherer Literatur wurden parasitäre Infektionen anekdotisch auch als 

möglicher Auslöser für den bei Weißstörchen beobachteten Infantizid angeführt (Grunberg 

und Kutzer 1964; Szidat 1935; Szidat 1943). Gesicherte wissenschaftliche Erkenntnisse zu 

den Hintergründen dieses Verhaltens bei Weißstörchen existieren bislang nicht (Tortosa und 

Redondo 1992; Zielinski 2002). In der vorliegenden Studie nimmt die Rate der Tiere, die tot 

unter dem Nest gefunden wurden und typische pathologische Veränderungen eines Traumas 

aufwiesen, mit 38 von 103 Tieren (38,4%) den größten Prozentsatz der festgestellten, direkten 

Todesursachen ein. Ein Infantizid konnte nach erfolgter pathologischer Untersuchung jedoch 

nur in zwei Fällen zweifelsfrei bestätigt werden. In den meisten der übrigen 36 Fälle wurde 

anekdotisch von einem Abwurf der Nestlinge durch die Elterntiere aus dem Horst berichtet. 

Auffälligerweise zeigten histopathologisch 14 (38,9%) dieser Tiere eine Pilzinfektion der 

Lunge. Beim Vorliegen eines kausalen Zusammenhangs wären Schimmelpilze mit 37 von 

103 (35,9%) betroffenen Weißstorchnestlingen nicht nur häufigste Infektions- sondern auch 

häufigste Todesursache. Inwiefern jedoch ein Infantizid ein aktives Eingreifen der Elterntiere 

auf das Vorliegen einer Pilzinfektion erkrankter Nestlinge darstellt, bleibt gegenwärtig 

Spekulation. Das gleichzeitige Auftreten von Pilzinfektion und Infantizid impliziert per se 

noch keine Kausalität (Kronmal 1993), so dass zur Klärung dieses spannenden Aspekts 

weitere Untersuchungen notwendig sind. 

 

 

4.2 Entwicklung einer neuen Methode zur präzisen Identifizierung der invasiven 

Pilzspezies 

 

Grundsätzlich ergibt sich in der Diagnostik pulmonaler Pilzinfektionen das Problem, ein 

invasives Pilzwachstum von einer Besiedlung der Schleimhaut oder eine intra vitale Infektion 

von einer post mortalen Kontamination zu differenzieren (Rickerts et al. 2007). Die 
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Bestimmung der Pilzspezies in Gewebsschnitten aufgrund der Wachstumsmorphologie kann 

auch mittels Spezialfärbungen als nicht zuverlässig gelten und bedarf weiterer Hilfsmittel wie 

etwa einer immunhistochemischen Untersuchung der Pilzspezies mittels spezifischer, 

monoklonaler Antikörper (siehe auch Diskussion Publ. 2). Die Pilzanzucht aus Gewebe- oder 

Tupferproben auf Nährmedien birgt das Risiko falsch-positiver Ergebnisse, da nicht aus-

geschlossen werden kann, dass neben invasiv wachsenden Pilzen auch die Schleimhaut 

besiedelnde Pilze oder Kontaminaten nachgewiesen werden. In der Routinediagnostik ist 

daher von einem gewissen Prozentsatz falsch-positiver Ergebnisse auszugehen; ein Problem, 

welches ernsthafte Konsequenzen für die Therapie haben kann, da sich das medikamentelle 

Regime je nach infizierender Pilzspezies sehr verschieden gestaltet (Chandrasekar 2009; Meis 

und Chakrabarti 2009; Sangoi et al. 2009). 

 

Mittels Laser Capture Microdissection (LCM) von speziell angefärbten Einzelhyphen und 

nachgeschalteter PCR wurde hier erstmals ein diagnostisches Verfahren etabliert, welches die 

sichere Identifizierung invasiv wachsender Pilzspezies direkt aus infiziertem Lungengewebe 

erlaubt. Hierzu wurde eine Färbetechnik für Pilze weiterentwickelt und ein Protokoll erstellt, 

das Pilzzellen speziesübergreifend im Gewebeschnitt sichtbar macht ohne wie andere gängige 

Färbeverfahren (beispielsweise PAS-Reaktion oder Grocott-Versilberung) die Pilz-DNA zu 

schädigen und so eine nachfolgende PCR und Sequenzierung unmöglich zu machen. Der 

optische Aufheller Blankophor®, ein Stilbenederivat, besitzt eine hohe Bindungsaffinität für 

β-glycosidische Polysaccharide. Diese Eigenschaft ermöglicht die selektive Sichtbarmachung 

von β-Glucanen die in Form von Chitin in Zellwänden von Pilzen vorkommen (Abb. 6; 

Hollander et al. 1984; Ruchel und Schaffrinski 1999). Mittels Anregung durch langwelliges 

UV-Licht (< 400 nm Wellenlänge) können invasiv wachsende Pilze unter einem 

Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden und durch einen UV-A-Laser steril aus 

infiziertem Gewebe entnommen werden. Die so auf zuverlässige, schnelle und kostengünstige 

Weise aus Gewebsläsionen entnommenen einzelnen Pilzzellen können dann selektiv weiter 

untersucht werden. Zur nachgeschalteten Speziesidentifizierung wurde eine PCR etabliert, die 

mit universellen Pilzprimern die unter Pilzspezies hochvariable ITS1-Region amplifiziert 

(White et al. 1990). Eine nachgeschaltete Sequenzierung und BLAST-Analyse ermöglicht 

dann die sichere Speziesidentifizierung. Mit dem beschriebenen Verfahren wurden in 60 bis 

90% die mikrodissezierten Pilzspezies anhand ihrer ITS1-Sequenz erfolgreich identifiziert. In 

den anderen Fällen war das PCR-Produkt entweder nicht auswertbar oder es wurde kein 

Amplifikat generiert (siehe Diskussion Publ. 2). Zur Überprüfung der grundsätzlichen 

technischen Machbarkeit (Proof of Principle) wurde das Verfahren neben Lungengewebe 

auch auf Lymphknotengewebe von einem an einer Schimmelpilzseptikämie verendeten Hund 

angewendet, von dem mittels konventioneller Anzucht aus verschiedenen Organen 

Aspergillus terreus isoliert worden war. Dieses Ergebnis konnte durch die neu entwickelte 

Methode erfolgreich bestätigt werden. 
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Abb. 6: Laser Capture Microdissection von Blankophor®-markierten Pilzhyphen. 

Fluoreszierende, invasiv wachsende Hyphen von Aspergillus fumigatus vor (links) und 

nach (rechts) der lasergestützten Mikrodissektion (LCM) einer einzelnen Hyphe aus 

einem histologischen Schnittpräparat einer Weißstorch-Lunge. 

 

 

4.3 Mögliche Hintergründe zu dem plötzlichen Auftreten der Schimmelpilzmykosen 

 

Schimmelpilze sind ein wichtiger Bestandteil eines jeden Ökosystems. Sie spielen eine 

bedeutende Rolle bei der Zersetzung und dem Abbau organischer Stoffe und damit in den 

natürlichen Verwesungsprozessen des Stoffkreislaufs einer belebten Umwelt. Durch das 

ubiquitäre Vorkommen von Schimmelpilzen ist jedoch gleichzeitig auch das permanente 

Vorhandensein einer potentiellen Infektionsquelle gegeben. Initiale mikrobiologische und 

molekularbiologische Untersuchungen konnten entgegen der Hypothese 1 (siehe Punkt 3.1) 

bei allen untersuchten Weißstorchnestlingen keine neuen, bisher unbekannten Pilzspezies 

identifizieren. Vielmehr handelte es sich mit einer Ausnahme bei allen Erregern um bereits in 

der Human- und Veterinärmedizin als obligat pathogen identifizierte Schimmelpilze (siehe 

Diskussion Publ. 1). Herausragende Pilzspezies war Aspergillus fumigatus, der in 24 von 40 

Fällen (60%), in denen eine Pilzanzucht aus infiziertem Lungengewebe gelang, nachgewiesen 

werden konnte. Die Verifizierung der morphologischen Speziesdiagnose erfolgte von jedem 

zunächst auf Malz-Agar angezüchteten Pilz mittels PCR der ITS1 und teilweise zusätzlich der 

ITS2-Region sowie nachfolgender Sequenzierung und Vergleich der generierten Sequenzen 

und öffentlich zugänglichen Sequenzen mit der Software BLAST. In einem Fall konnte so mit 

Thermomyces lanuginosus ein bisher nicht für Pneumonien bekannter Schimmelpilz 

identifiziert werden (Abb. 1, Publ. 1). Interessanterweise wurden alle im Rahmen dieser 

Studie identifizierten Pilze bereits auch in der Einstreu von Geflügelhaltungen sowie aus den 
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Nestern verschiedener Vogelarten nachgewiesen (Anastasi et al. 2005; Apinis und Pugh 1967; 

Chute und Barden 1964; Eckman und Morgan-Jones 1979; Hubálek et al. 1973). Zudem sind 

alle identifizierten Pilze an Zersetzungsprozessen organischer Materialen beteiligt, wie etwa 

in Kompost- oder Grünschnitthaufen (Beffa et al. 1998; Ryckeboer et al. 2003), die von 

Weißstörchen häufig als Quelle zur Gestaltung er Nistmulde im Horst verwendet werden 

(Bauer und Glutz von Blotzheim 1966; persönliche Beobachtung). Obwohl in der 

veterinärmedizinischen Literatur häufig als Infektionserreger von Vögeln angeführt, konnten 

im Rahmen dieser Studie neben A. fumigatus keine anderen Aspergillus spp. identifiziert 

werden. Lediglich in einem Fall fand sich eine Koinfektion von A. fumigatus und Aspergillus 

niger. Jedoch konnte dieses Ergebnis mittels LCM-Verfahren nicht verifiziert werden, 

weshalb es sich im Falle von A. niger möglicherweise um eine Kontamination gehandelt 

haben könnte (siehe Diskussion Publ. 2). Statt anderer Aspergillus spp. wurden dagegen in 

44,7% der betroffenen Tiere Zygomyzeten isoliert, unter denen Lichtheimia corymbifera mit 

17,8% am häufigsten vertreten war. In der Humanmedizin spielen Zygomyzeten eine 

zunehmende Rolle als opportunistische Pathogene (Richardson und Lass-Florl 2008). Anders 

jedoch als bei A. fumigatus ist über ihre Pathophysiologie bisher kaum etwas bekannt (Ribes 

et al. 2000). Interessanterweise wurden durch Anzucht aus infiziertem Lungengewebe in acht 

Fällen Koinfektionen mit Zygomyzeten festgestellt. Sechs der betroffenen Tiere zeigten 

daneben eine Infektion durch A. fumigatus. Doppelinfektionen dieser Art sind aus der 

Humanmedizin beschrieben und nicht ungewöhnlich (Meis und Chakrabarti 2009). In 

Diskrepanz jedoch zu diesen mittels konventioneller Kultivierung erzielten Ergebnissen 

konnte bei dreien der Tiere mit offenbarer Mehrfachinfektion durch LCM-Technik nur A. 

fumigatus detektiert werden. Dieses Ergebnis lässt über falsch-positive Ergebnisse im 

Anzuchtverfahren durch Schleimhautbesiedlung oder Kontamination spekulieren und 

verdeutlicht oben bereits beschriebene Hürden einer verlässlichen Diagnostik in der 

Mykologie (siehe auch Diskussion Publ. 2). 

 

Aufgrund der überragenden Bedeutung von A. fumigatus bei mykotischen Pneumonien der 

Weißstorchnestlinge und einem gehäuften Auftreten von Infektionen dieses Pilzes beispiels-

weise im brandenburgischen Vetschau wurde diese Pilzspezies im Rahmen dieser 

Promotionsarbeit genauer untersucht. Dabei stellte sich die Frage, ob an Horststandorten wie 

in Vetschau möglicherweise für Vögel besonders virulente A. fumigatus-Stämme evolviert 

sind und sich für das in Brandenburg seit 2005 dokumentierte endemische Auftreten mit 

kompletten Brutausfällen verantwortlich zeigen. Hieraus wurde folgende Hypothese 

abgeleitet: 

 

 

 

 

Hypothese 3: Bestimmte Aspergillus fumigatus-Stämme aus Weißstorch-

Nestlingen zeigen eine höhere Prävalenz und Virulenz. 
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Zur Überprüfung der Hypothese wurden zwei Verfahren gewählt: (1) Zunächst wurde 

eine Genotypisierung anhand von Mikrosatelliten klinischer Isolate und Umweltisolate von A. 

fumigatus durchgeführt, die zuvor anhand ihrer Wachstumsmorphologie charakterisiert 

worden waren (siehe Diskussion Publ. 3). Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Analyse 

wurden dann (2) repräsentative klinische Stämme und Umweltstämme ausgewählt und mittels 

eines neu etablierten, alternativen in vivo-Modells auf Basis embryonierter Hühnereier 

(Jacobsen et al. 2010) auf ihr Virulenzpotential hin untersucht (siehe Punkt 4.4). 

Zur epidemiologischen Untersuchung wurden sechs Neststandorte in Brandenburg mit 

10 verendeten Nestlingen der Jahre 2007 bis 2009 ausgewählt (Abb. 4). Dabei wurde davon 

ausgegangen, dass das Horstmaterial selbst sowie Komposthaufen und Grünschnitthaufen der 

nahen Umgebung als Infektionsquelle dienen (siehe Diskussion Publ. 3). Daher wurden neben 

klinischen Isolaten auch Umweltisolate der Horste sowie Komposthaufen der Umgebung 

untersucht. Die hierfür angewandte Technik des Multilocus Microsatellite Typing (MLMT) 

mit dem STRAf-Assay (de Valk et al. 2005) verspricht dabei gegenwärtig mit D = 0,9994 die 

größte Diskriminierungsrate bei der Stammanalyse von A. fumigatus (Balajee et al. 2008). Im 

Rahmen der vorliegenden Studie wurden auf diese Weise 61 A. fumigatus-Isolate genetisch 

charakterisiert. 

Während zur Epidemiologie der Aspergillose in der Humanmedizin bereits zahlreiche 

wissenschaftliche Erkenntnisse vorliegen (siehe Diskussion Publ. 3), ist die Epidemiologie 

dieser Erkrankung bei Tieren kaum untersucht. In einer Studie an Puten konnte die 

Arbeitsgruppe um Lair-Fulleringer basierend auf Ergebnissen einer Microsatellite Length 

Polymorphism (MLP)-Analyse eine Übereinstimmung zahlreicher Genotypen von A. 

fumigatus-Isolaten der Atemwege nicht erkrankter und histopatholgisch unauffälliger Vögel 

und der Stallluft darstellen (Lair-Fulleringer et al. 2003). Dabei zeigte sich eine hohe 

genetische Diversität der Isolate, tatsächlich aber auch neun Genotypen, die sowohl in den 

Luftwegen als auch in der Stallluft detektiert wurden sowie ein Genotyp welcher 

übereinstimmend in der Stallluft und in einem an invasiver Aspergillose (IA) erkrankten Tier 

isoliert wurde. Kürzlich erst untersuchte die Arbeitsgruppe um Alvarez-Perez ebenfalls 

mittels MLP sowie RAPD-Analyse klinische A. fumigatus-Isolate von in Gefangenschaft 

lebenden und an IA verendeten Pinguinen (Alvarez-Perez et al. 2010). Interessanterweise 

konnten sie über eine Anzucht aus infiziertem Gewebe der Vögel polyklonale Infektionen 

durch A. fumigatus identifizieren (siehe Diskussion Publ. 3). Die Ergebnisse der 

Genotypsierung mittels MLMT in der hier nun vorliegenden Arbeit bestätigen das 

Vorkommen polyklonaler Infektionen auch für eine Wildvogelart und unterstützen damit die 

Hypothese 2 (siehe Punkt 3.2). Durch das im Rahmen dieser Promotionsarbeit entwickelte 

LCM-Verfahren konnten dabei bis zu vier verschiedene Genotypen in einer Lunge 

identifiziert werden und wiederum die Ergebnisse der MLMT-Analyse bestätigt werden. 

Gleichzeitig verifizieren die Ergebnisse der LCM-Analyse erstmals das Vorkommen 

polyklonaler Infektionen von A. fumigatus bei IA, indem falsch-positive Ergebnisse aufgrund 
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von Kontaminationen oder Gewebsbesiedlung ausgeschlossen wurden (siehe Diskussion Publ. 

2). Interessanterweise fanden sich in der Mehrzahl der untersuchten Tiere mittels Multiplex-

PCR Infektionen beide Kreuzungstypen, so dass eine theoretische Möglichkeit einer sexuellen 

Fortpflanzung von A. fumigatus im Respirationstrakt von Vögeln gegeben ist (siehe 

Diskussion Publ. 3). 

 

Lediglich in einem Fall konnte dagegen mittels MLMT eine Übereinstimmung zwischen 

einem klinischen Isolat eines Nestlings aus Vetschau von 2008 und einem Isolat aus einem 

horstnahen Komposthaufen in allen neun sequenzierten STR-Regionen identifiziert werden. 

Zwischen zwei klinischen Isolaten wurde eine Mikrovariation einer STR-Region identifiziert, 

die möglichweise auf eine Mikroevolution des Pilzstamms nach der Infektion im Gewebe 

schließen lassen könnte. Bei der Auswertung mittels UPGMA-Parameter in einer 

Clusteranalyse durch das Computerprogramm BioNumerics fanden sich jedoch keine 

weiteren Übereinstimmungen von klinischen Isolaten und Umweltisolaten (siehe Diskussion 

Publ. 3). Vielmehr wurde eine extrem große genetische Diversität zwischen den Isolaten 

deutlich (Abb. 1, Publ. 3). Interessanterweise zeigten sogar Isolate von am selben Tag 

verendeten Geschwistertieren und Tieren sowie Nistmaterialien von Standorten mit 

endemischem Auftreten von A. fumigatus-Infektionen über mehrere Jahre keinerlei genetische 

Übereinstimmung oder Clusterbildung. Eine mögliche Erklärung hierfür liefern Berech-

nungen aus der Humanmedizin, die bei Intensivpatienten von einer Inhalation mit etwa 5.000 

verschiedenen Genotypen von A. fumigatus über einen Zeitraum von drei Monaten ausgehen 

(Chazalet et al. 1998; siehe Diskussion Publ. 3). Basierend auf diesen Erkenntnissen ist daher 

anzunehmen, dass die Zusammensetzung der vorkommenden A. fumigatus-Stämme im 

Mikroklima der Weißstorchhorste einer permanenten Veränderung unterliegt und durch den 

Eintrag von Konidien durch die Elterntiere und die Luft beeinflusst wird (siehe Diskussion 

Publ. 3). 

 

 

4.4 Die Bedeutung hochvirulenter Aspergillus fumigatus-Stämme 

 

Zur Klärung der Frage, ob sich innerhalb des Milieus der betroffenen Horststandorte eine für 

Vögel besonders virulente Population von A. fumigatus-Stämmen entwickelt hat, wurde von 

genotypisierten A. fumigatus-Isolaten anhand der zuvor durchgeführten Clusteranalyse eine 

repräsentative Stammauswahl von drei zufällig ausgewählten betroffenen Horststandorten 

getroffen. Ziel war es, genetisch diverse klinische Stämme und Umweltstämme beider 

Kreuzungstypen auf das Vorliegen von Virulenzunterschieden zu untersuchen. Das Fehlen 

molekularbiologisch identifizierbarer primärer Virulenzfaktoren des Pilzes (Askew 2008) 

machte die Anwendung eines in vivo-Infektionsmodells unumgänglich. In der Regel werden 

hierfür in der mykologischen Forschung Mausmodelle angewendet (Clemons und Stevens 
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2005). In den letzten Jahren haben jedoch unter anderem ethische Überlegungen zur 

Entwicklung einer ganzen Reihe alternativer Methoden zur Untersuchung der Virulenz-

eigenschaften von A. fumigatus geführt. Neben Zell- und Gewebskulturen wurden 

Insektenmodelle mit Fruchtfliegen (Drosophila melanogaster; Lionakis und Kontoyiannis 

2005; Lionakis et al. 2005) und Wachsmottenlarven (Galleria mellonella; Jackson et al. 2009; 

Mylonakis 2008; Reeves et al. 2004; Renwick et al. 2006) etabliert. Verglichen mit 

Wirbeltieren unterliegen diese alternativen Modelle jedoch Beschränkungen, die eine 

aussagekräftige Evaluation von Virulenzeigenschaften limitieren. Unterschiede umfassen 

beispielsweise den Infektionsweg, die Unterschiede im Immunsystem und die im Vergleich 

zum Vogel niedrigen Körpertemperaturen der Insekten. Um einige dieser Defizite 

auszugleichen und gleichzeitig auf Tierversuche zu verzichten, wurden das Virulenzpotential 

der Stämme erstmals an einem neu etablierten, alternativen Infektionsmodell basierend auf 

embryonierten Hühnereiern getestet (Jacobsen et al. 2010). Im Vergleich zum Mausmodell 

weisst das alternative Modell bei einer notwendigen dosisabhängigen Überlebensrate 

ebenfalls eine ausgewiesene Reproduzierbarkeit auf (Jacobsen et al. 2010). 

Im Ergebnis konnten durch die Infektionsversuche drei klinische Isolate mit einer 

signifikant gesteigerten Virulenz identifiziert werden. Dagegen war die überwiegende 

Mehrzahl der klinischen Isolate anhand der Virulenz nicht von den Umweltisolaten zu 

unterscheiden und zeigte eine mit dem pathogenen Referenzstamm CEA17∆akuB 

vergleichbare Virulenz (siehe Diskussion Publ. 3). In Übereinstimmung mit genetischen, 

biochemischen und immunologischen Erkenntnissen aus der Humanmedizin (Bart-Delabesse 

et al. 1999; Bart-Delabesse et al. 1998; Debeaupuis et al. 1997) legt das Ergebnis nahe, dass 

kein bestimmter Genotyp von A. fumigatus mit einer höheren Virulenz assoziiert ist und 

vielmehr annähernd jeder Stamm unabhängig von der Herkunft potentiell pathogen ist. 

Interessanterweise jedoch zeigte ein klinisches Isolat bei normalem Wachstum auf 

Anzuchtmedien eine wiederholbar starke Abschwächung der Virulenz. Dies verdeutlicht die 

derzeitige Notwendigkeit von komplexen Infektionsmodellen zur Abschätzung der 

Virulenzeigenschaften isolierter A. fumigatus-Stämme. 

Signifikante Unterschiede in der Virulenz von MAT1.1 und MAT1.2-Stämmen konnten 

nicht festgestellt werden. Dieses Ergebnis widerspricht einer aktuellen humanmedizinischen 

Studie von Patienten mit IA, die Stämmen vom Kreuzungstyp MAT-1.1 eine höhere Virulenz 

zuschreibt (Alvarez-Perez et al. 2009). Das in der vorliegenden Promotionsarbeit mittels 

Multiplex-PCR nachgewiesene gleichzeitige Vorkommen beider Kreuzungstypen in 

infizierten Vögeln birgt die theoretische Möglichkeit für eine kürzlich erstmals experimentell 

nachgewiesene sexuelle Fortpflanzung von A. fumigatus (O'Gorman et al. 2009), da der Pilz 

in chronisch infizierten Vögeln eine hohe Sporulationsbereitschaft in der Lunge und dem 

Luftsacksystem zeigt (Richard et al. 1984). 
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Zusammenfassend lässt sich aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen ableiten, dass die 

Mehrzahl der getesteten Stämme unabhängig von ihrer Herkunft eine mit dem pathogenen 

Referenzstamm CEA17∆akuB vergleichbare Virulenz aufweist. Auch wenn einige klinische 

Stämme mit einer erhöhten Virulenz identifiziert werden konnten, lässt sich in der 

Gesamtschau der Ergebnisse dieser Studie die initial gestellte Hypothese (Hypothese 3) nicht 

unterstützen. Offenbar scheinen, entgegen der ursprünglichen Hypothese, keine Cluster 

hochvirulenter A. fumigatus-Stämme für die gehäuften Ausbrüche der IA an den untersuchten 

Horststandorten in Brandenburg verantwortlich zu sein. Vielmehr deuten die Ergebnisse 

darauf hin, dass wirtseigene Faktoren wie etwa ein unreifes oder supprimiertes Immunsystem 

der Nestlinge bei einer ubiquitär vorhandenen Sporenbelastung durch A. fumigatus 

ausschlaggebend sind für das Angehen einer Infektion und einen fatalen Ausgang. 

 

 

4.5 Ausblick 

 

Die Entdeckung mykotischer Pneumonien als bedeutende Morbiditäts- und Mortalitätsursache 

von Nestlingen einer Wildvogelspezies wirft zahlreiche neue Fragen auf. Bislang lagen keine 

wissenschaftlichen Erkenntnisse über die Bedeutung von Pilzinfektionen bei Wildvogel-

nestlingen vor, so dass es für eine abschließende Einschätzung des Einfluss dieser Erkrankung 

auf die Stabilität der Weißstorchpopulation in Deutschland weiterer Untersuchungen bedarf. 

In Ermangelung von Vergleichsdaten erscheint insbesondere das langfristige Monitoring der 

Erkrankungshäufigkeit von Weißstorchnestlingen und Nestlingen anderer Wildvogelspezies 

dringend geboten. Nachdem in der vorliegenden Promotionsarbeit entgegen der Hypothese 1 

(siehe Punkt 3.1) keine unbekannten Pilzspezies nachgewiesen werden konnten, lag der 

weitere Schwerpunkt der Arbeit auf der Untersuchung des Virulenzpotentials von Aspergillus 

fumigatus-Stämmen endemischer Ausbrüche und der Frage, warum sich gewöhnliche, 

saprophytäre Pilze in aggressive Pathogene verwandeln und bei Weißstorchnestlingen zu 

Infektionen und zum Tod führen. Die Ergebnisse basierend auf dem Hühnereimodell zeigten, 

dass offenbar entgegen der gestellten Hypothese 3 (siehe Punkt 3.3) keine Cluster 

hochvirulenter A. fumigatus-Stämme an betroffenen Neststandorten vorkommen. Sofern die 

Ergebnisse aus dem Modell auf die Situtation beim Weißstorch übertragen werden können, 

folgt hieraus, dass nach gegenwärtigem Kenntnisstand aktive Gegenmaßnahmen aufgrund des 

ubiquitären Vorkommens von Schimmelpilzen in der Umwelt weder angebracht noch 

wirksam wären. Es muss vielmehr angenommen werden, dass andere Faktoren zu der hohen 

Empfänglichkeit der Weißstorchnestlinge für Schimmelpilzmykosen beitragen. Das 

Verständnis dieser der aviären Wirtsabwehr gegen Pilzinfektionen zugrundliegenden 

Mechanismen erscheint hier als zukünftiges Forschungsfeld (Blanco und Garcia 2008). 
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Im allgemeinen wird bei Infektionen mit A. fumigatus meist von einer Vorschädigung oder 

dem Fehlen einer ausreichenden Wirtsimmunität ausgegangen, jedoch ist dieser Zusammen-

hang für Vögel nicht hinreichend geklärt (Tell 2005). Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit 

erzielten Ergebnisse sprechen dafür, dass zum Verständnis der aviären Aspergillose ähnlich 

wie bei anderen Pilzerkrankungen wie etwa der Chytridiomykose der Amphibien (siehe 

Einleitung) und anders als bei primär pathogenen Erregern eine komplexere Betrachtungs-

weise gewählt werden muss, die mögliche die Wirtsabwehr beeinflussende Faktoren 

miteinschließt (siehe Diskussion Publ. 1). Mittels Histopathologie der in dieser Studie 

untersuchten Tiere konnten zunächst Infektionen mit bekannten Viren und Bakterien als 

prädisponierende Faktoren ausgeschlossen werden. Auch konnten histologisch keine 

pathologischen Veränderungen der immunologisch relevanten Organe wie Thymus, Milz und 

Bursa Fabricius identifiziert werden. Interessanterweise waren jedoch annähernd 95% der 

Weißstörche mit diagnostizierter mykotischer Pneumonie nicht älter als drei Wochen, was 

dem ersten Drittel der Nestlingsperiode entspricht. Jovani und Tella konnten zeigen, dass 

Weißstörche in diesem Alter offenbar eine besondere Sensibilität gegenüber Umwelt-

einflüssen aufweisen (Jovani und Tella 2004). Interessanterweise korreliert dieser Zeitraum 

mit dem Defizit von Nesthockern (Atricial Bird Type) wie dem Weißstorch, die 

Körpertemperatur selbstständig zu regulieren (Tortosa und Castro 2003; Tortosa und 

Villafuerte 1999; Visser 1998). Von Vögeln ist zudem bekannt, dass Temperaturstress einen 

negativen Effekt auf die Stabilität des Immunsystems haben kann (Koutsos und Klasing 

2008). Gegenwärtig verfolgen wir daher folgende Hypothese: 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Zusammenarbeit mit dem Institut für Meteorologie der Freien Universität Berlin 

unter der Leitung von Herrn Professor Dr. Uwe Ulbrich wird daher gegenwärtig der Einfluss 

regionaler Klimavariablen (unter anderem die Niederschlagsmenge und die Umgebungs-

temperatur) auf das Auftreten von Pilzinfektionen untersucht. Erste statistische Auswertungen 

der den einzelnen Horststandorten zugeordneten meteorologischen Daten zeigen statistisch 

signifikante negative Anomalien der Tageshöchsttemperatur (Tmax) für die Gruppe an 

mykotischer Pneumonie verendeter Tiere (p<0,001; χ2-Vergleichstest). Bemerkens-

werterweise trat ein Temperatureinbruch 4 bis 7 Tage vor dem Tod der Tiere auf (Abb. 7). 

Dieser Zeitraum korreliert mit Ergebnissen aus Infektionsversuchen mit A. fumigatus an drei 

Wochen alten Putenküken, die die höchste Mortalitätsrate zwischen 3 und 7 Tagen p.i. 

Hypothese 4: Umweltstress führt zu einer Schwächung der Immunabwehr von 

Weißstörchen in den ersten drei Lebenswochen und spielt damit eine 

entscheidende Rolle bei Ausbrüchen der invasiven Aspergillose. 
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zeigten, bei einem mit den Lungenläsionen der Weißstorchnestlinge vergleichbaren 

morphologischen Bild (Peden und Rhoades 1992; Richard et al. 1984). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 7: Klimatologische Auswertung der Tageshöchsttemperatur (Tmax) zwischen Horst-

standorten von Weißstorchnestlingen mit (A) und ohne (B) A. fumigatus-Infektion. Im 

Vergleich zur Gruppe ohne Pilzinfektion (n=27) zeigten die Tiere, die an IA (Grad II) 

durch eine Infektion mit A. fumigatus verendet waren (n=13), im Mittel einen Abfall 

der Tmax 4 bis 7 Tage von dem Sterbedatum im Vergleich zu einer 10 Jahre 

umfassenden Klimatologie der entsprechenden kalendrischen Zeiträume. Zur 

Auswertung wurden jeweils die den Horststandorten nächst gelegenen Wetterstationen 

in Brandenburg und Mecklenburg-Vorpommern herangezogen. Grafik: T. Kruschke, 

P. Olias 

 

 

Zusammengenommen lassen diese ersten Ergebnisse den Schluss zu, dass ein abrupter 

Temperaturabfall in den ersten drei Wochen der Nestlingsperiode einen wichtigen 

beeinflussenden Faktor für das Auftreten von mykotischen Pneumonien bei Weißstorch-

nestlingen darstellen könnte. 

 

Offen bleibt gegenwärtig hingegen noch, welche pathophysiologischen Mechanismen die 

hohe Empfänglichkeit der Tiere für Schimmelpilzmykosen bedingen. Zum Verständnis der 

Rolle des Immunabwehr der Nestlinge bei Pilzinfektionen wären Erkenntnisse über die 

Ontogenie der Immunfunktionen von Weißstorchnestlingen notwendig, die bisher aber erst in 

Ansätzen für sehr wenige Wildvogelspezies untersucht wurden (Arriero 2009; Palacios et al. 

2009; Smits und Bortolotti 2008). Da alle experimentellen Erkenntnisse von domestizierten 
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Vögeln aus der Kategorie der Nestflüchter (Precocial Bird Type) stammen, ist darüberhinaus 

eine direkte Übertragbarkeit auf Wildvögel wie den Weißstorch (Nesthocker; Altricial Type 

Bird) schwer möglich (Smits und Bortolotti 2008). Gegenwärtig ermöglicht lediglich die 

Untersuchung einer Reihe von Variablen des Immunsystems wie etwa eine Leukozyten-

zählung, die Antikörperproduktion gegen spezifische Antigene oder ein Hauttest basierend 

auf der Reaktion von T-Lymphozyten auf das Phytohämagglutinin eine Evaluation der 

immunologischen Fitness von Wildvögeln in vivo (Fair et al. 1999; Hale und Briskie 2007; 

Moreno et al. 1998; Svensson et al. 1998; Tella et al. 2001). Einer post mortalen 

Untersuchung entziehen sich die genannten Methoden, so dass eine Untersuchung dieser 

Parameter, die zum Teil bereits auch bei Weißstorchnestlingen in anderen Studien 

Anwendung fanden (Baos et al. 2006; Jovani et al. 2004), in der vorliegenden Arbeit nicht 

möglich war. Grundsätzlich ist jedoch davon auszugehen, dass Weißstörche sich ihrer 

ökologischen Nische angepasst haben und zur Gewährleistung des größtmöglichen 

Reproduktionserfolgs eine Balance zwischen energetischer Investition in das Immunsystem 

und in die Wachstumsrate des Nachwuchs gefunden haben (Viney et al. 2005). Zahlreiche 

Störgrößen können hierauf einen negativen Einfluss haben, insbesondere die Stabilität der 

Immunabwehr beeinflussen und so den erfolgreichen Schutz gegen Pathogene zusammen-

brechen lassen (Koutsos und Klasing 2008). Neben den bereits erwähnten negativen 

klimatischen Einflüssen stellt eine Mangelernährung einen bedeutenden Stressor für das 

Immunsystem von Vögeln dar (Koutsos und Klasing 2008). Gegenwärtig finden in 

Deutschland durch den Anbau von Energiepflanzen großstrukturelle, landwirtschaftliche 

Veränderungen statt (K. Dziewiaty, persönliche Mitteilung), die bei einem Verlust von 

Dauergrünland zur Nahrungssuche des Weißstorchs über einen Mangel an Nahrung für die 

Nestlingsaufzucht, einen Einfluss auf die Fitness der Weißstorchpopulation vermuten lassen 

(Johst et al. 2001). Beispielweise reduzierte sich die Fläche an Dauergrünland in 

Mecklenburg-Vorpommern zwischen 2003 und 2009 um 6,4% (Anfrage der Bundestags-

abgeordneten der Grünen C. Behm an die Bundesregierung; Quelle: www.cornelia-

behm.de/cms/default/dok/314/314974.finanzkrise_und_gruenlandverordnungen_br.html, Ab-

rufdatum: 15.04.2010). Der seit 2005 andauernde Rückgang um mehr als 300 Brutpaare 

(>30%) in dem intensiv agrarwirtschaftlich genutzten Flächenland Mecklenburg-

Vorpommern mag in diesem Zusammenhang gesehen werden (Fletcher et al. 2010), bedarf 

zur Klärung jedoch wissenschaftlicher Erkenntnisse, die gegenwärtig nicht vorliegen. 

Umfassende modellgestützte Habitatsanalysen könnten hierzu wichtige Erkenntnisse liefern 

(Jepsen et al. 2005). Die offensichtliche Komplexität ökologischer Zusammenhänge bei der 

Beurteilung der Bedeutung von Pilzinfektionen auf Veränderungen der Populationsgröße des 

Weißstorchs in Deutschland impliziert die Notwendigkeit einer multidisziplinären 

Betrachtungsweise und bietet ein wichtiges Arbeitsfeld zukünftiger Forschung. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

 

Die Bedeutung der invasiven Aspergillose für die aktuell regional gehäufte Nestlings-

sterblichkeit deutscher Weißstörche 

Philipp Olias 

 

Weißstörche (Ciconia ciconia) zählen in Deutschland mit etwa 4.000 Brutpaaren zu den 

gefährdeten Vogelarten. Seit dem Jahr 2005 kam es in der Ostpopulation zu wiederholten 

massiven Einbrüchen (regional über 30%) in der Zahl der aus den Überwinterungsgebieten 

zurückkehrenden Altvögel und im Bruterfolg. Gleichzeitig wurde erstmals über ungewöhn-

liche Totalverluste ganzer Bruten durch Pilzinfektionen der Atemwege berichtet. Während 

Pilze als Infektionserreger in der Geflügelwirtschaft und in der Gefangenschaftshaltung von 

Wildvögeln zu größeren Verlusten führen können, war dagegen über die Bedeutung von 

Pilzinfektionen bei Wildvogelnestlingen bislang nichts bekannt. An Beispielen wie der 

Chitridiomykose der Amphibien und des White-Nose-Syndrome der Fledermäuse zeigt sich 

mit welcher Rasanz neu auftretende Pilze als Infektionserreger unvermittelt ganze 

Wildtierpopulationen in ihrer Existenz bedrohen können. Das Ziel der vorliegenden Arbeit 

war daher die Identifizierung von Ursachen der Nestlingssterblichkeit unter besonderer 

Berücksichtigung der Bedeutung von Pilzinfektionen. 

 

In einem Drei-Jahres-Zeitraum zwischen 2007 und 2009 wurden 103 verendete 

Weißstorchnestlinge histopathologisch untersucht und die Todes- und Erkrankungsursachen 

festgestellt. Dabei wies insgesamt mit 45,6% eine unerwartet hohe Zahl an Tieren eine 

mykotische Pneumonie auf. Bei einem großen Prozentsatz der Tiere wurden zudem Traumata 

als unmittelbare Todesursache identifiziert. Lediglich acht Nestlinge zeigten eine letale 

bakterielle oder parasitäre Infektion. Interessanterweise waren etwa 95% der Nestlinge mit 

mykotischer Pneumonie im ersten Drittel ihrer Nestlingszeit verendet. Anhand der 

Wachstumsmorphologie der aus Lungengewebe isolierten Pilze sowie mittels Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) und nachfolgender Sequenzierung der pilzspezifischen Internal 

Transcribed Spacer-Region wurden in allen Fällen Schimmelpilze als Infektionserreger 

identifiziert. Dabei zeigte sich mit einer Infektionsrate von 60% eine herausragende 

Bedeutung von Aspergillus fumigatus gefolgt von verschiedenen Zygomyzeten-Spezies. 

Bislang gänzlich unbekannte Pilze konnten nicht identifiziert werden. In einem Fall wurde mit 

Thermomyces lanuginosus ein Pilz bestimmt, der bisher noch nicht als Infektionserreger für 

den Respirationstrakt bekannt war. Obwohl Aspergillen als Verursacher der sogenannten 

invasiven Aspergillose des Atmungstrakts von Menschen und Tieren bereits lange bekannt 

sind, stellt die Diagnostik aufgrund von falsch-positiver Ergebnisse durch Kontamination und 

Atemwegsbesiedlung immer noch eine große Herausforderung dar. Daher wurde zur 

Absicherung der hier zunächst über eine konventionelle Anzucht aus infiziertem 
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Lungengewebe generierten Ergebnisse erstmals ein diagnostisches Verfahren etabliert, das 

auf der Laser Capture Microdissection-Technologie basiert. Mittels pilzspezifischer 

Fluoreszenzfärbung können damit einzelne histologisch verifizierte intraläsionale Pilz-

strukturen durch einen UV-A-Laser steril mikrodisseziert werden und anschließend mittels 

PCR und nachfolgender Sequenzierung bestimmt werden. Daneben konnte mit dem 

Verfahren gezeigt werden, dass es sich bei aviären A. fumigatus-Infektionen offenbar um 

polyklonale Infektionen handelt. Basierend auf den bisherigen Untersuchungsergebnissen 

wurde die Hypothese aufgestellt, dass bestimmte A. fumigatus-Stämme aus Weißstorch-

Nestlingen eine höhere Prävalenz und Virulenz aufweisen. Zur Überprüfung dieser Hypothese 

wurden mittels Multilocus Microsatellite Typing-Verfahren 61 klinische Isolate und 

Umweltisolate von sechs, teils über vier Jahre wiederholt betroffenen Horststandorten 

genotypisiert. Im Ergebnis zeigte sich eine große genetische Diversität und entgegen der 

ursprünglichen Hypothese keine Cluster-Bildung, die Rückschlüsse auf das Vorliegen einer 

höheren Prävalenz einzelner Stämme an bestimmten Horststandorten zulassen würde. 

Dagegen konnte das Vorkommen polyklonaler A. fumigatus-Infektionen in Vögeln auch mit 

diesem Verfahren und mittels Multiplex-PCR zum Nachweis beider Kreuzungstypen bestätigt 

werden. Nachfolgend wurde eine repräsentative Auswahl der genotypisierten Stämme in 

einem neuen Infektionsmodell auf der Basis embryonierter Hühnereier einer Untersuchung 

auf ihr Virulenzpotential unterzogen. Die Mehrheit der klinischen Stämme und Umwelt-

stämme zeigte dabei in dem in-vivo-Modell eine vergleichbar große Virulenz. 

Zusammengefasst kann die Hypothese, dass bestimmte A. fumigatus-Stämme aus Weißstorch-

Nestlingen eine höhere Prävalenz und Virulenz aufweisen, durch die eigenen Daten nicht 

unterstützt werden. Vielmehr deuten die Ergebnisse daraufhin, dass weitere, bisher 

unbekannte Faktoren zu der hohen Infektanfälligkeit der Weißstörche im ersten Drittel ihrer 

Nestlingszeit gegenüber diesen Pilzen beitragen. Daher werden gegenwärtig klimatologische 

Analysen durchgeführt, um mögliche Umweltstressoren zu identifizieren. Erste Ergebnisse 

lassen einen Zusammenhang zwischen einem abrupten Temperaturabfall und dem einige Tage 

späteren Verenden der Vögel durch Pilzinfektionen erkennen. Zukünftige Arbeiten sollten 

diesen Zusammenhang weiter beleuchten und zur weiteren Klärung des Einflusses von 

Schimmelpilzinfektionen und anderen Faktoren auf die Stabilität der Weißstorchpopulation 

ein langfristiges systematisches Monitoringprogramm umfassen. 
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6 SUMMARY 

 

The Significance of Invasive Aspergillosis in Emerging Regional Chick Mortality of 

German White Storks  

Philipp Olias 

 

In Germany, white storks (Ciconia ciconia) count approximately 4,000 breeding pairs and are 

listed as endangered species. Since 2005, recurrent major declines in homecoming adult 

storks (regionally >30%) of the Eastern migrating population and in breeding success were 

monitored. Coincidentally, for the first time exceptional total breeding losses were recorded 

due to fungal infections of the airways. Although fungi can cause significant losses in poultry 

industry and in wild birds kept in captivity, no information were available on the relevance of 

fungal infections in free-ranging wild birds before fledging. Chitridiomycosis of amphibians 

and white nose syndrome of bats are two timely examples for rapid spread of previously 

unknown fungal infections causing a preciptious decline of animal populations. The prinicipal 

aim of this study was, thus, to perform systematic postmortem examinations on white stork 

chicks to investigate mortality factors and to assess the role of fungi as potential causative 

agents. 

 

One hundred and three deceased white stork chicks were necropsied during a three year 

period (2007-2009) and causes of mortality and morbidity identified by histopathology. 

Unexpectedly, 45.6% of the animals had fungal pneumonia. Trauma also constituted a 

significant percentage of direct mortality factors. Only eight chicks had a lethal bacterial or 

parasitic infection. Interestingly, about 95% of the chicks with fungal pneumonia died in the 

first third of their nestling period. In all cases molds were isolated from lung tissue and 

identified by morphology and polymerase chain reaction (PCR) and subsequent sequencing of 

the fungal internal transcribed spacer region. Aspergillus fumigatus was identified as primary 

causative agent in 60% of the cases followed by several zygomycetes. No previously 

unknown fungi were identified. In one chick, Thermomyces lanuginosus, previously unknown 

to cause respiratory infection, was identified. Accurate species diagnosis of Aspergillus spp. 

in invasive aspergillosis (IA), although long known as respiratory disease of animals and man, 

is still challenging due to environmental contamination and colonization resulting in false-

positive results. Therefore, results of this study achieved by conventional culturing were 

verified by a newly established diagnostic method based on laser capture microdissection 

technology. Intralesional specific fluorescence-stained single fungal structures which has been 

identified by histopathology can thus be aseptically microdissected with a UVA laser system. 

Fungal species identification is then achieved by PCR and subsequent sequencing. 

Furthermore, it could be demonstrated by this technique that polyclonal infections of A. 

fumigatus in birds may occur regularly. Based on the previous results it was hypothesized that 
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certain A. fumigatus strains with a higher prevalence and virulence do occur in white stork 

chicks. To test this hypothesis, genomic fingerprinting was performed by multilocus 

microsatellite typing of 61 clinical and environmental isolates from six different nesting sites 

in part with subsequent IA outbreaks over a period of four years. The results show a very high 

genetic diversity and in contrast to the hypothesis no cluster enriched for certain genotypes at 

the nesting sites. However, previous results suggesting polyclonal infections of A. fumigatus 

in birds could be confirmed by this method and were additionally verified by a multiplex PCR 

that identifed both fungal mating types in each bird. Based on the typing results, the virulence 

potential of selected strains was subsequently assessed in a novel infection model using 

embryonated chicken eggs. The majority of strains thereby showed no differences in virulence 

in the in vivo model, independent of their origin. In summary, the overall data did not support 

the initial hypothesis that certain A. fumigatus strains with a higher prevalence and virulence 

do occur in white stork chicks. Instead, the results of this study support the concept that other 

currently unknown factors may predispose white storks for fungal infections in the first third 

of their nestling period. In this concept, we are currently analysing the influcence of climate 

as potential environmental stressor. Initial results have shown an apparent correlation between 

an abrupt temperature decline and the death of chicks by fungal infections a few days later. 

Future studies will have to further address this correlation and the influence of fungal 

infections and other factors on the stability of white stork population in a systematic long term 

monitoring program. 
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