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|. EINLEITUNG

Die Paramphistomidose bezeichnet den klinischen Befall mit Pansenegeln beim
Wiederkauer. Sie ist eine weltweit verbreitete Parasitose, welche vor allem in
tropischen Gebieten endemisch ist (DEPLAZES et al., 2020). Seit einigen
Jahrzehnten hat sich der Parasit auch in klimatisch gemaRigten Zonen
ausgebreitet. Besonders in Gebieten mit viel Niederschlag scheint sich der Parasit
gut adaptiert und etabliert zu haben (SARGISON et al., 2016). Eine zentrale Rolle
hierflr spielt der Zwischenwirt, die Wasserlungenschnecke.

In nordwest- und westeuropdischen Studien der letzten 20 Jahre wurde
Calicophoron daubneyi als haufigste und meist einzige Pansenegelspezies bei
Nutzrindern nachgewiesen (GORDON et al., 2013; FERRERAS et al.,, 2014;
MALRAIT et al., 2015; TOOLAN et al., 2015; PLOEGER et al., 2017; JONES et
al., 2017a).

Als Endwirte sind domestizierte, weidende Wiederkauer sowie Wildwiederkauer
betroffen. Uber die klinische und 6konomische Relevanz dieser Parasitose gibt es
bisher nur wenige Daten. Es liegen einzelne Fallbeschreibungen und Daten von
Infektionsversuchen vor (ROLFE et al., 1991; FOSTER et al., 2008; MILLAR et al.,
2012; O'SHAUGHNESSY et al.,, 2017). Beschrieben sind Symptome wie
Durchfall, Schwache, submandibulare Odeme und Anorexie in der akuten Phase
der Infektion. In dieser Phase heften sich zuvor oral aufgenommene infektidse
Larven als Jungegel im Dunndarm an. Erst kurze Zeit spater migrieren sie in die
Vormégen, vor allem in Pansen und Netzmagen, und persistieren dort an der
Schleimhaut. In dieser spateren, sogenannten ruminalen Phase, kénnen geman
aktuellem Wissensstand Anzeichen wie verringerte Gewichtszunahme, reduzierte
Milchleistung und Durchfall auftreten oder die Wiederkaduer sind géanzlich
unauffallig (MILLAR et al., 2012; MALRAIT et al., 2015). Adulte Pansenegel
scheiden in dieser Phase Eier aus, welche mit dem Kot in die Umwelt gelangen.
Galba truncatula, die Zwergschlammschnecke, auch bekannt als Zwischenwirt von
Fasciola hepatica, dem GroR3en Leberegel, ist in den Zyklus von Calicophoron
daubneyi eingebunden (JONES et al., 2015). Uber weitere potenzielle
Zwischenwirte ist bisher wenig bekannt. Einige Wasserlungenschneckenarten, die
in gemafigten Klimazonen vorkommen, kénnen als Alternativ-Zwischenwirte von
Fasciola hepatica fungieren und kommen aufgrund der &hnlichen Epidemiologie
als potenzielle Zwischenwirte von Calicophoron daubneyi infrage (ABROUS et al.,
1999b; DREYFUSS et al., 2003; JONES et al., 2015). Alle Arten, insbesondere die

Zwergschlammschnecke, sind in ihrem Lebensraum auf Feuchtigkeit angewiesen
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und an spezifische Habitate gebunden (SCHWEIZER et al., 2007). Auch
Doppelinfektionen des Zwischenwirts mit Fasciola hepatica und Calicophoron
daubneyi wurden beschrieben, sind aber selten (ABROUS et al., 2000; JONES et
al., 2015).

Ziele dieser Dissertation sind die Ermittlung mdoglicher Zwischenwirte von
Calicophoron daubneyi auf stiddeutschen Rinderbetrieben mit Weidehaltung und
eine Beleuchtung der Dynamik zwischen den Parasiten Fasciola hepatica und
Calicophoron daubneyi und ihrer Zwischenwirte mittels Multiplex-PCR.

Die Bekampfung der Paramphistomidose kénnte unter der derzeit fortschreitenden
Situation in Europa an Bedeutung gewinnen. Dabei ist der Miteinbezug des
Zwischenwirtes in die Bekampfungsmalinahmen, wie bei der
Fasciolosebekampfung, zwingend notwendig. Eine medikamentdse Therapie des
Endwirts allein ist in der Regel nicht zielfihrend und muss mit der Parasit-
Zwischenwirt-Interaktion gekoppelt werden (KNUBBEN-SCHWEIZER et al.,
2010).
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[I. LITERATURUBERSICHT

1. Paramphistomidose beim Rind mit Fokus auf die

Spezies Calicophoron daubneyi

Pansenegel gehdren zum Unterstamm der Saugwurmer (Trematoda) und kommen
weltweit bei domestizierten Wiederkduern und Wildwiederk&uern vor. Bis vor
ca. 20 Jahren war die Paramphistomidose in Europa relativ unbekannt, da sie
ihren Ursprung in den Tropen und Subtropen hat. Dort ist sie nach wie vor
weitlaufig verbreitet (DINNIK, 1962; DEPLAZES et al., 2020).

In einer Umfrage mit walisischen Landwirt/innen im Jahr 2015 war der Pansenegel
knapp der Halfte der Befragen bekannt und 10 % gaben an in der Vergangenheit
oder derzeit Pansenegel im Bestand (gehabt) zu haben, obwohl die aktuelle
Betriebs-Pravalenz 61 % betrug (JONES et al., 2017a). In den letzten drei
Jahrzehnten wurden tierarztliche und parasitologische Institute in verschiedenen
west- und nordwesteuropéischen Landern auf diese Parasitose aufmerksam, da
die Pansenegel-Pravalenz ohne direkt erkenntliche Ursache angestiegen ist
(MAGE et al., 2002; GONZALEZ-WARLETA et al., 2013; ZINTL et al., 2014;
PLOEGER et al, 2017; JONES et al, 2017a) und plétzlich vereinzelt
Krankheitsfalle auftraten (FOSTER et al., 2008; MILLAR et al, 2012,
O'SHAUGHNESSY et al., 2017). Fir das Auftreten dieser ,neuen“ Erkrankung
wurden Erklarungen gesucht und Griinde diskutiert wie das spezifische
Bekampfungsprogramm gegen die Fasciolose und somit die Offnung einer Nische
fir Calicophoron in Frankreich (MAGE et al.,, 2002), das Einschleppen der
Parasitose durch die MKS-Krise im Jahr 2001 in GroRbritannien mit vermehrten
Rindimporten (MITCHELL et al., 2007; JONES et al., 2017a) und die Ausbreitung
des Zwischenwirts bzw. die bessere Adaption zwischen Parasit und Zwischenwirt
durch den Klimawandel (FOX et al., 2011; IGLESIAS-PINEIRO et al., 2016;
JONES et al., 2017a). Ursachlich fir schnelle Anpassungsvorgange konnten im
Falle von C. daubneyi die hohe genetische Diversitdt mit einem gewissen
Mutationspotential des Parasiten sein (SARGISON et al., 2019).

Bisher sind in Europa vor allem die Spezies Calicophoron daubneyi,
Paramphistomum cervi und Calicophoron leydeni bekannt (PLOEGER et al., 2017,
DEPLAZES et al., 2020). Weitere auch auf3erhalb Europas verbreitete Spezies
sind  Calicophoron  microbothrium,  Calicophoron  calicophorum  und
Paramphistomum ichikawai (ROLFE et al., 1991; DEPLAZES et al., 2020). Diverse
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Studien, mehrheitlich aus dem west- und nordwesteuropaischen Raum, konnten
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) belegen, dass Calicophoron daubneyi
aktuell die vorherrschende Pansenegelspezies bei Nutzrindern ist (GONZALEZ-
WARLETA et al., 2013; GORDON et al., 2013; FERRERAS et al., 2014; ZINTL et
al., 2014; MALRAIT et al., 2015; TOOLAN et al., 2015; JONES et al., 2017a). In
den Niederlanden wurden zwei der 14 untersuchten Pansenegel als
Paramphistomum leydeni identifiziert, die anderen als Calicophoron daubneyi
(PLOEGER et al.,, 2017). Somit wurde die lang geltende Annahme, dass
Paramphistomum cervi die haufigste Pansenegelspezies in Europa ist, vorerst
widerlegt. Die Unterscheidung und Bestimmung der vorkommenden Spezies ist
notwendig, da unterschiedliche Zwischenwirtsschnecken in deren Zyklen involviert
sind. Die PCR ist hierfiir heutzutage die Methode der Wahl (TAYLOR et al., 2016).

1.1. Zyklus

Analog zum grofl3en Leberegel lauft der Zyklus von Calicophoron daubneyi
zwischen Endwirt und Zwischenwirt mit Phasen in der Umwelt ab. Als Endwirte
kommen beim Pansenegel domestizierte Wiederk&uer wie Rinder, Schafe, Ziegen
sowie Wildwiederkauer und Neuweltkameliden infrage (SILVESTRE et al., 2000;
MILLAR et al., 2017; DEPLAZES et al., 2020). Der Haupt-Zwischenwirt der beiden
Parasiten ist die Zwergschlammschnecke (Galba truncatula) (DEGUEURCE et al.,
1999; ABROUS et al., 2000; IGLESIAS-PINEIRO et al., 2016). Nachweise von
anderen Schlammschneckenarten aus der Familie der Lymnaeidae als potenzielle
Zwischenwirte von Fasciola hepatica und Calicophoron daubneyi wurden in
verschiedenen Landern erbracht (DEGUEURCE et al., 1999; ABROUS et al.,
1999b; ABROUS et al., 2000; RELF et al., 2009; DREYFUSS et al., 2014; JONES
et al., 2015). Paramphistomum cervi entwickelt sich in Schnecken aus der Familie
der Tellerschnecken (Planorbidae) (KRANEBURG, 1977; DEPLAZES et al., 2020).

Der Endwirt scheidet Eier des Pansenegels mit dem Kot aus. Abhangig von
Temperatur- und Lichtverhaltnissen schliipfen die sich darin entwickelten
Mirazidien nach 18-50 Tagen bei Umgebungstemperaturen zwischen 15-20 °C.
Sie bewegen sich im Wasser fort und suchen in feucht-nassen
Schneckenhabitaten einen Zwischenwirt auf, in den sie eindringen (KRANEBURG,
1977). Gegeniuber Trockenheit sind Eier und Mirazidien sehr empfindlich
(ODENING et al.,, 1978). Im Zwischenwirt findet eine Entwicklung und eine
ungeschlechtliche Vermehrung Uber die Stadien der Sporozysten, Redien und
Zerkarien statt (ABROUS et al., 1997; IGLESIAS-PINEIRO et al., 2016). Zerkarien
verlassen nach ca. 33-70 Tagen ihren Zwischenwirt und enzystieren an unter

Wasser liegenden Pflanzenteilen. Dadurch entstehen Metazerkarien, die fir den
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Endwirt infektibse Form (KRANEBURG, 1977). Durch das Abweiden dieser Graser
werden Metazerkarien vom Endwirt aufgenommen und gelangen in den
Verdauungstrakt, wo sie exzystieren und sich zuerst an die Dinndarmschleimhaut
heften. Jungegel reifen dort ca. vier bis funf Wochen und wandern retrograd in die
Vormagen, wo sie sich als Adulte geschlechtlich fortpflanzen und Eier ablegen,
welche mit der Ingesta den Magendarmtrakt passieren und schlussendlich in die
Umwelt gelangen. Die Prapatenzphase dauert ca. drei Monate (ODENING et al.,
1978; ROLFE et al., 1991).

1.2. Epidemiologie

Calicophoron daubneyi wurde erstmals in den 1950er Jahren bei einem Kalb in
Kenia nachgewiesen und als neue Spezies identifiziert (DINNIK, 1962). Wie sich
der Parasit in Gebieten mit gemagigtem Klima in diesem Ausmal’ in den letzten
drei Jahrzehnten ausbreiten konnte, wurde bisher nicht vollumfanglich aufgeklart.
Es wird vermutet, dass der Klimawandel und der betriebene Tierhandel nach und
innerhalb Europas einen erheblichen Beitrag dazu leisteten (MAGE et al., 2002;
MITCHELL et al., 2007; FOX et al., 2011), aber auch, dass genetische
Anpassungsvorgange an Zwischen- und Endwirt eine Rolle spielen kdnnten
(SARGISON et al., 2019). Doppelinfektionen der Endwirte mit F. hepatica und C.
daubneyi sind aufgrund der ahnlichen Epidemiologie relativ haufig (JONES et al.,
2017a).

1.2.1. Pravalenzen in Europa

In einigen Landern Europas wurde in den letzten 20 bis 30 Jahre bei Wiederkduern
im Nutztierbereich einerseits durch Auswertungen von Kotproben, andererseits
durch die Inspektion von Schlachttierkbrpern ein Neuauftreten und teilweise
starker Anstieg des Pansenegelvorkommens verzeichnet. Die erste
Langzeituntersuchung, die eine deutliche Steigerung der Pravalenz gezeigt hat,
wurde in Zentralfrankreich durchgefiihrt (MAGE et al., 2002). Dabei wurde Uber
den Zeitraum von 1990-1999 ein Pravalenzanstieg von 5,2 % auf 44,7 % bei
Weiderindern festgestellt. Die gezielte Bekampfung von Fasciola hepatica zu
Beginn der 90er Jahre in diesem Gebiet, wurde als Ursache fir diesen
signifikanten Anstieg diskutiert. Ebenso ist in Irland die Pansenegelpréavalenz
innerhalb von 9 Jahren von 3-9 % auf 20 % angestiegen mit Peaks von 32 % und
28 % in den Jahren 2010 und 2013 (ZINTL et al., 2014).

Auf Herdenbasis wurde bei Rindern in Wales eine aktuelle Pravalenz von 59 %
erhoben. Dabei zeigte sich ein deutliches West-Ost-Gefalle mit hdheren

Pravalenzen in den kistennahen, mild-feuchten Regionen. 46 % der Pansenegel-
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infizierten Herden (inkl. untersuchte Schafherden) waren mit dem grofRen
Leberegel co-infiziert (JONES et al., 2017a). Eine spanische Studie zeigte eine
Herden-Pravalenz von 36 % in einer nordwestlichen Region des Landes (DIAZ et
al., 2007b). In den Niederlanden ging aus Gebieten mit hohem Fasciola-Risiko aus
Erhebungen tber finf Jahre eine durchschnittliche Betriebs-Pravalenz von 15,8 %
hervor (PLOEGER et al., 2017). Diese Studien basierten auf Einachweisen aus

dem Kot.

Einzeltieruntersuchungen  wurden  vorwiegend an  Schlachttierkdrpern
vorgenommen durch die Adspektion der makroskopisch sichtbaren adulten
Pansenegel in Pansen und Netzmagen. TOOLAN et al. (2015) ermittelten bei
irischen Schlachtrindern eine Préavalenz von 52 %. In einer Schlachthofstudie aus
Schottland wurden bei 29 % der untersuchten Rinder Pansenegel nachgewiesen
(SARGISON et al., 2016). Von diesen Tieren waren 45 % mit F. hepatica co-
infiziert. Die Autor/innen berechneten ein dreifach erhdhtes Risiko fir eine
Pansenegelinfektion, wenn das Tier bereits mit dem grof3en Leberegel infiziert war.
Bereits in der Studie von SZMIDT-ADJIDE et al. (2000) war eine Korrelation der
beiden Infektionen bei Schlachtrindern aus Zentralfrankreich erkennbar. Die C.
daubneyi-Pravalenz lag bei 20 %, ahnlich einer anderen franzdsischen Studie mit
einer Durchschnittspravalenz von 22,3 % Uber einen Zeitraum von neun Jahren
(MAGE et al., 2002). In einer belgischen Studie (MALRAIT et al., 2015) waren 28 %
der untersuchten Schlachtrinder mit Pansenegeln befallen. Bei Schlachtrindern in
Nordwestspanien (Galizien) betrug die Pravalenz 18,8 % (GONZALEZ-WARLETA
et al.,, 2013). In einer weiteren Studie aus Spanien wurde eine Pravalenz von
6,2 % erhoben. Es wurden Schlachttiere aus der Region Kastilien und Leén, einer
milden und feuchten Region in Nordwestspanien, Uber einen Zeitraum von drei
Jahren untersucht (FERRERAS et al., 2014). Die Einzeltierpravalenz in den
Niederlanden betrug bei Schlachtrindern 23,3 % (PLOEGER et al., 2017).

1.2.2. Einflussfaktoren auf die Epidemiologie

Auf das Infektionsrisiko wirken verschiedene Faktoren in einem komplexen
Zusammenspiel ein. Aussagen Uber Risikofaktoren basieren auf Daten aus
einzelnen Gebieten und kénnen nicht grundsatzlich pauschal angewendet werden.
Vermutet wird, dass Niederschlag ein Hauptfaktor darstellt, der das Infektionsrisiko
in gewissen Gebieten erhoht (ROLFE et al., 1991; SZMIDT-ADJIDE et al., 2000:;
DIAZ et al., 2007b; ZINTL et al., 2014). In einer Studie war der Faktor Niederschlag
negativ mit dem Infektionsrisiko assoziiert (DIAZ et al., 2007a). Dabei kénnte ein
~Auswasch“-Effekt eine Rolle spielen. Ist ein gewisser Niederschlagswert

Uberschritten, werden Zwischenwirte und Parasitenlarven weggeschwemmt und
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das Risiko fiir Ubertragungen sinkt (RAPSCH et al., 2008). Auch erhohte
Temperaturen waren negativ mit dem Infektionsrisiko assoziiert. Vermutlich
aufgrund einer schnellen Austrocknung der Boden bei hohen Temperaturen,
bedingt durch die hohe Bodenpermeabilitat im untersuchten Gebiet (GONZALEZ-
WARLETA et al., 2013).

Dauerhafte Wasseransammlungen auf den Weiden scheinen ausschlaggebend
fur die Erhdhung des Infektionsrisikos zu sein. Sie kénnen auf Weiden mit
Gefélleanteil und folglicher Versumpfung der unteren Lagen in regenreichen
Gebieten entstehen (CRINGOLI et al., 2004; GONZALEZ-WARLETA et al., 2013).
Ein Ausbruchsfall in Irland (O'SHAUGHNESSY et al., 2017) zeigte, dass auch neu
auftretende Wasseransammlungen z. B. durch eine defekte Bodendrainage
dramatische Auswirkungen haben kdnnen. Auf der entsprechenden Weide wurde
eine massiv hohe Metazerkarienbirde festgestellt und 19 von 31 Jungrinder sind
an den Folgen von hohen Jungegelbirden im Darm akut gestorben oder mussten

euthanasiert werden.
1.3. Klinische Aspekte der Paramphistomidose

1.3.1. Pathogenese und klinisches Bild

Die klinische Paramphistomidose manifestiert sich in Form einer Enteritis in der
frihen Phase der Infektion. Juvenile Pansenegel verursachen durch das
Ansaugen der duodenalen Mukosa lokale Entziindungsherde mit Knétchenbildung
bis hin zu hdmorrhagischen Enteritiden (DEVOS, 2013; FUERTES et al., 2015).
Es treten Symptome wie Durchfall, Anorexie, Schwache, starker Gewichtsverlust
und submandibulare Odeme vor allem bei Jungrindern mit hohen
Pansenegelbirden auf. Akute Todesfélle sind beschrieben (ROLFE et al., 1991,
FOSTER et al., 2008; MILLAR et al., 2012; O'SHAUGHNESSY et al., 2017).

Wie sich die Parasitenbirde in der spateren, ruminalen Phase nach der Migration
in die Vormagen auf den Organismus auswirkt, ist derzeit noch nicht genau
bekannt. Phasen mit Durchfall sind beschrieben (MALRAIT et al., 2015) und
LeistungseinbulRen sind nicht auszuschlieRen (SPENCE et al., 1992; SARGISON
et al., 2019).

Generell scheinen adulte Rinder relativ widerstandsfahig zu sein, obwohl
postmortal makroskopische und histologische Verdnderungen nachzuweisen sind
(ROLFE et al., 1991; FUERTES et al., 2015). In der Studie von FUERTES et al.
(2015) fiel keines der naturlich infizierten Tiere klinisch auf und es wurden keine

Produktionseinbul3en festgestellt, trotz lokalen, entziindlichen L&sionen in
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ventralen Anteilen des Pansens, des Netzmagens und des Dinndarms, deren
Schweregrad mit der Pansenegelbiirde korrelierte. Im Pansen stellten sich die
Gewebsveranderungen als fokale Nekrosen an den Pansenpapillen bis hin zu

Papillenverlusten und Hyperkeratose dar.

1.3.2. Diagnostik

Das Sedimentationsverfahren mit einer koproskopischen Untersuchung ist die
gangigste Methode zur Diagnostik von Pansenegeln aus dem Kot (DEPLAZES et
al., 2020). Pansenegeleier sind oval, ca. 100-190 pm x 50-115 um grof3, farblos
und sind bedeckelt. Mit Eiern von Fasciola hepatica besteht eine potenzielle
Verwechslungsgefahr, da diese gleich geformt, ahnlich grof3 aber braun-gold
gefarbt und durchschnittlich etwas kleiner sind. Der epg-Wert (Eier pro Gramm
Kot) korreliert beim Pansenegelbefall proportional zur Egelbirde, da die Eier direkt
mit der Ingesta vermischt werden, im Gegensatz zum grof3en Leberegel, bei dem
Eier durch Kontraktion der Gallenblase intermittierend ausgeschieden werden
(GONZALEZ-WARLETA et al., 2013; MALRAIT et al., 2015; PLOEGER et al.,
2017). Mit dieser Methode lassen sich nur adulte, bereits in den Vormagen

befindliche Stadien nachweisen.

Bei der klinischen Paramphistomidose durch juvenile Pansenegel besteht die
Problematik, dass es bisher noch keine sichere Methode zur Diagnostik in der
Prapatenzphase am lebenden Tier gibt. Die Moglichkeit juvenile Egel mittels Sieb-
Wasch-Verfahren aus dem Kot aufzufangen wird in DEPLAZES et al. (2020)
beschrieben. Uber die Sensitivitat und die Praxisrelevanz dieser Methode, liegen
zum jetzigen Zeitpunkt keine Daten vor. Die Eignung serologischer Tests auf C.
daubneyi und P. cervi-Infektionen wurden untersucht, sind jedoch bisher nicht
praxisrelevant und waren teilweise mit Kreuzreaktionen verbunden (DiAZ et al.,
2006; ANURACPREEDA et al.,, 2008; ANURACPREEDA et al.,, 2013). Eine
Diagnose beim akuten Geschehen kann eine postmortale Sektion des Tieres mit
dem makroskopischen Nachweis von juvenilen Pansenegelstadien im proximalen
Duodenum und selten bis ins Jejunum, erbringen. Sie zeichnen sich als kleine
braun-pinke Blaschen ab und sind bis zu 1 mm groR3. Weitere makroskopische
Befunde sind vergrol3erte Mesenteriallymphknoten (FUERTES et al., 2015) und
wassriger Dickdarminhalt (MILLAR et al., 2012). Adulte Pansenegel lassen sich
zuverlassig postmortal adspektorisch diagnostizieren. Sie sind ca. 3-12 mm x 2-
6,5 mm grof3 und rosa bis rétlich gefarbt (Abbildung 1) (DEPLAZES et al., 2020).
Am haufigsten sind adulte Pansenegel an der Mukosa des kranialen Pansensacks,
des ventralen Pansensacks und im Netzmagen lokalisiert; am seltensten an der
Mukosa des dorsalen Pansensacks (GONZALEZ-WARLETA et al., 2013;
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FERRERAS et al.,, 2014; FUERTES et al., 2015; SARGISON et al., 2016;
PLOEGER et al., 2017).

Abbildun 1 Panseelbefll der Hauben- und
Pansenschleimhaut (Foto: Andrea Ktichler)

1.3.3. Therapie und Bekampfung

Der Wirkstoff Oxyclozanid gilt derzeit als Antiparasitikum der Wahl fur eine
Behandlung der Paramphistomidose. In einer Studie erzielte Oxyclozanid durch
die orale Verabreichung mit einer Dosierung von 15 mg/kg bei naturlich infizierten
Milchkihen eine féakale Eireduktion von 98-99 % eine Woche nach der Behandlung
und 93 % der Kilhe wurden nach der Behandlung negativ getestet (ARIAS et al.,
2013). Auch ein Mischpraparat mit Oxyclozanid und Levamisol zeigte eine
voriibergehend gute Wirkung gegen Pansenegel (DIAZ et al., 2006).

Bei der Anwendung von Closantel scheint die Wirkung gegen Pansenegel
abhangig von der Applikationsart zu sein. Durch die orale Verabreichung war eine
deutliche Eireduktion zu erfassen (ARIAS et al.,, 2013). Keine Wirkung gegen
Pansenegel zeigte Closantel bei der subkutanen Applikation (MALRAIT et al.,
2015). Die Autor/innen vermuteten, dass eine systemische Verabreichung weniger
effektiv ist als die orale Gabe, bei der das Medikament direkt in den Pansen

gelangt.

Albendazol wirkte in einer Studie unzureichend gegen adulte Stadien (ARIAS et
al., 2013).

Da der Zyklus und die Epidemiologie des Pansenegels C. daubneyi demjenigen
des groR3en Leberegels sehr @hneln, muss fur die Bekampfung, wie es von der
Fasciolosebekdmpfung bekannt ist, das Weidemanagement mitbericksichtigt
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werden. Eine bewéhrte Strategie ist das Weiderotationssystem nach Boray
(BORAY, 1972; KNUBBEN-SCHWEIZER et al., 2010). Es beruht darauf, dass sich
ein empfangliches Tier hochstens acht Wochen auf Weiden mit
Zwischenwirtsschneckenhabitaten aufhalten darf, wo es sich potenziell infiziert.
Vor Abschluss der Prapatenzzeit muss das Rind auf eine ,trockene® Weide ohne
Habitate verbracht werden, wo es dann Eier ausscheidet. Sind dort keine
Zwischenwirtsschnecken vorhanden, wird so der Zyklus unterbrochen. Auch die
Heutrocknung und Silierung von mit Zwischenwirtsschnecken besiedelten Weiden
kann als Beitrag zur Bekampfung wirksam sein (KNUBBEN-SCHWEIZER et al.,
2010).

2. Zwischenwirte

Beide Trematoden, Calicophoron daubneyi und Fasciola hepatica, haben, bedingt
durch den gemeinsamen Zwischenwirt Galba truncatula (Zwergschlamm-
schnecke), eine sehr ahnliche epidemiologische Dynamik. In der aktuellen
Literatur werden dariiber hinaus weitere potenzielle Zwischenwirte angesprochen,
welche in Anbetracht der Expansion von C. daubneyi in Europa an Bedeutung

gewinnen kdnnten.

2.1. Larvale Entwicklungsstadien von C. daubneyi und F. hepatica im
Zwischenwirt

Die in der AuRenwelt aus dem Ei geschlipften Mirazidien suchen in Gewassern
ihren Zwischenwirt auf, den sie zur ungeschlechtlichen Fortpflanzung benétigen.
Sind sie in die Schnecke eingedrungen, werden sie zu Sporozysten. Junge
Sporozysten kdnnen sich auch im Ful3 oder in der Kopfregion der Schnecke
aufhalten, da die Mirazidien den Schneckenkérper in der Peripherie durchdringt
und sich erst zur Vermehrung in die Mitteldarmdriise zurliickzieht (MAGALHAES
et al., 2004). Im Falle einer Doppelinfektion mit zwei verschiedenen Trematoden
nimmt der nicht dominante Trematode andere Organe, bevorzugt die Niere, oder
Mantel und Fuf ein. Es ist bekannt, dass Entwicklungsprozesse des Parasiten der
Wirts-Schnecke Schaden in Form von generalisierten Nekrosen zufligen
(RONDELAUD et al., 2007a).

Die verschiedenen Stadien der larvalen Entwicklung in der Schnecke werden in
der Literatur haufig leicht unterschiedlich dargestellt und kategorisiert (ABROUS et
al., 1997; RONDELAUD et al., 2007a; IGLESIAS-PINEIRO et al., 2016). Generell
werden die Stadien Sporozysten, Redien, Tochterredien, unreife Zerkarien oder

Prozerkarien, reife Zerkarien und freie Zerkarien genannt.
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BELFAIZA et al. (2004) und RONDELAUD et al. (2009) untersuchten die
komplexen Entwicklungsvorgange von F. hepatica-Redien in Galba truncatula
unter Laborbedingungen sehr genau und beschrieben sie wie folgt: Aus einer
Sporozyste gehen normalerweise zwei Mutterredien hervor. Die erste Mutterredie
kann bis zu vier Generationen von Tochterredien in bestimmten zeitlichen
Abstanden bilden. Diese produziert nur Tochterredien und selbst keine Zerkarien.
Die zweite Mutterredie, die etwas nach der Ersten aus der Sporozyste hervorgeht,
kann ebenfalls bis zu drei Generationen Tochterredien bilden und produziert (im
Gegensatz zur ersten Mutterredie) auch Zerkarien. Die Mutterredien bringen pro
Generation zwischen zwei und 16 Tochterredien hervor. In den friheren
Generationen werden mehr Tochterredien gebildet als in den spateren. Dieser
Prozess des Generationenaufbaus dauert unter Laborbedingungen (20 °C) ca. 63
Tage bis zur vierten Generation (RONDELAUD et al., 2009). So entstehen bei F.
hepatica 28-43 Tochterredien, die intraredial Uber die Stadien der germinalen
Embryos (Morulae, prozerkariale Embryos und Prozerkarien) Zerkarien
produzieren, die sie schlussendlich als freie Zerkarien ausscheiden und die den
Zwischenwirt verlassen. Aus jeder Tochterredie konnen unterschiedlich viele
Zerkarien hervorgehen. Die zweite Generation (erste Tochterredien der ersten
Mutterredie) produzierte in den Versuchen den grofdten Anteil der

ausgeschiedenen Zerkarien.

Eine G. truncatula produzierte bei einer Infektion mit einer F. hepatica -Sporozyste
durchschnittlich 504,3 Zerkarien und jene, die mit zwei Sporozysten infiziert war
produzierte durchschnittlich 876,2 Zerkarien (BELFAIZA et al., 2004). Die
Prapatenzphase, also die Zeitdauer von der Infektion bis zur ersten Zerkarien-
Ausscheidung, dauerte um die 42 Tage und die Ausscheidungsphase hielt ca. 21-
25 Tage an bis zum Tod der Schnecke (BELFAIZA et al., 2004).

2.2. Zwischenwirt: Galba truncatula (Zwergschlammschnecke)

Galba truncatula O. F. MULLER 1774 gehort zu den StiBwasserschnecken und kann
nach aktuellem Wissensstand als Haupt-Zwischenwirt von Calicophoron daubneyi
und Fasciola hepatica bezeichnet werden. Eine experimentelle Studie konnte
zeigen, dass G. truncatula empfénglicher fur Infektionen mit C. daubneyi und F.
hepatica als andere Schneckenarten ist und eine effektivere Vermehrung mit
zuverlassiger Komplettierung des larvalen Zyklus zuldsst, was fur eine Adaption
zwischen Zwischenwirt und Parasit spricht (ABROUS et al., 1998; CARON et al.,
2007; SANABRIA et al., 2012).
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2.2.1. Biologie und Habitate

SuRwasserschnecken koénnen grob in zwei Gruppen eingeteilt werden: den
Lungenschnecken (Pulmonata) und Vorderkiemer (Prosobranchia). Die Art Galba
truncatula gehort zur Familie der Lymnaeidae (Schlammschnecken) und somit zu
den Pulmonata. Sie sind Lungenatmer und kommen zum Luftaustausch an die
Wasseroberflache. Lungenschnecken sind Zwitter und sind zur Selbstbefruchtung
fahig (GLOER & MEIER-BROOK, 2003). G. truncatula sind in ganz Deutschland
verbreitet. Zu ihren morphologischen Merkmalen gehéren ihr tirmchenéhnliches,
hornfarbenes Gehause mit den stufig abgesetzten Windungen, die tiefe Naht und
der tiefe, offene Nabelritz. Ihr Gehause wird zwischen 5-8 mm lang und ist
rechtsgewunden (Abbildung 2) (GLOER & MEIER-BROOK, 2003).

Abbildung 2: Galba
truncatula (Zwerg-
schlammschnecke)

(Foto: Andrea Kichler)

G. truncatula kommen in typischen Lebensrdaumen, genannt Habitate, vor.
Habitate von G. truncatula sind vorwiegend kleine, stehende oder langsam
flieRende Gewasser. Typische Habitate sind Quellen oder
Hangwasseraustrittstellen, Gréaben, langsam flieBende Bache, Tumpel, Teiche,
Moore oder Uferzonen von Seen und langsam flieRenden Flissen (Abbildung 3,
Abbildung 4) (GLOER & MEIER-BROOK, 2003; SCHWEIZER et al., 2007;
CARON et al.,, 2014; RONDELAUD et al.,, 2015). Auch in Drainagegraben,
Brunnen und Trénkebecken von Rindern auf Weiden konnen G. truncatula
gefunden werden (SCHWEIZER et al., 2007; KNUBBEN-SCHWEIZER et al.,
2011). G. truncatula kommen auch in tempordr nassen Habitaten, die

beispielsweise durch starke Regenfélle entstehen, vor (CARON et al., 2014).
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Abildung Seichter Idung 4: Tyisches Habitt mit
Graben (Foto: Irene Binsengewachs (Foto: Irene Schairer)
Schairer)

Es sind Indikatorpflanzen bekannt, welche auf das Vorkommen von Galba
truncatula hinweisen kénnen. Dazu z&hlt vor allem das Binsengewéchs Juncus
acutiflorus EHRHART EX-HOFFMANN, 1791 (RONDELAUD et al., 2011).

2.2.2. Infektion von G. truncatula mit C. daubneyi und F. hepatica

Einige Studien, vorwiegend aus nordwestlichen Landern Europas, beschéftigten
sich mit den Pravalenzen von C. daubneyi und F. hepatica im Zwischenwirt G.
truncatula (Tabelle 1). Langzeitstudien konnten einen Anstieg der C. daubneyi-
Pravalenz Anfang der 90er Jahre nicht nur im Endwirt, sondern auch im
Zwischenwirt nachweisen (MAGE et al., 2002; DREYFUSS et al., 2005). Das
vermehrte Aufkommen von C. daubneyi im Zwischenwirt und die gleichzeitige
Senkung der F. hepatica-Pravalenzen in Frankreich wird durch die starke
Bekampfung von F. hepatica begriindet, wobei G. truncatula als Nische fir C.
daubneyi frei wurde. In gewissen Gebieten Frankreichs nahm C. daubneyi
Uberhand (DEGUEURCE et al., 1999; MAGE et al., 2002).

Haufig co-existieren beide Parasiten mit ahnlich hohen Pravalenzen in denselben
Gebieten oder Habitaten (DREYFUSS et al.,, 2005; DREYFUSS et al., 2014;
JONES et al., 2015; RONDELAUD et al., 2015; JONES et al., 2017b). Trotz der
Co-Existenz sind Doppelinfektionen einer Schnecke selten mit Pravalenzen von
2 % und 0,2 % in Frankreich (DEGUEURCE et al., 1999; ABROUS et al., 2000),
0,05 % im Regional Naturpark Brenne in Frankreich (RONDELAUD et al., 2015),
0,7 % und 1,9 % in Wales (JONES et al., 2015; JONES et al., 2017b) oder werden
nicht nachgewiesen (MARTINEZ-IBEAS et al., 2013; IGLESIAS-PINEIRO et al.,
2016; O'SHAUGHNESSY et al., 2017). Die Konkurrenzsituation im Zwischenwirt
und die Begrenzung der zur Verfugung stehenden Ressourcen fir die larvale
Entwicklung kdnnte eine Begrundung fir dieses seltene Vorkommen sein.
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Tabelle 1: Pravalenzen natirlicher Infektionen von G. truncatula mit F. hepatica und C. daubneyi

Land (Region) Untersuchungs- Pravalenz F. Pravalenz C. Nachweismethoden Literaturnachweis
zeitraum hepatica daubneyi
Frankreich (Zentral)  1989-2000 Anstieg: 4,7 % Anstieg: 0 % (1989) Mikroskopie, Sektion MAGE et al. (2002)
(1998) auf 7,2 % auf 6,3 % (1996); ab
(1993); Senkung: 1997 zwischen 3,7 %-
auf 3,3 % (2000) 53 %
Frankreich (Zentral)  1990-2004 1,7% 1,7% Mikroskopie, Sektion DREYFUSS et al. (2005)
Frankreich (Zentral)  1996-1997 3,6 % 0,8 % Mikroskopie, Sektion ABROUS et al. (2000)
Frankreich (Ost) 1997 0,2 % 13,3 % Mikroskopie, Sektion DEGUEURCE et al. (1999)
Schweiz 1999-2000 7% - gPCR SCHWEIZER et al. (2007)
Frankreich (Zentral)  2005-2008 2,4 % 1,6 % Mikroskopie, Sektion DREYFUSS et al. (2014)
Algerien (Nordost) Juli 2007 6,25 % - Multiplex-PCR CARON et al. (2011)
Spanien (Galizien, 2007-2009 8,2 % 4.4 % Mikroskopie, Sektion IGLESIAS-PINEIRO et al.
Nordwest) (2016)
Belgien und Sommer 2008 1,31 % - Multiplex-PCR CARON et al. (2014)
Luxemburg
Polen Juni-August 26,6 % - PCR (KOZAK &
WEDRYCHOWICZ, 2010)
Frankreich (Reg. 2012-2014 0,5% 1,1% Mikroskopie, Sektion RONDELAUD et al. (2015)
Naturpark Brenne)
Spanien (Galizien, - 40,4 % 19,1 % Mikroskopie, Sektion, MARTINEZ-IBEAS et al.
Nordwest) Multiplex-PCR (2013)
GrofRbritannien Mai-September 13,4 % 112% PCR JONES et al. (2015)
(Wales) 2015
GrofRbritannien Mai-Oktober 2016 5,6 % 4,0 % Multiplex-PCR JONES et al. (2017b)
(Wales)
Irland (Betrieb mit C. September 2016 1,4 % 55,7 % Multiplex-PCR O'SHAUGHNESSY et al.
daubneyi-Ausbruch)  (Ausbruch) (2017)
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Bei experimentell durchgefihrten Infektionsstudien hat sich gezeigt, dass beide
Trematoden, trotz der ahnlichen Epidemiologie, bei Temperaturschwankungen
unterschiedlich reagieren. Eine kurzfristige Absenkung der Temperatur hatte einen
stimulierenden Effekt auf die Entwicklungsstadien von C. daubneyi und die
Zerkarienemission. Hingegen war die Zerkarienemission bei F. hepatica bei einer
konstanten Temperatur von 20 °C effektiver. Daraus entstand die Hypothese, dass
sich bei niedrigeren Temperaturen eher C. daubneyi durchsetzt und im Frihling
aus Uberwinternden G. truncatula bessere Uberlebenschancen hat (ABROUS et
al., 1999a, 1999c). Ein anderes Phanomen unter experimentellen Bedingungen
beschreibt die Infektionswahrscheinlichkeit von G. truncatula bei verschiedenen
GehausegrofRen bzw. Altersstufen der Schnecken. Hierbei wurde beobachtet,
dass eine Infektion der Schnecke mit F. hepatica mit steigender Schneckengréf3e
wahrscheinlicher wurde, wohingegen eine C. daubneyi-Infektion mit steigender
Grol3e unwahrscheinlicher wurde. Die Ursache konnte sein, dass F. hepatica sich
bereits besser an den Zwischenwirt angepasst hat und dass C. daubneyi die
befallenen Zwischenwirte in ihrer Entwicklung hemmen (IGLESIAS-PINEIRO et
al., 2016). Grundsatzlich wurden im Versuch in allen Grol3enkategorien Infektionen

festgestellt.

2.3. Weitere (potenzielle) Zwischenwirte

Galba truncatula gilt als Haupt-Zwischenwirt des groRen Leberegels und der
Pansenegelart C. daubneyi. Es gibt weitere Schneckenarten, gréfitenteils aus
derselben Familie Lymnaeidae, die C. daubneyi und F. hepatica Ubertragen
koénnen, insbesondere bei Abwesenheit von G. truncatula. Im Folgenden werden
verschiedene europdische Schneckenarten vorgestellt, die in der aktuellen
Literatur als Zwischenwirte Erwahnung gefunden haben. Die hier verwendeten
Artenbezeichnungen wurden gemald Synonymverzeichnis (,13 Synonyma®) in
GLOER and MEIER-BROOK (2003) vereinheitlicht.

2.3.1. Aus der Familie Lymnaeidae (Schlammschnecken)

Lymnaeidae sind Wasserlungenschnecken, die an StiRwasser angepasst sind. Sie
kommen vorwiegend in seichten und verschlammten Gewassern vor.
Schneckenarten dieser Familie sind rechtsgewunden und kénnen in der Regel
anhand morphologischer Unterschiede des Gehéauses mittels
Bestimmungsschliissel unterschieden werden (GLOER & MEIER-BROOK, 2003).
Eine genetische Unterscheidung mittels molekularbiologischer Verfahren anhand
des ITS-2-Gens kann bei sehr &hnlicher Morphologie, z. B. bei R. balthica und R.
labiata, sinnvoll sein (BARGUES et al., 2001; CARON et al., 2007).
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2.3.1.1. Radix balthica (Gemeine Schlammschnecke) und Radix labiata
(Alpen-Schlammschnecke)
R. balthica LINNAEUS 1758 und R. labiata ROSSMAESSLER 1835 sind in Deutschland
weit verbreitet. R. balthica kann in Héhen bis 2500 4. d. M. vorkommen und R.
labiata ist vorwiegend in siidlichen Teilen Deutschlands endemisch (GLOER &
MEIER-BROOK, 2003). Die Gehéause adulter R. balthica und R. labiata kénnen bis
20 mm lang werden. R. balthica gilt als recht anpassungsfahig und kann sogar in
tiefen Gewassern oder in Gewassern mit Salzgehalt Uberleben. Meist ist sie in
Uferbereichen von pflanzenreichen, stehenden Gewéssern anzutreffen. R. labiata
kann in kleinen stehenden oder langsam flieRenden Gewassern gefunden werden,

auch im Gebirge.

Naturliche Infektionen von R. balthica mit F. hepatica wurden mit einer Pravalenz
von 1,4 % in Frankreich ermittelt (DREYFUSS et al., 2002). In experimentellen
Infektionsstudien fiel auf, dass die Infektionsrate negativ mit der Gehausegrol3e
korrelierte (DEGUEURCE et al., 1999; DREYFUSS et al., 2000; DREYFUSS et al.,
2002). Juvenilen R. balthica kénnte somit eine besondere Rolle im F. hepatica-
Zyklus zufallen. R. labiata lieBen sich experimentell erfolgreich mit F. hepatica
infizieren. Sie schieden verglichen mit G. truncatula in sehr geringen Mengen
Zerkarien aus, die jedoch im Rattenmodell gleichermal3en infektios waren
(CARON et al., 2007).

Es gibt noch keine Evidenzen, dass R. balthica oder R. labiata fahig sind den
larvalen Zyklus von C. daubneyi zu schlieBen. Bisher konnten nur unreife
Larvenstadien nachgewiesen werden (DEGUEURCE et al., 1999; DREYFUSS et
al., 2002). Unter experimentellen Bedingungen konnte ein Phanomen gezeigt
werden, dass C. daubneyi als ,Wegbereiter” flir F. hepatica dienen kdnnte. Denn
reife Larvenformen von F. hepatica wurden in dieser Studie nur gesehen bei
juvenilen R. balthica, die vier Stunden vor der F. hepatica-Infektion mit C. daubneyi
infiziert wurden (DEGUEURCE et al., 1999).

Besonders in Abwesenheit von G. truncatula kénnten Radix sp. insbesondere bei
der Ubertragung von F. hepatica eine Rolle spielen. In einer irischen Studie
konnten Pravalenzen zwischen 10,3-61,1 % festgestellt werden (RELF et al.,
2009). Wohingegen aus einer anderen Studie die F. hepatica-Pravalenz von 25 %
in R. balthica hervorging, aus einem Betrieb, wo auch G. truncatula gefunden
wurden (JONES et al., 2015).
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2.3.1.2. Omphiscola glabra (Langliche Sumpfschnecke)

Diese Schneckenart ist in Deutschland vorwiegend im Nordwesten verbreitet und
kommt in pflanzenreichen Graben und Tumpeln vor (GLOER & MEIER-BROOK,
2003).

Die aktuellen Studien zur Rolle von O. glabra O. F. MULLER 1774 als potenzieller
Zwischenwirt von F. hepatica und C. daubneyi stammen aus Frankreich. Dabei
wurden umfangreiche Untersuchungen zum natirlichen Infektionsstatus dieser
Schneckenart erhoben. Es wurden dabei jeweils Pravalenzen unter 2 % fir beide
Parasitenarten mittels Sektion und Mikroskopie ermittelt (ABROUS et al., 2000;
DREYFUSS et al., 2003, 2005; DREYFUSS et al., 2014). Die nattrliche Pravalenz
von Co-Infektionen mit C. daubneyi und F. hepatica lag bei 0,7 % und war hdher
als bei G. truncatula mit 0,4 % (VIGNOLES et al., 2016).

O. glabra wurde beziglich ihres Zwischenwirtspotenzials eine gewisse
Anpassungsfahigkeit zugeschrieben, denn bei ihrer alleinigen Anwesenheit war
die Pravalenz signifikant héher, als wenn sie sich das Habitat mit G. truncatula
teilte (ABROUS et al., 1999b; DREYFUSS et al.,, 2014). Zusatzlich stellten
DREYFUSS et al. (2005) in ihrer Langzeitstudie fest, dass die Anzahl Zerkarien
enthaltenden Redien in O. glabra tUber die beobachteten 15 Jahre anstiegen.

ABROUS et al. (1996) beobachteten bei ihren experimentellen Infektionsstudien
ein ungewohnliches Phanomen. Sie infizierten junge O. glabra (4-6 mm) mit
beiden Parasiten und beobachteten, dass sich eine Trematodenart jeweils gegen
die andere durchzusetzen schien. Nur doppelinfizierte Schnecken bei denen sich
F. hepatica durchgesetzt hat, schieden F. hepatica-Zerkarien aus. Setzte sich C.
daubneyi durch, wurden keine Zerkarien ausgeschieden. Ebenso liel3en sich keine
larvalen Stadien nachweisen, wenn O. glabra nur mit einem Parasiten infiziert
wurden. Gleiches wurde spater auch bei Infektionen von juvenilen R. balthica
beobachtet (DEGUEURCE et al., 1999).

2.3.1.3. Stagnicola palustris (Gemeine Sumpfschnecke)

Stagnicola palustris O. F. MULLER 1774 findet in Norddeutschland weite
Verbreitung und kommt selten in sudlichen Teilen vor. Mit einer Gehausegrolie
von bis zu 17,5mm gehort sie zur groBten Art der Gattung Stagnicola
(Sumpfschnecke). Ufergebiete von Teichen und stehenden Gewassern zahlen zu
ihrem Lebensraum (GLOER & MEIER-BROOK, 2003).

S. palustris wurde ahnlich wie Radix balthica als potenzieller Zwischenwirt von F.

hepatica und C. daubneyi in einer franzdsischen Studie benannt (DEGUEURCE et
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al., 1999). Hierbei konnten unter experimentellen Bedingungen reife Zerkarien in
juvenilen Schnecken, die einer Doppelinfektion mit C. daubneyi und F. hepatica
ausgesetzt wurden, gesehen werden. Jedoch setzte sich auch in dieser
Schneckenart eine Parasitenart durch. Eine alleinige Infektion mit C. daubneyi
fuhrte nicht zur Entwicklung von reifen Larvenstadien. Die Infektionspravalenz war
bei juvenilen Schnecken héher als bei gréfReren Schnecken (4 mm). In dieser
Studie enthielt eine im Feld gesammelte S. palustris reife Larvenstadien von C.

daubneyi und F. hepatica als Doppelinfektion.

2.3.2. Aus der Familie Planorbidae (Tellerschnecken)

Planorbidae zahlen ebenso wie Lymnaeidae zu den Siulwassermollusken und
Lungenschnecken (Pulmonata). Ihre Artenvielfalt ist weitaus grof3er als die der
Lymnaeidae und die morphologische Differenzierung ist komplexer. Merkmale der
Planorbidae sind ihre flache tellerartige Form und die Linkswindung (GLOER &
MEIER-BROOK, 2003).

Im Zusammenhang mit C. daubneyi und F. hepatica findet vorwiegend die Art
Anisus leucostoma MILLET 1813 in der aktuellen Literatur Erwahnung. Sie ist in
ganz Deutschland verbreitet und kann in kleinen, stehenden Gewéassern oder
Uberschwemmten Gebieten gefunden werden. Gegen Austrocknung ist diese Art
relativ robust (GLOER & MEIER-BROOK, 2003).

Ahnlich wie bei R. balthica und O. glabra konnte bei experimentellen Infektionen
eine Steigerung der Empfanglichkeit fir F. hepatica-Infektionen bei einer
vorhergehenden Infektion mit C. daubneyi gezeigt werden. Unter diesen
Umstanden erfolgte die komplette larvale Entwicklung von F. hepatica bis zur
Ausscheidung von Zerkarien. Somit kdnnte A. leucostoma als ungewdohnlicher
Zwischenwirt in Abwesenheit von G. truncatula fungieren (ABROUS et al., 1998;
DREYFUSS et al., 2002). Unter natirlichen Bedingungen wurde eine F. hepatica-
Pravalenz von 0,1 % (DREYFUSS et al., 2002) und 0,4 % (ABROUS et al., 2000)
bestimmt. C. daubneyi-Infektionen wurden nicht gesehen (ABROUS et al., 2000)
oder es zeigten sich nur unreife Larvenstadien ohne Komplettierung des larvalen
Zyklus (DREYFUSS et al., 2002).

Planorbidae sind Zwischenwirte von anderen Pansenegelarten wie P. cervi und P.
ichikawai (DEPLAZES et al., 2020).

2.3.3. Aus der Familie Physidae (Blasenschnecken)
Physidae sind linksgewunden und gehoren wie die Lymnaeidae und Planorbidae
zu den SuRwassermollusken und Pulmonata (GLOER & MEIER-BROOK, 2003).
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Die Art Physella acuta DRAPARNAUD 1850 (Spitze Blasenschnecke) konnte zwar
mit F. hepatica und C. daubneyi natirlich und experimentell infiziert werden, zeigte
aber lediglich unreife Larvenstadien und abortive Infektionen (ABROUS et al.,
1998; DEGUEURCE et al., 1999; DREYFUSS et al., 2002). Wie Physella acuta
kommt auch Physa fontinalis LINNAEUS 1758 (Quellblasenschnecke) als
Ubertrager aktuell eher nicht infrage (IGLESIAS-PINEIRO et al., 2016). Beide
Arten sind in Deutschland endemisch und kommen in stehenden und langsam
flieRenden Gewassern vor (GLOER & MEIER-BROOK, 2003).

2.3.4. Invasive Schneckenarten

Die aus Neuseeland eingeschleppte Schneckenart Potamopyrgus antipodarum
GRAY 1843 (Neuseelédndische Deckelschnecke) scheint zumindest fur F. hepatica
empfanglich zu sein. In einem Betrieb mit gemischten Infektionen mit F. hepatica
und C. daubneyi wurde mittels PCR genetisches Material von F. hepatica in P.
antipodarum gefunden. Ob sich der larvale Zyklus schlieBen kann, ist nicht
bekannt (JONES et al.,, 2015). P. antipodarum wurde im 19. Jahrhundert
eingeschleppt und hat sich seitdem in ganz Deutschland verbreitet. Sie lebt im
SuRwasser in Graben und Uferbereichen von Seen und flieRenden Gewassern
(GLOER & MEIER-BROOK, 2003). Sie ist bedeckelt, ca. 4-6 mm lang,
rechtsgewunden und gehort zur Familie der Hydrobiidae (Wasserdeckel-

schnecken).

Franzdsische Exemplare der invasiven Schneckenart Pseudosuccinea columella
SAY 1817 wurden in experimentellen Studien auf ihr Potenzial als Zwischenwirt
Uberpruft. POINTIER et al. (2007) infizierten 3-4 mm grof3e Schnecken mit F.
hepatica. Alle getesteten Schnecken (n=26) nahmen Mirazidien auf. Der
Infektionsstatus wurde zwei Wochen nach der Infektion bestimmt und der Versuch
wurde nicht weitergefuhrt. Die Arbeitsgruppe DAR et al. (2015) infizierte die
Nachzucht franzésischer P. columella mit C. daubneyi. Juvenile P. columella
(<2 mm) lieBen sich infizieren, die dann auch Zerkarien ausschieden. Altere
Exemplare waren resistent und nahmen keine Mirazidien auf. Uber die Verbreitung

dieser Schneckenart im europaischen Raum ist bisher wenig bekannt.

2.3.5. Landlungenschnecken

Uber die Infektion von Landschnecken mit Trematoden gibt es bisher kaum
Informationen. Aus einer Studie aus einem Schafbetrieb in Irland ging eine F.
hepatica-Pravalenz von 73,9 % in Succinea spp. (Bernsteinschnecke) hervor
(RELF et al., 2009). Die Untersuchung wurde mittels PCR durchgefiihrt. Uber die

Vervollstandigung des Zyklus in diesem ungewohnlichen Zwischenwirt gibt es
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bislang keine Erkenntnisse. Somit konnten Landlungenschnecken auch Fehlwirte

sein.

3. Methoden zur Untersuchung von

Zwischenwirtsinfektionen

Die Untersuchung von Larvenstadien in ihren Zwischenwirten beleuchtet einen
wichtigen Teil des gesamten parasitaren Zyklus. Durch die vorgestellten
diagnostischen Methoden konnte das Zwischenwirtsspektrum genauer untersucht
und natirliche Veranderungen in der Dynamik von F. hepatica und C. daubneyi
und deren Interaktion mit ihren Zwischenwirten festgestellt werden (MAGE et al.,
2002; CARON et al., 2008).

Traditionell wurden Schnecken seziert und adspektorisch auf Larvenstadien
mittels Mikroskopie untersucht (FRANDSEN & CHRISTENSEN, 1984). In den 90er
Jahren gelangen erste molekularbiologische Nachweise des grof3en Leberegels
im Zwischenwirt (HEUSSLER et al., 1993; ROGNLIE et al., 1994; KAPLAN et al.,
1995, 1997), woraufthin sich  Wissenschaftler/innen mit modernen
Nachweismethoden wie der konventionellen PCR (CUCHER et al., 2006; CARON
et al., 2007; JONES et al., 2015), der Multiplex-PCR (MARTINEZ-IBEAS et al.,
2013) und der quantitativen Real-time PCR (SCHWEIZER et al., 2007) zum

Nachweis von F. hepatica und C. daubneyi im Zwischenwirt beschéftigten.

3.1 Schneckensektion und Mikroskopie

Die Schneckensektion ist die alteste Methode zur Untersuchung von
Zwischenwirtsinfektionen (CARON et al., 2008). Aktuell wird sie vorwiegend
genutzt, um umfassende Pravalenzbestimmungen natlrlich infizierter
Schneckenarten durchzufiihren (DEGUEURCE et al.,, 1999; ABROUS et al.,
1999b; ABROUS et al., 2000; MAGE et al.,, 2002; DREYFUSS et al., 2003;
DREYFUSS et al., 2014; RONDELAUD et al., 2015) oder um die Entwicklung der
Larvenstadien in experimentellen Infektionsstudien in unterschiedlichen
Zwischenwirten zu untersuchen (ABROUS et al., 1996, 1997; DEGUEURCE et al.,
1999). Ein weiterer Nutzen der Mikroskopie ist die Selektion von adspektorisch
nicht infizierten Schnecken fir PCR-Pools zur Reduzierung von Proben (JONES
et al., 2017b). Daneben wurden die Entwicklungsstadien von C. daubneyi
mikroskopisch studiert und charakterisiert (ABROUS et al., 1997; IGLESIAS-
PINEIRO et al., 2016).

Die technische Durchfihrung der Methode wird als relativ einfach und

kostengiinstig beschrieben. Unter einem  Stereomikroskop wird die
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Schneckenschale an der groRten Windung mit einer Pinzette zerbrochen. Das
herausgeloste Schneckengewebe wird am Epithelium der Mitteldarmdrise
eroffnet, um larvale Stadien erkennen zu kdnnen (FRANDSEN & CHRISTENSEN,
1984; DREYFUSS et al., 2005; CARON et al., 2008).

Eine Differenzierung von Zerkarien enthaltenden Redien und freien Zerkarien
unterschiedlicher Trematodenarten ist anhand morphologischer Merkmale (z. B.
Pharynx und GliedmaRen) mdglich (FRANDSEN & CHRISTENSEN, 1984;
ABROUS etal., 1997, 2000). Unreife Redien und friihere Entwicklungsstadien sind
jedoch schwer zu erkennen und zu differenzieren. CARON et al. (2007)
beschreiben, dass die Sektion vor dem 21. Tag p. i. schwierig ist, da erst dann von
Sporozysten ausgeschiedene Redien ins Gewebe migrieren. Auch MARTINEZ-
IBEAS et al. (2013) gelang ein mikroskopischer Nachweis unreifer Redien erst ab
dem 29. Tag p. i. Daher wird die Sensitivitat der Methode als deutlich geringer
gegeniuber molekularbiologischen Nachweismethoden eingeschatzt (CUCHER et
al., 2006; CARON et al., 2007; MARTINEZ-IBEAS et al., 2013).

3.2. »Cercarial Shedding“ (Zerkarien-Austritt)

Mit dem Freiwerden der Zerkarien schlief3t der larvale Zyklus im Zwischenwirt ab
(RONDELAUD et al., 2009). Die Beobachtung der Zerkarienemission kann als
diagnostisches Mittel dienen, um das Potenzial von verschiedenen
Schneckenarten als Zwischenwirte zu tberpriufen. CARON et al. (2007) konnten
mit einer experimentellen Infektionsstudie zeigen, dass alle infizierten G. truncatula
eine deutlich hdhere Anzahl F. hepatica-Zerkarien ausschieden (mit bis zu 100
Zerkarien pro Schnecke) als R. labiata, von denen ein Drittel der Infizierten
durchschnittlich vier Zerkarien ausschieden. Infizierte R. balthica schieden keine

Zerkarien aus.

Der Zerkarienaustritt kann unter experimentellen Bedingungen durch einen
starken Lichtreiz (FRANDSEN & CHRISTENSEN, 1984) oder durch einen rapiden
Temperaturabfall (CARON et al., 2007) herbeigefihrt werden. Freie Zerkarien von
C. daubneyi und F. hepatica lassen sich morphologisch und anhand ihres
Schwimmverhaltens unterscheiden: F. hepatica-Zerkarien sind weil3 und schnell,
wahrend C. daubneyi-Zerkarien dunkelbraun und eher trage sind (MAGE et al.,
2002).

3.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Das Ziel der molekularbiologischen Nachweismethoden ist eine frihe Erkennung
der Zwischenwirtsinfektion (MARTINEZ-IBEAS et al., 2013). Tabelle 2 gibt einen

Uberblick tiber aktuelle Studien von verschiedenen Autor/innen zur Anwendung
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der PCR, der genutzten Primerpaare und Amplikons. In der Aufstellung wurden die

entsprechenden Sensitivitaten und Spezifitaten zusammengefasst.
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Tabelle 2: Methode der PCR und Multiplex-PCR zur Untersuchung von Zwischenwirtsinfektionen mit F. hepatica und C.

daubneyi

Methode Amplikon Sensitivitét Spezifitat Literaturnachweis
Multiplex- F. hepatica: Tandem repeat DNA 85 bp-Intervall 1 Mirazidie (0,8 ng/ul) in Keine Kreuzreaktionen mit anderen MAGALHAES et al.
PCR (mtDNA) Schnecken-DNA (7 ng/ul)  Trematoden (C. caratinguense und C. (2004)
Interne Kontrolle F. hepatica und Schnecke: (2004) macrogranulosa) (2008) MAGALHAES et al.
1200 bp (Schnecke) und 1300 bp (F. hepatica) (2008)
(ITS, rDNA)
PCR-RFLP C. daubneyi: 428 bp (ITS-2+, rDNA) - 97,2 % Homologie zu C. calicophorum; RINALDI et al.
97,4 % Homologie zu C. microbothrioides  (2005)
PCR F. hepatica: 405 bp (COX-1, mtDNA) 10 pg F. hepatica-DNA Keine Kreuzreaktionen mit Cotylurus sp.,  CUCHER et al.
mit 10 % Schnecken- Echinoparyphium sp., Echinostoma sp.; (2006)
DNA; Keine Reaktionen mit DNA von nicht
100 pg mit 20 % infizierten L. columella und L. viatrix
Schnecken-DNA
PCR F. hepatica: 124 bp (repetitive DNA-Sequenz) 1 ng DNA Kreuzreaktion mit F. gigantica CARON et al.
(2007)
Real time F. hepatica: 86 bp (Fhr-II) - - SCHWEIZER et al.
TagMan (2007)
PCR
PCR F. hepatica: 124 bp (repetitive DNA-Sequenz, Mit einer Mirazidie keine Kreuzreaktionen mit G. truncatula, (KOZAK &
ITS-2) infizierte G. truncatula P. cervi und D. dendriticum WEDRYCHOWICZ,
12 h p. i. positiv getestet 2010)
Multiplex- F. hepatica: 124 bp (repetitive DNA-Sequenz) 1 pg F. hepatica-DNA in Keine Kreuzreaktionen mit D. CARON et al.
PCR Interne Kontrolle Schnecke: 500-600 bp (ITS-2) 100 ng/ul Schnecken- lanceolatum, F. magna; C. daubneyi (2011)
DNA (2011) Bande bei 400-500 bp (2011) CARON et al.
(2014)
Multiplex- F. hepatica: 425 bp (COX-1, mtDNA) F. hepatica: 0,001 ng Keine Kreuzreaktionen untereinander MARTINEZ-IBEAS
PCR C. daubneyi: 885 bp (COX-1, mtDNA) DNA oder mit C. cotylophorum, C. batycotyle, et al. (2013)
C. daubneyi: 0,1 ng DNA  C. calicophorum, D. dendriticum
PCR (2015); F. hepatica: 425 bp (COX-1, mtDNA) F. hepatica: 0,001 ng - JONES et al.
Multiplex- C. daubneyi: 167 bp (COX-1, mtDNA) DNA (2015)
PCR (2017b) C. daubneyi: 0,001 ng JONES et al.
DNA (2017) (2017b)
Multiplex- GemaR MARTINEZ-IBEAS et al. (2013) - - O'SHAUGHNESSY
PCR et al. (2017)
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3.3.1. Konventionelle PCR

Die haufigsten Gene zur Amplifikation einer speziesspezifischen Sequenz aus
dem F. hepatica- und C. daubneyi-Genom sind das cytochrom-c-oxidase-subunit-
1-Gen (COX-1) der mitochondrialen DNA und das internal-transcriped-spacer-2-
Gen (ITS-2) der ribosomalen DNA. Die bisher designten Primerpaare und
Basenpaarlangen der Amplikons sind der Tabelle 2 und die Sequenzen der Primer

der entsprechenden Literatur zu entnehmen.

Die PCR gilt als sehr sensitive Methode fur den Nachweis von
Zwischenwirtsinfektionen mit F. hepatica und C. daubneyi (CARON et al., 2008).
Nachweisgrenzen bis zu 0,001 ng Parasiten-DNA konnten anhand
Verdiinnungsversuchen bestimmt werden (CUCHER et al., 2006; MARTINEZ-
IBEAS et al., 2013; JONES et al., 2017b). Dass die PCR eine hdhere Sensitivitat
hat als die Schneckensektion und Mikroskopie, konnten verschiedene Studien
zeigen. MARTINEZ-IBEAS et al. (2013) konnten ab dem ersten Tag p.i. F.
hepatica-DNA in Schnecken, die mit vier Mirazidien infiziert wurden, mittels PCR
nachweisen. Bei infizierten Schnecken mit zwei Mirazidien von F. hepatica oder C.
daubneyi gelang der Nachweis ab dem zweiten Tag p. i. Mikroskopisch waren die
Parasiten erst ab dem 29. Tag und 33. Tag p.i. erkennbar. Auch bei der
Untersuchung von experimentell infizierten R. balthica waren am 15. Tag und 30.
Tag p. i. keine Larven mikroskopisch sichtbar, wogegen die mittels PCR ermittelten
Pravalenzen 2,5 % respektive 6,25 % betrugen (CARON et al., 2007). Auch
CUCHER et al. (2006) konnten eine signifikante Diskrepanz zwischen
mikroskopisch und PCR ermittelten Pravalenzen bei F. hepatica-infizierten
Schnecken von 17,5 % versus 51,3 % bei L. columella SAY 1817 und 2,9 % versus

61,6 % bei L. viatrix ORBIGNY 1835 aufzeigen.

Der Anteil an Schnecken-DNA scheint einen Einfluss auf die Nachweisbarkeit der
Parasiten zu haben. Ergebnisse von CUCHER et al. (2006) haben gezeigt, dass
bei der Zugabe von 10 % Schnecken-DNA noch 0,01 ng Fasciola-DNA
nachgewiesen werden kdnnen. Bei der Zugabe von 20 % Schnecken-DNA stieg
die Nachweisgrenze auf 0,1 ng. Auch PCR-Inhibitoren kénnen die Sensitivitat
herabsetzen (CUCHER et al., 2006). Ihre Wirkung fiel in Versuchen durch Proben
auf, die bei der Mikroskopie als positiv erkannt und in der PCR negativ getestet
wurden. Der PCR-Mix wurde im wiederholten Versuch bei allen negativ getesteten
Schnecken mit 0,048% BSA versetzt, woraufthin eine deutliche
Pravalenzsteigerung von 32 % bei L. columella und 45,8 % bei L. viatrix gezeigt

werden konnte. Zum Ausschluss von PCR-Inhibitoren wendeten CARON et al.
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(2011) in ihren Versuchen eine interne Positivkontrolle mit dem Nachweis der

Sequenz aus dem ITS-2 Gen der Schnecke an.

Die hohe Sensitivitat der PCR kdnnte im epidemiologischen Sinne auch eine
Schwachstelle darstellen. In der Arbeit von CUCHER et al. (2006) wurde diskutiert,
dass durch die hohe Sensitivitdt auch DNA bereits toter oder nicht mehr im
Zwischenwirt befindlicher F. hepatica nachgewiesen werden kénnten und somit
falsch positive Resultate generiert werden kdnnten. Zudem liefern die PCR wie
auch die Mikroskopie nur eine Momentaufnahme des aktuellen Nachweises im
Zwischenwirt und geben, ausgenommen es sind Bewegungen freier Zerkarien in
der Mikroskopie sichtbar, keine Information Uber den Vitalittsstatus der
Larvenstadien und ob der Parasit fahig ist, seinen Zyklus im entsprechenden
Zwischenwirt zu vervollstandigen (CARON et al., 2007; CARON et al., 2008). Ein
Beispiel liefert die Studie von CARON et al. (2007). Dabei wurden Infektionen von
R. balthica mit F. hepatica mittels PCR festgestellt, jedoch schieden sie keine

Zerkarien aus, was flr ein abortives System spricht.

3.3.2. Multiplex-PCR

Die Multiplex-PCR kann angewendet werden, um Zielsequenzen von
unterschiedlichen Erregern, hier von C. daubneyi und F. hepatica im Zwischenwirt,
in einem PCR-Durchlauf nachzuweisen (MARTINEZ-IBEAS et al., 2013; JONES
et al., 2017b). Auch Doppelinfektionen eines Zwischenwirts mit beiden Parasiten
konnen durch die Zugabe zweier spezifischer Primerpaare erkannt werden
(JONES et al., 2017b). Tabelle 2 gibt einen Uberblick tber Anwendungen dieser
Methode.

MARTINEZ-IBEAS et al. (2013) haben als erste Arbeitsgruppe die Multiplex-PCR
fir den Nachweis von F. hepatica und C. daubneyi im Zwischenwirt validiert. In
Verdunnungsversuchen lieR sich 0,1 ng DNA-Material eines adulten grof3en
Leberegels und 0,001 ng DNA eines adulten Pansenegels jeweils gemischt mit
DNA einer nicht infizierten Schnecke noch nachweisen. JONES et al. (2017b)
wendeten die Methode in Feldversuchen an mit dem Primerpaar fir F. hepatica
aus der Studie von MARTINEZ-IBEAS et al. (2013) und einem selbst designten

Primerpaar fur C. daubneyi.

Die Multiplex-PCR wurde zusatzlich genutzt, um F. hepatica-DNA in Schnecken
nachzuweisen mit zusatzlichen Primerpaaren zur internen Positivkontrolle
(MAGALHAES et al., 2004; MAGALHAES et al., 2008). Ein Primerpaar flankiert
dabei die hochrepetitive Sequenz der mitochondrialen DNA des Parasiten und

zwei Primerpaare die ITS-2 Region der Schnecke und des Parasiten. Bei
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negativen Schnecken wird nur die ITS-Region der Schnecke amplifiziert (1200 bp),
es erscheint eine Bande. Bei positiven Schnecken werden mehrere Banden durch
die spezifische repetitive Sequenz der mtDNA von F. hepatica (Banden im Abstand
von 85 bp) sowie die amplifizierten ITS-Regionen der Schnecke (1200 bp) und F.
hepatica (1300 bp) angezeigt. Zur Prifung der Sensitivitat wurde DNA von einer
negativen Schnecke mit DNA von einer bekannten Anzahl F. hepatica-Mirazidien
gemischt. Eine Mirazidie (0,8 ng/ul) war in 7 ng/ul Schnecken-DNA nachweisbar.
Eine Ausflhrung der Multiplex-PCR mit einer internen Positivkontrolle wurde
ebenfalls von CARON et al. (2011) mit dem Ziel des Ausschlusses von PCR-
Inhibitoren beschrieben.

Die Multiplex-PCR findet auch in anderen Bereichen der Parasitologie
Anwendung. Beispielsweise wurden in der Echinococcus-Forschung elf
Primerpaare in die PCR eingespeist, um verschiedene Genotypen des E.
granulosus-Komplex zu unterscheiden. Die Autor/innen BOUBAKER et al. (2013)
erkannten einen negativen Einfluss von Fremd-DNA auf die Sensitivitat dieser
Methode. Mindestens 5 ng Parasiten-DNA fur ein Nachweis in 1 pg Fremd-DNA

waren notwendig.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchungen zum Infektionsstatus der

teilnehmenden Betriebe

1.1. Betriebe mit Trematodenbefall

Bei den untersuchten Betrieben handelte es sich um rinderhaltende Betriebe, die
im Rahmen von reguléaren Bestandsdiagnostikbesuchen der Klinik fir Wiederkauer
mit Ambulanz und Bestandsbetreuung der LMU Minchen beraten wurden.
Zwischen Juli 2017 und Oktober 2019 wurden Bestandsbesuche bei 24 Betrieben
im stiddeutschen Raum durchgefiihrt. Es befanden sich vorberichtlich Rinder mit
Pansenegel- und/oder Leberegelinfektion im Bestand, weshalb sich entweder die
Betriebsleiter/innen, die Hoftierarzt/innen oder Berater/innen von Bio-Verbanden
mit der Bitte um Beratung an die Klinik wandten. Am Tag des Bestandsbesuchs
wurden Kotproben und in Milchviehbetrieben zuséatzlich Serumproben genommen,
die Weiden begangen und vor Ort Schnecken gesammelt. Im Anschluss daran
erhielten die Landwirt/innen, die Tier&rzt/innen und gegebenenfalls die
Berater/innen einen schriftichen Bericht, welcher die Ergebnisse der
Laboruntersuchungen zusammenfasste und einen betriebsindividuellen Vorschlag

zum Trematodenmanagement enthielt.

Die Kot- und Serumproben gaben Aufschluss Uber den Infektionsstatus von
Pansen- und Leberegelinfektionen im Bestand. Ab einem koproskopisch positiven
Befund bei mindestens einem Tier galt der Betrieb als Pansenegel- oder
entsprechend Leberegel-infiziert. Fir die Beurteilung einer Leberegelinfektion
waren zusatzlich die Ergebnisse des Fasciola hepatica-ELISAs entscheidend. War
der Kotbefund negativ und der ELISA bei mindestens einer Kuh positiv, wurde der
Infektionsstatus fur den gesamten Betrieb als positiv bewertet. Aufgrund dieser
Kriterien musste ein Betrieb von der Studie ausgeschlossen werden. Zwei weitere

Betriebe wurden ausgeschlossen, da keine Schnecken gefunden worden sind.

1.2. Kotprobenuntersuchung
Es wurden mindestens fiinf Einzelkotproben von Rindern entweder direkt aus dem

Rektum entnommen oder frisch vom Boden gesammelt.

Der Nachweis von Pansenegel- und Leberegeleiern erfolgte mittels
Sedimentationsmethode (modifiziert nach DEPLAZES et al. (2020) mit 3x 15 min
Sedimentation der Suspension). AnschlieBend wurde eine koproskopische

Untersuchung des Sediments durch das Labor der Klinik fir Wiederkauer mit
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Ambulanz und Bestandsbetreuung durchgefiihrt. Die Pansenegel- und

Leberegeleier wurden anhand der Eiform, -farbe und -groR3e identifiziert.

1.3. Fasciola hepatica-ELISA

Zur serologischen Untersuchung auf F. hepatica-Antikdrper in den
Milchviehbetrieben wurden von allen Kihen Einzelblutproben an der
Schwanzvene entnommen. Der Test wurde im Labor der Klinik fur Wiederkauer
mit Ambulanz und Bestandsbetreuung mit dem Fasciola hepatica Antibody Test

Kit (IDEXX Laboratories, Inc.) nach Herstellerangaben durchgefinhrt.

Da die Ausscheidung von F. hepatica-Eiern intermittierend ist, eignete sich dieser
Test zur zuséatzlichen Untersuchung auf Fasciola hepatica, um den
Infektionsstatus einer Herde zu bestimmen. Der Nachweis von Antikdrpern ist
hinweisend flr eine aktuelle oder kirzlich durchgemachte Infektion. Spezifische
Antikérper sind laut Testanleitung bis 12 Wochen nach einer erfolgreichen

Behandlung nachweisbar.
2. Aufbereitung der Schneckenproben

2.1. Schneckensammlung

Am Besuchstag wurden die Weiden der Betriebe besichtigt und mégliche Habitate
von Galba truncatula inspiziert. Als potenzielle Habitate wurden langsam
flieRende, seichte Gewdasser, wie kleine Bachlaufe oder (Drainage-)Graben,
dauerhaft nasse Flachen durch Quellwasser oder Hangwasseraustrittstellen,
Uferzonen von flieRenden Gewassern und Teichen, moorige Flachen und Brunnen
nach Schnecken abgesucht (vgl. 11.2.2.1). Auch Sekundarhabitate, also Habitate
mit temporér nassen oder feuchten Stellen, die beispielsweise durch starken
Regenfall entstehen, wurden inspiziert. Die Habitate wurden mit eingewiesenen
Hilfskraften fir 15-30 Minuten nach Schnecken abgesucht. Dabei lag der Fokus
auf Galba truncatula und anderen Schneckenarten die zur Unterordnung der
Wasserlungenschnecken (Basommatophora) gehoren. Sind keine
Wasserlungenschnecken gefunden worden, wurden auch Landlungenschnecken,
die sich in dem Habitat aufhielten, gesammelt. Wenn massenhaft Schnecken

vorhanden waren, wurden Stichproben gesammelt.

Pro Habitat wurden die Schnecken zusammen in Kotprobenbechern mit Wasser
aus dem entsprechenden Habitat transportiert und im Labor bei 4°C

zwischengelagert bis zur Konservierung.
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2.2. Konservierung der Schnecken

Alle im Jahr 2017 und 2018 gesammelten Schnecken wurden in Polypropylen-
Rohrchen mit Ethanol (2 99,5 %, Ph. Eur., reinst) konserviert und bei 4 °C gelagert.
Die zur Durchleuchtungsmikroskopie vorgesehenen, im Jahr 2019 gesammelten
Schnecken, wurden ohne Medium bei -80°C in 1,5ml Reaktionsrohrchen
gelagert. Schnecken aus denselben Habitaten wurden bei beiden

Konservierungsmethoden im selben Gefal? konserviert und gelagert.

2.3. Schneckenartenbestimmung

Die Bestimmung der Schneckenart wurde bei allen Schnecken, die in Ethanol
(=2 99,5 %) konserviert wurden, zusammen mit einer Mitarbeiterin der Zoologischen
Staatssammlung Miinchen der Sektion ,Mollusca“ anhand der morphologischen
Merkmale der Schneckengehduse durchgefuhrt. Als Hilfsmittel wurden die
Bestimmungsbticher von GLOER (2002), BOGON (1990) und WIESE (2014)
verwendet. Die einzufrierenden Schnecken wurden von der Autorin mit Hilfe des
Bestimmungsbuches von GLOER and MEIER-BROOK (2003) vor der

Konservierung morphologisch bestimmt.

2.4. Vermessung der SchneckengrdlRen

Bei allen Schnecken wurde vor der DNA-Extraktion die Geh&dusehdhe, von der
unteren Kante der Mindungso6ffnung bis zur Gehausespitze bzw. zur oberen
Gehausekante, mit einem Lineal auf 0,5 mm gerundet vermessen. Schnecken

unter einer Gehausehohe von 3,0 mm wurden vom Versuch ausgeschlossen.

2.5. Mikroskopie der Schnecken

Alle tiefgefrorenen Schnecken wurden vor der Bearbeitung zur DNA-Extraktion
mikroskopiert und auf Larvenstadien von Pansen- und Leberegeln untersucht. Die
Schnecken wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Mit einer Pinzette wurde das
Gehause zerbrochen und Gehauseteile wurden bestmdéglich entfernt. Der gesamte
Schneckenkdrper wurde zwischen einer glasernen Petrischale und einem
Objekttrager gequetscht und unter dem Mikroskop in 40-facher Vergrol3erung
inspiziert. Als Vorlage zur Erkennung von Larvenstadien dienten die Abbildungen
aus der Publikation von IGLESIAS-PINEIRO et al. (2016). Das gequetschte
Schneckengewebe wurde zur DNA-Extraktion von der Petrischale und dem
Objekttrager bestmdglich mit der Pinzette entfernt und in das dafiir vorgesehene

Rohrchen zur Homogenisierung tberfiihrt.

2.6. DNA-Extraktion
Zur DNA-Extraktion wurde das DNeasy blood & tissue Kit von Qiagen genutzt. Der

Schneckenkdrper wurde in ein Réhrchen mit Keramik-Beads (innuSPEED Lysis
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Tube P, Analytik Jena AG), welches mit dem Lysepuffer des Kits versetzt wurde,
hinzugegeben. Zur Gewebszerkleinerung wurde das Rohrchen vier Minuten im
Homogenisierungsgerat SpeedMill PLUS (Analytik Jena AG) geschiittelt.
AnschlieRend wurde die Probe bei maximaler Drehzahl fir eine Minute
zentrifugiert (Biofuge® pico, Heraueus). Ca. 180 pl des Uberstandes und der
gebildete Schaum wurden abpipettiert und in ein 1,5 ml Reaktionsréhrchen
Uberflihrt. Das Pellet wurde verworfen. Im Rahmen von Vorversuchen wurden zwei
unterschiedliche Zerkleinerungsmethoden und Inkubationsdauern verwendet
(Tabelle 3). Fir die Hauptversuche wurde die maschinelle Zerkleinerung und eine
Uber Nacht-Inkubation gewéhlt. Die Inkubation erfolgte auf einem Thermoschdttler
(BioShake iQ, Analytik Jena AG) bei 56 °C und 250 rpm. Die weitere Verarbeitung
verlief nach Herstellerangaben.

Tabelle 3: Anzahl Schnecken mit unterschiedlichen DNA-
Extraktionsprotokollen

Anzahl Schnecken Manuelle Zerkleinerung Maschinelle Zerkleinerung
(Instrumentelle Zerteilung) (SpeedMill PLUS)

1,5 h-Inkubation 95 50

Uber Nacht-Inkubation 0 544

Die DNA-Konzentration (ng/pl) und die Reinheit der dsDNA (A260/A280) wurde
mit einem Nanophotometer (NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH) bestimmt. Die

DNA-Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -18 °C gelagert.

3. Labordiagnostische Vorversuche: Untersuchungen

zur Methodenetablierung der Multiplex-PCR

3.1 Verwendete Proben

Fur die Vorversuche wurden zunachst gesammelte Schnecken und adulte
Pansen- und Leberegel verwendet. Spater kamen im Rahmen von
Schneckeninfektionsversuchen Pansenegel-Mirazidien dazu. Die Tabelle 18 gibt
eine Ubersicht tber die verwendeten Proben, die als Positivkontrollen, sowie in
Spike- und Kreuzversuchen verwendet wurden mit den gemessenen DNA-

Konzentrationen (ng/pl) und Reinheitswerten (A260/280).

3.1.1. Adulte Pansen- und Leberegel

Die adulten Egel stammten aus einer Metzgerei, wo sie als Schlachtbefund eines
Jungbullens entnommen und in Ethanol (= 99,5 %) konserviert wurden. Zur
Gewebszerkleinerung wurde ein ganzer Pansenegel (12 mg) und ein Stuck
Leberegel (10 mg) separat in ein R6hrchen mit Keramik-Beads und Lysepuffer im
SpeedMill PLUS (Analytik Jena AG) (2x 2 min mit 1 min Pause) homogenisiert. Die
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DNA-Extraktion erfolgte mit dem DNeasy blood & tissue Kit von Qiagen mit der
Abweichung der Verwendung von 250 pl Lysepuffer anstatt den angegebenen
180 pl, aufgrund von starker Schaumbildung in vorhergehenden Proben. Die
Proben wurden auf einem Thermoschittler (BioShake iQ, Analytik Jena AG) fur
1,5h bei 56 °C und 250 rpm inkubiert. Die weiteren Schritte wurden gemaf

Herstellerangaben vorgenommen.

Diese Proben wurden in Vorversuchen zur Testung der Primer auf
Kreuzreaktionen, Spike-Versuchen und als Positivkontrollen (PK-PE, PK-LE) in

den Hauptversuchen genutzt.

3.1.2. Gesammelte Schnecken

Aus einem Studienbetrieb wurden zwei mit F. hepatica infizierte Galba truncatula
(PK-S1 und PK-S2) als reprasentative Proben fiir das Zwischenwirtsstadium von
F. hepatica fur Kreuzreaktionen in den Vorversuchen verwendet. Die DNA-
Extraktion erfolgte analog der adulten Egel (vgl. 111.3.1.1). Es wurde jeweils das

gesamte Schneckengewebe homogenisiert.

Daneben wurden in der Multiplex-PCR negativ getestete Schnecken als Fremd-
DNA-Anteil in Spikeversuchen verwendet. Es handelte sich um eine Galba
truncatula (NK-SGt) und eine Radix labiata (NK-SRI).

3.1.3. Gewinnung der Pansenegel-Mirazidien

Adulte Pansenegel wurden bei einer Hofschlachtung frisch und lebendig
entnommen und im Medium PBS kérperwarm transportiert. Auf einer beheizten
Warmeplatte (37 °C) wurden die Egel vier Mal in einer Petrischale mit erwarmten
PBS und anschlieBend zwei Mal in erwarmten RPMI 1640 (mit Pen/Strep
250 U/0,25 mg/ml und Amphotericin B 0,625 pug/ml) geschwenkt. Dann wurden sie
mit zwei Pinzetten vorsichtig voneinander getrennt und einzeln in eine 24-Well-
Platte mit je 1,5ml RPMI gesetzt. Sie wurden 20 Stunden bei 37 °C im
Warmeschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die einzelnen Wells mikroskopisch
begutachtet. Dabei wurde die Menge der abgelegten Eier, sowie die Motilitat der
Egel und der Verschmutzungsgrad des Mediums grob beurteilt. Die Egel wurden
entfernt und das Medium wurde in 1,5 ml Reaktionsgefaf3en fir 10 min bei 900 x g
zentrifugiert. AnschlieRend wurden 1,4 ml des Uberstandes abpipettiert und 100 pl
mit dem Sediment wurde einzeln in eine 24-Well-Platte pipettiert. 500 pl
destilliertes Wasser wurden dazu gegeben und die Platte wurde fir 18 Tage bei
22 °C bei Dunkelheit inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurde der
Schlipfvorgang der entwickelten Mirazidien durch den Lichtreiz ausgel6st. Die

Mirazidienaktivitat wurde wéahrend ca. einer Stunde mikroskopisch beobachtet



I1l. Material und Methoden 32

(Abbildung 5, Abbildung 6). AnschlieBend wurden Mirazidien in neue Wells
pipettiert. Zur Verhinderung der Motilitéat wurde 10 pl Ethanol 70 % in die einzelnen
Wells hinzupipettiert, damit eine Zahlung vor der DNA-Extraktion moglich wurde.
Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem DNeasy blood & tissue Kit von Qiagen nach
Herstellerangaben (mit 250 pl Lysepuffer und mit einer Inkubationsdauer von

1,5 h). Eine Probe diente als Positivkontrolle in Kreuzversuchen (PK-M).

‘\‘.
Abbildung 5: oben: Schlupfende Mirazidie, links:
Leere Eihulle (Foto: Andrea Kichler)

Abbildung 6:Frisch geschlupfte Mirazidie (Lange
ca. 160 um) (Foto: Andrea Kuchler)
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3.2. Kompatibilitat publizierter Primerpaare und Untersuchungen zur
Spezifitat

Zur Eignung der Leberegel- und Pansenegel-Genamplifikation im Multiplex-

Versuch wurden unterschiedliche, bereits publizierte Primerpaare getestet

(Tabelle 4).

Tabelle 4: Primer-Sequenzen und Literaturnachweise

Name Spezies For.- und Rev.-Primer-Sequenz bp Acc. No. Literatur-
und Gen (5> 39 nachweis
Cd-Cox C. daubneyi  for. TGGAGAGTTTGGCGTCTTTT 885 JQ815200 MARTINEZ-
COX-1 rev. CCATCTTCCACCTCATCTGG IBEAS et al.
(2013)
Cd-Cox C. daubneyi  for. GTTTGTGTGGTTTGCCACGG 169 JQ815200 (JONES et al,,
Neu COX-1 rev. CTACCCCAAGCAGCCACTAC 2015)
Fhr-11 F. hepatica for. TGCAGGATGTCACCGTTGTAG 86 - SCHWEIZER
Fhr-11 rev. AAGTACCCAATGCGCCTCTG et al. (2007)
Fh-Cox F. hepatica for. GCCGGGTCCTCAACATAATA 425 AF216697 MARTINEZ-
COX-1 rev. AGCACAAAATCCTGATCTTACCA IBEAS et al.
(2013)
Fh-Cox F. hepatica for. GCCAGGTCCTCAACATAATA 424  AF216697  Modifizierte
Neu COX-1 rev. AGCACAAAATCCTGATCTTACCA Sequenz aus
MARTINEZ-
IBEAS et al.
(2011)

Bemerkung: Der Forward Primer Fh-Cox mit der beschriebenen Sequenz aus
MARTINEZ-IBEAS et al. (2013) wurde aufgrund der Nichtiibereinstimmung mit der F.
hepatica-Sequenz unter der angegebenen Accession number verworfen. Der Forward-
Primer wurde an vierter Stelle um eine Base modifiziert und Fh-Cox Neu genannt.

Folgende Kombinationen wurden in Multiplex-Versuchen getestet:

e Primerpaar 1. Cd-Cox und Fhr-lI

e Primerpaar 2: Cd-Cox und Fh-Cox

e Primerpaar 3: Cd-Cox und Fh-Cox Neu

e Primerpaar 4: Cd-Cox Neu und Fh-Cox Neu

Dabei wurden die Primerpaare im 1:1-Verhaltinis gemalf 111.4.3.2 verwendet.

3.2.1. Sequenzierung

Die eingesetzten Positivkontrollen (adulte Pansen- und Leberegel), die
verwendeten Proben mit Larvenstadien fur die Kreuzversuche, sowie einige
ausgewahlte Proben aus den Hauptversuchen wurden im Verlauf der Studie mit
verschiedenen Primern amplifiziert. Zur Sequenzierung wurden die
entsprechenden PCR-Produkte mit dem QIAquick® PCR Purification Kit von
Qiagen nach Anleitung aufgereinigt und nach Notwendigkeit verdiinnt. Die
Sequenzierung wurde bei Eurofins Scientific (Ebersberg) durchgefihrt. Die
forward-Sequenzen wurden mittels Web BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) des National Center for Biotechnology Information (NCBI) mit den in der
Datenbank hinterlegten Sequenzen zur Speziesbestatigung und Beurteilung der

Primer-Spezifitat abgeglichen.
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3.3. Untersuchungen zur Sensitivitat

Zur Sensitivitatsprifung wurden Vorversuche durchgefiihrt mit zwei Zielsetzungen:

1. Effekt der Schnecke als Fremd-DNA-Anteil
2. Versuch eines Schnecken-Pools

Die Versuche wurden mit den Primerpaaren und dem PCR-Protokoll durchgefiihrt

wie in 111.4.3 beschrieben.

Ziel 1: Effekt der Schnecke als Fremd-DNA-Anteil

In diesem Versuch wurde Pansen- und Leberegel-DNA zum einen mit reinem
Wasser verdinnt und zum anderen mit Schnecken-DNA unterschiedlicher
Konzentrationen gemischt. Dabei wurde untersucht, ob die Schnecken-DNA (als
Fremd-DNA-Anteil) Einfluss auf das PCR-Produkt hat.

Hierzu wurde DNA adulter Pansen- und Leberegel auf jeweils dieselbe
Konzentration von 0,8 ng/ul und 0,2 ng/pl verdunnt. Gemal? MAGALHAES et al.
(2004) stellt eine Mirazidie von 0,8 ng/ul die kleinste biologische Einheit des

Parasiten im Zwischenwirtsstadium dar.

Im ersten Durchgang wurden die Proben mit reinem Wasser verdinnt. Im zweiten
Durchgang wurden die Proben mit 95,2 ng/ul Schnecken-DNA einer Radix labiata
(NK-SRI) gemischt. Danach wurde der Effekt unterschiedlicher Schnecken-DNA-
Konzentrationen durch den Einsatz von zwei unterschiedlichen Schneckenarten
(23,76 ng/pl von NK-SGt vs. 95,2 ng/ul von NK-SRI) verglichen.

AnschlieRend wurden die Konzentrationen beider Schnecken angeglichen, um
festzustellen, ob die DNA-Konzentration der Schnecke als Fremd-DNA
grundsatzlich unspezifisch die Ausbeute des PCR-Produktes beeinflusst oder ob
eine spezifische Artenunterschiedlichkeit der Schnecken beziiglich der

Beeinflussung des PCR-Produktes vorliegen kdnnte.

Ziel 2: Versuch eines Schnecken-Pools

Aus einem Studienbetrieb des Hauptversuchs wurden finf G. truncatula, bei der
eine mikroskopisch nachgewiesene F. hepatica-Larven aufwies, zu je 1l
gemischt und im Multiplex-Versuch getestet. In diesem Feldversuch sollte
untersucht werden, ob eine natirlich infizierte Schnecke im 5er-Pool detektiert

werden kann.

3.4. Schneckeninfektionsversuche mit Pansenegel-Mirazidien
Die Schneckeninfektionsversuche dienten dem Zweck eine interne Positivkontrolle
herzustellen. Dies ist eine Kontrolle, von der bekannt ist, dass sie positiv ist und

mit welcher Blirde die Schnecke infiziert wurde. Zudem widerspiegelt diese Probe
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die natirliche Zusammensetzung von Pansenegel-DNA durch die enthaltenen

Larvenstadien und die Schnecken-DNA als Fremdmaterial.

Die Prozedur bis zur Mirazidien-Gewinnung wird im Abschnitt 111.3.1.3

beschrieben.

Das Wasser mit den Mirazidien wurde portionsweise (50 pl) in kleinere Wells
aufgeteilt und die Anzahl der Mirazidien pro Well wurde aufgrund der hohen
Motilitat geschatzt. Eine Portion fur die Infektion wurde ausgewahlt, wenn sie mehr
als 15 Mirazidien enthielt und die Portion mikroskopisch eine, subjektiv beurteilte,
geringe Verschmutzung aufwies. Sechs Galba truncatula und sechs Radix labiata
wurden einzeln in je eine Vertiefung einer 24-Well-Platte mit 2950 pl
Leitungswasser gegeben. Dazu wurde 50 pl aus den Wells mit aktiven Mirazidien

dazu pipettiert. Als Nahrung wurde den Schnecken Salat angeboten.

Zum Zeitpunkt des Zusammenfihrens lebten alle Schnecken und in allen
Vertiefungen war Mirazidien-Aktivitdt sichtbar. Die abgedeckte 24-Well-Platte
wurde bei Raumtemperatur und Tageslicht belassen. Wasser und Salat wurden

regelmafig ausgetauscht.

In 5-Tages-Abstanden wurde je eine Galba truncatula und eine Radix labiata mit
Ethanol (= 99,5 %) getttet. AnschlieBend wurden sie mikroskopiert und die DNA
mit dem DNeasy blood & tissue Kit von Qiagen gemalf3 Herstellerangaben isoliert.
Die Schnecken wurden mit Haus verarbeitet und in SpeedMill PLUS (Analytik Jena
AG) zerkleinert und in 250 pl Lysepuffer und 20 pl Proteinase K fur 1,5 h bei
250 rpm und 56 °C inkubiert. Die weitere Aufreinigung verlief nach
Herstellerangaben. Die PCR wurde nach dem beschriebenen Protokoll in 111.4.3
durchgefihrt. Die sechs infizierten Galba truncatula wurden mit den Primerpaaren
Cd-Cox und Fhr-Il und die sechs Radix labiata mit den Primerpaaren Cd-Cox und

Fh-Cox getestet.

4. Labordiagnostischer Hauptversuch: Pravalenzen
der Zwischenwirtsinfektionen mit C. daubneyi und F.

hepatica

4.1. Proben

Die auf den Weiden vorhandenen Habitate wurden wie in 111.2.1 beschrieben, nach
Schnecken abgesucht. Im Fokus stand der Hauptzwischenwirt Galba truncatula.
Zuséatzlich wurden andere Wasserlungenschnecken, welche als potenzielle

Zwischenwirte fungieren konnten, untersucht. Wenn keine Wasserlungen-
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schnecken gefunden wurden, sind allenfalls in den Habitaten gefundene

Landschnecken untersucht worden.

Fur den Hauptversuch wurden Schnecken berlcksichtigt, welche dieselben
Aufbereitungsprozesse durchliefen. Der einzige Unterschied bestand in der

Konservierungsmethode.

4.2. DNA-Extraktion

Die Schnecken wurden ohne Gehéause in einem Réhrchen mit Keramik-Beads und
dem Lysepuffer maschinell tber 4 min homogenisiert. Die DNA-Extraktion wurde
mit dem DNeasy blood & tissue Kit von Qiagen gemalf3 Herstellerangaben mit einer
Inkubationsdauer von 10-15 h (Uber Nacht-Inkubation) durchgefiihrt. Die genaue

Aufbereitung der Schnecken ist lll.2 zu entnehmen.

4.3. Multiplex-PCR
Alle Proben der Hauptversuche durchliefen dasselbe Protokoll der nachstehend

beschriebenen Multiplex-PCR.

4.3.1. Primer

Die Sequenzen der verwendeten Primer Cd-Cox Neu (PE) und Fh-Cox Neu (LE)
wurden der Literatur entnommen (Tabelle 4).

Die Primer wurden mit dem vom Hersteller angegebenen Volumen auf eine
Konzentration von 100 pmol/ul gelést. Aus der Stocklésung wurde eine

Arbeitslosung mit einer Konzentration von 5 pmol/pl (1:20) erstellt.

4.3.2. Mastermix und Anséatze

Eingefrorene Primer (Arbeitsldsungen) und DNA-Proben wurden auf dem
Thermoschittler (BioShake iQ, Analytik Jena AG) bei 60 °C fir 5 min aufgetaut.
AnschlieRend wurden sie auf Raumtemperatur ausgekihlt, 20 s gevortext und
anzentrifugiert. Die Mastermix-Bestandteile Puffer, dNTP und Tag-Polymerase

wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, gevortext und anzentrifugiert.

Folgende Zusammensetzung wurde fir den Mastermix verwendet (Angaben pro

Ansatz):
e 10 pl Puffer
e 1pldNTP
e Je 1,25 pl forw. und rev. Primer von C. daubneyi und F. hepatica
(5 pmol/pl)

e 0,25 pl Tag-Polymerase
e 31,25 ul HO

Nach dem Pipettieren des Mastermixes in einem gesonderten Raum unter der

Abzugshaube wurde dieser 20s gevortext und anzentrifugiert. Die
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Reaktionsldsung setzte sich aus 45 pl Mastermix und 5 pl DNA-Probe zusammen
und wurde in ein 0,2 ml Reagenzrohrchen pipettiert. Die Positiv- und
Negativkontrolle wurde zum Schluss pipettiert. Die Referenzen zu den Mastermix-

Reagenzien sind in Tabelle 17 im Anhang zu finden.

4.3.3. Positiv- und Negativkontrolle

Als Positivkontrolle diente die DNA adulter Pansen- und Leberegel (PK-PE und
PK-LE). Die Verarbeitung und DNA-Extraktion der Egel wird in 111.3.1.1
beschrieben.

Die Proben wurden in einer Verdinnung von 1:100 zu je 2,5 pl vermischt als
Positivkontrolle eingesetzt.

Die Negativkontrolle bestand aus 5 pl Nuklease-freiem, autoklaviertem, DEPC-
behandeltem Wasser.

4.3.4. Temperatur-Protokoll

Die Multiplex-PCR wurde im Professional Thermocycler von Biometra Analytik
Jena AG und der Software gPCRsoft 3.4 (Analytik Jena AG) durchgefiihrt (Tabelle
5). Folgendes Temperaturprotokoll wurde angewendet:

Tabelle 5: Temperatur-Protokoll

Phase der PCR Temperatur Dauer Zyklen
(°C) (Minuten)

Initiale Denaturierung 95 2 1
Denaturierung 95 1
Primerhybridisierung 59 1 30
Elongation 73 1

Finale Elongation 73 5 1

4.4, Elektrophorese

Die Elektrophorese wurde mit einem automatisierten Elektrophoresesystem von
Bio-Rad Laboratories, Inc. durchgefuhrt. Fur die PCR-Analyse wurde das Kit
Experion DNA 1K sowie die dazu passenden Chips gewahlt. Dieses System bietet
eine Auswertung der PCR-Produkte mit Konzentrationen zwischen 0,1 ng/pl und
50 ng/pl, mit einer Auftrennung von 15 bp bis 1500 bp und einer Sensitivitat von
0,1 ng/pl. Diese Spanne wird vom Lower- (15 bp) und Upper-Marker (1500 bp)
begrenzt. Bei jedem PCR-Durchgang wird eine DNA-Leiter mitgefuhrt, die
Sequenzen mit definierten Basenpaarlangen enthdlt (Abbildung 7 und Tabelle 6).
Mit zunehmender Basenpaarlange nimmt das Fluoreszenzsignal zu, da die
fluoreszierenden Molekile an die DNA binden. Das Fluoreszenzsignal dieser
Sequenzen wird in Abhéngigkeit der Zeit als Standardkurve dargestellt (Abbildung

8). Anhand dieser Standardkurve werden die Basenpaarlangen der PCR-
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Produkte, durch die Messung der starksten abgegebenen Fluoreszenz (Peak) in
Abhangigkeit der Zeit (s), wiedergegeben und deren Konzentrationen aus der
Flache unter dem Peak berechnet. Die PCR-Produkte und Marker werden in Form
von  Elektropherogrammen und virtuellen Gelen abgebildet. Das
Elektropherogramm enthalt eine y-Achse mit der Fluoreszenz und eine x-Achse
mit der Zeit (s). Das virtuelle Gel bildet eine Ubersicht des gesamten Durchlaufes,
ohne direkte numerische Angaben der entstandenen Produkte, ab (Abbildung 9).
Dabei werden die gemessenen Floreszenzen als Banden dargestellt und lassen
sich mit der Leiter vergleichen. Dies kommt der herkdmmlichen Methode der

Gelelektrophorese nahe.

50

Fluoreszenz

IlEEeN

*TTT <+ ) © ~ @ =

20 Zeit (s) 120

=0
—11
=iz
S

Abbildung 7: Elektropherogramm der Leiter (Sequenzen definierter
Basenpaarlangen)
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Abbildung 8: Standardkurve der Zeitpunkte der maximalen Fluoreszenzsignale
bei definierten Basenpaarlangen (bp)
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Tabelle 6: Zeitpunkte (s) der maximalen Fluoreszenz bei der entsprechenden
Basenpaarlange (bp)

Zeit (s) Basenpaarlange Zeit (s) Basenpaarlange
(bp) (bp)

40.00 25 71.65 400

42.15 50 77.05 500

47.10 100 84.35 700

51.30 150 86.55 850

55.55 200 88.25 1,000

64.00 300 92.55 1,500
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Abbildung 9: Beispiel eines virtuellen Gels einer Multiplex-PCR; L = Leiter;
Bahnen 1-6 = 1 Target im Ansatz; Bahnen 7-8 = 2 Targets im Ansatz; Bahn 9

= Positivkontrolle; Bahnen 10-11 = Negativkontrollen
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Der gesamte Vorgang wurde gemaR Herstellerangaben durchgefiihrt. Hiervon
abweichend wurden die Proben dem System unverdinnt zugefiihrt. Bei jedem
Durchgang wurde eine Positiv- und Negativkontrolle mitgefuihrt, welche auf
Plausibilitat Uberprift wurde. Zur Interpretation wurde die bp-Lange eines
ausgelesenen Peaks mit der Positivkontrolle verglichen. Vom System detektierte
Peaks mit einer Abweichung von +/- 10 bp von der Positivkontrolle dieses
Durchgangs wurden als positive Probe interpretiert. Hiervon abweichende
detektierte Peaks wurden als unspezifische Reaktionen gewertet. Wurde im
Elektropherogramm ein Signal angezeigt, welches in dieser Spanne kein Peak

darstellte, sondern eine abgerundete Form zeigte, wurde die Probe wiederholt.

4.4.1. Pravalenzbestimmung

Eine Schneckeninfektion wurde in dieser Arbeit definiert als detektierter Peak im
Elektropherogramm mit einer Abweichung von maximal +/- 10 bp von der
entsprechenden Paositivkontrolle. Ebenso wurde eine Schneckeninfektion
festgestellt, wenn in der Mikroskopie Larvenstadien von Pansen- oder Leberegel
gesehen wurden. Diese Resultate wurden zur Pravalenzbestimmung

herangezogen.
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V. ERGEBNISSE

1. Betriebe und Schneckenfunde

1.1. Infektionsstatus der Betriebe mit Schneckenfunden
Von den 21 besuchten Betrieben waren 18 Milchviehbetriebe und drei Betriebe mit
Mutterkuhhaltung vertreten. Die BestandsgrofRen lagen zwischen 12 und 140

adulten Rindern.

Infektionsstatus der Betriebe

= = = =
o N = [e)]

Anzahl Betriebe
(o]

H Pansenegel

4

) I Leberegel

0 - . B Pansen- und Leberegel
Mutterkuh Milchvieh

Haltungs- bzw. Produktionsform der Betriebe

Abbildung 10: Balkendiagramm der Infektionsstatus der Betriebe

Der Grol3teil der beteiligten Betriebe (66,67 %) hatte geméan den Untersuchungen
nur Leberegel im Bestand (Abbildung 10). Fast ein Drittel (28,57 %) war von einer
Mischinfektion mit Pansen- und Leberegeln betroffen. Bei einem Mutterkuhbetrieb

lieBen sich nur Pansenegel nachweisen.

Die Tabelle 7 zeigt einen Uberblick iber die moglichen Kombinationen der
Befunde und den daraus resultierenden Infektionsstatus der Betriebe. Bei einem
Betrieb mit gemischten Infektionen wurden in den Kotproben keine Leberegel-Eier
nachgewiesen. Hierbei war der F. hepatica-ELISA fiur die Beurteilung des
Infektionsstatus entscheidend. Ein Betrieb, der zwei Mal besucht wurde, wies
jeweils gemischte Infektionen auf. Bei einem Besuch waren die Kotproben
Leberegel-negativ und der ELISA positiv. Bei der Mehrheit der Leberegelbetriebe
(n=8) war nur der serologische Befund positiv und bei den beprobten Tieren waren
keine Eier nachweisbar. Beim Nachweis von Leberegel-Eiern war bei allen

Betrieben die Serologie ebenfalls positiv.
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Tabelle 7: Anzahl Betriebe mit Befunden und Infektionsstatus

Mdogliche Kombinationen der Befunde Anzahl Betriebe Infektionsstatus
Koproskopie  Koproskopie Serologie
PE LE LE
+ + + 2 +0,5* PE und LE
+ - 0
T - + 1+0,5*
+ + n. u. 2
+ - - 0 PE
+ - n. u. 1
- + + 6 LE
+ - 0
- - + 8
- + n. u 0
Total 21

Symbol- und Begriffserklarung: * markiert Dezimalwerte (0,5), welche fir die
Befundkombination von jeweils einem Besuch bei einem Betrieb mit zwei

Betriebsbesuchen stehen; n. u.=nicht untersucht; PE=Pansenegel; LE=Leberegel

1.1.1. Geografische Verteilung der Betriebe

Legende:
@ Pansenegel
O Leberegel
. Pansen- und Leberegel

Abbildung 11: Kartenausschnitt von Baden-
Wirttemberg und Bayern mit besuchten Betrieben
mit den jeweiligen Infektionsstatus

Der Kartenausschnitt (Abbildung 11) zeigt die geografische Verteilung der
besuchten Betriebe. Alle Betriebe befanden sich im siddeutschen Raum,
groftenteils in Oberbayern. Ein Betrieb lag im bayerischen Bezirk Schwaben, einer

in Niederbayern und einer im sudlichen Baden-Wiirttemberg.
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1.1.2. Saisonale Verteilung der Probensammlung

Anzahl Betriebsbesuche
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Abbildung 12: Balkendiagramm der saisonalen Verteilung der
Betriebsbesuche mit Markierung des Infektionsstatus

Die Abbildung 12 zeigt die saisonale Verteilung der Betriebsbesuche. Die 24
Betriebsbesuche fanden zwischen Juli 2017 und Oktober 2019 statt. Im Juni 2018
sowie Juli 2018 und 2019 wurden die meisten Betriebsbesuche unternommen.
Zwei Betriebe wurden zwischen den Weidesaisons im November und Februar

besucht. Von den sechs Betrieben mit einer Mischinfektion wurden drei zweimal
besucht, wobei sich der Status nicht geandert hat.

1.2. Gefundene und bestimmte Schneckenarten

Bei den 24 Bestandsbesuchen wurden 1126 Schnecken gesammelt. Darunter
waren 13 Arten von Wasserlungenschnecken aus funf Familien vertreten und finf
Familien von Landlungenschnecken, wovon nicht alle Arten differenziert wurden.
544 Schnecken wurden in den Hauptversuchen zur Ermittlung der Pravalenz von

F. hepatica und C. daubneyi-Infektionen in Zwischenwirten untersucht. Die Griinde
fur einen Ausschluss waren Folgende:

- Schnecken mit einer Gehausegrofie < 3 mm

- Verlust in der Verarbeitung

- Eingrenzung des Untersuchungsumfanges durch Stichproben

- Ausschluss von Landlungenschnecken, wenn in dem Betrieb
Wasserlungenschnecken gefunden wurden

- Ausschluss aus Hauptversuchen, wenn anderes Protokoll der
Extraktionsmethode angewendet wurde

Die Tabelle 8 gibt eine Ubersicht tiber die in der Sammlung vertretenen
Schneckenarten.
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Tabelle 8: Gefundene Schneckenarten

Basommatophora (Wasserlungenschnecken)

Familie Art

Lymnaeidae Galba truncatula O. F. MULLER 1774

(Schlamm- (Zwergschlammschnecke)

schnecken) Radix balthica LINNAEUS 1758 (Gemeine
Schlammschnecke)
Radix labiata ROSSMAESSLER 1835 (Alpen-
Schlammschnecke)
Radix auricularia LINNAEUS 1758 (Ohrschlammschnecke)
Stagnicola palustris O. F. MULLER 1774 (Gemeine
Sumpfschnecke)

Planorbidae Planorbis planorbis LINNAEUS 1758 (Gemeine

(Teller- Tellerschnecke)

schnecken) Planorbis carinatus O. F. MULLER 1758 (Gekielte
Tellerschnecke)
Gyraulus parvus SAY 1817 (Amerikanisches Posthérnchen)
Bathyomphalus contortus LINNAEUS 1758
(Riementellerschnecke)

Physidae Physella acuta DRAPARNAUD 1805 (Spitze Blasenschnecke)

(Blasen- Aplexa hypnorum LINNAEUS 1758 (Moosblasenschnecke)

schnecken)

Hydrobiidae Potamopyrgus antipodarum GRAY 1843 (Neuseelandische

(Wasserdeckel-  Deckelschnecke)

schnecken)

Bithyniidae Bithynia tentaculata LINNAEUS 1758 (Gemeine

(Schnauzen- Schnauzenschnecke)

schnecken)

Stylommatophora (Landlungenschnecken)

Familie Art

Succineidae Succinea putris LINNAEUS 1758 (Gemeine

(Bernstein- Bernsteinschnecke)

schnecken) Succinea spp. (Bernsteinschnecke, nicht spezifiziert)

Cochlicopidae
(Glatt-

Cochlicopa lubrica O. F. MULLER 1774 (Gemeine
Glattschnecke)

schnecken) Cochlicopa nitens GALLENSTEIN 1848 (Glanzende
Glattschnecke)

Oxychilidae Aegopinella pura ALDER 1830 (Kleine Glanzschnecke)

(Glanz- Aegopinella spp. (Glanzschnecke, nicht spezifiziert)

schnecken)

Gastrodontidae  Zonitoides sp. (Dolchschnecke, nicht spezifiziert)

(Dolch-

schnecken)

Hygromiidae Petasina edentula DRAPARNAUD 1805 (Zahnlose

(Laub- Haarschnecke)

schnecken)

Eine detaillierte Auflistung der gesammelten Schneckenarten, aufgeteilt nach Betrieben
ist in Tabelle 19 im Anhang zu finden
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2. Labordiagnostische Vorversuche: Untersuchungen
zur Methodenetablierung der Multiplex-PCR

2.1 Primer-Kompatibilitat und -Spezifitat

2.1.1. Primerpaar 1: Cd-Cox (PE) und Fhr-Il (LE)

Die Multiplex-Versuche mit den Primern Cd-Cox und Fhr-ll ergaben Banden bei
den erwarteten Basenpaarlangen. Die PCR-Produkte der mit F. hepatica-
infizierten G. truncatula (PK-S1) lagen unabhéngig vom Verdinnungsgrad der
Ansatz-DNA (unverdinnt, 1:2, 1:4, 1.6, 1:8, 1:10) stets unter 1 ng/upl. Die
Positivkontrolle mit adulter Egel-DNA (PK-PE und PK-LE) zeigte eine deutliche
Diskrepanz der Signalstéarken (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Elektropherogramm der Positivkontrollen mit Primern Cd-
Cox und Fhr-II

Bei weiteren Untersuchungen wurden die Primer Cd-Cox und Fhr-Il im Multiplex-
Versuch mit C. daubneyi-Mirazidien getestet. Dabei gab es bei mehreren Proben

unspezifische Banden bei 81 bp. Auch Negativkontrollen wiesen dieses Signal auf.

2.1.2. Primerpaar 2: Cd-Cox (PE) und Fh-Cox (LE)

Die Primerpaar-Kombination aus MARTINEZ-IBEAS et al. (2013) ergab deutliche
Peaks mit der erwarteten Basenpaarlange (Abbildung 14). Die Negativkontrolle
war nicht in jedem Durchlauf negativ. Unspezifische Peaks waren bei

Basenpaarlangen um 41-45 bp zu sehen.
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Abbildung 14: Elektropherogramm der Positivkontrollen mit Primern Cd-
Cox und Fh-Cox

2.1.3. Primerpaar 3: Cd-Cox (PE) und Fh-Cox Neu (LE)

Bei dieser Kombination kamen in Multiplex-Versuchen unspezifische Reaktionen
vor. Diese lagen zwischen 102 bp und 105 bp. Die Negativkontrolle (NTC) blieb
negativ, wenn Fh-Cox Neu allein eingesetzt wurde. Untersuchungen der
Larvenstadien von C. daubneyi (PK-M) zeigten unspezifischen Reaktionen

zwischen 49 bp und 63 bp beim Einsatz von Cd-Cox allein, auch in der NTC.

Zusatzlich lieferte die Kombination dieser Primerpaare inkongruente Ergebnisse.
Proben die zuvor Fasciola hepatica-positive Signale zeigten, waren bei
wiederholten Versuchen negativ. Eine Probe mit zwei gepoolten F. hepatica-
infizierten Schnecken war im Multiplex-Versuch mit Cd-Cox und Fh-Cox deutlich
positiv, beim ersten Durchgang mit Cd-Cox und Fh-Cox Neu mit geringerer
Konzentration positiv und beim zweiten und dritten Durchgang negativ, obwonhl die
Positivkontrollen (PTC) in allen vier PCR-Laufen vergleichbar waren (Tabelle 9).

Tabelle 9: Multiplex-PCR-Durchlaufe eines 2er-Pools mit F. hepatica
infizierten Schnecken

Primerpaare Konzentration des PCR- Konzentration der PTC
Produktes (ng/ul) (ng/ul)

Cd-Cox und Fh-Cox 3,68 8,78

Cd-Cox und Fh-Cox Neu 0,34 10,50

(1. Durchgang)

Cd-Cox und Fh-Cox Neu kein Signal 7,72

(2. Durchgang)

Cd-Cox und Fh-Cox Neu kein Signal 9,08

(3. Durchgang)
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2.1.4. Primerpaar 4: Cd-Cox Neu (PE) und Fh-Cox Neu (LE)

Bei dieser Primerpaar-Kombination traten sowohl bei den adulten Egel-Proben
(PK-PE, PK-LE) als auch bei den Larven-Proben (PK-M, PK-S2) spezifische
Reaktionen mit der erwarteten bp-Lange auf (Tabelle 10, Abbildung 16). Bei den
adulten Proben wurden jeweils zwei Peaks detektiert (Abbildung 15). Bei C.
daubneyi war das Produkt dieses Nebenpeaks stets ca. 12 bp langer als das
Produkt des Hauptpeaks. Im Elektropherogramm stellte sich dies als zwei eng
nebeneinander liegende Peaks dar. Dasselbe Phanomen war mit der adulten F.
hepatica-Probe zu beobachten. Hier ging im Elektropherogramm dem Hauptpeak
ein deutlich kleinerer Nebenpeak voraus mit einem Produkt, welches ca. 20 bp
kirzer war. Der Hauptpeak war in allen Versuchen deutlich prominenter als der
Nebenpeak. Bei den Larvenstadien (PK-M und PK-S2) trat der Nebenpeak nicht

auf.
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Abbildung 15: Elektropherogramm der Positivkontrollen mit Primern Cd-
Cox Neu und Fh-Cox Neu; Hauptpeaks mit den jeweiligen Nebenpeaks
(Pfeile)

Der Tabelle 10 sind die jeweiligen Konzentrationen und bp-L&ngen der PCR-
Produkte aus den Haupt- (fett gedruckt) und Nebenpeaks eines Multiplex-
Versuchs mit den Positivkontrollen zu entnehmen. Dabei wurden die Primer auf
Kreuzreaktionen zwischen C. daubneyi und F. hepatica getestet. Die Abbildung 16
zeigt das virtuelle Gel dieses Versuches. Dabei wurde die Darstellung aller Banden
anhand des grof3ten Peaks kalibriert, weswegen schwache Signale im virtuellen
Gel kaum oder nicht mehr sichtbar sein kénnen (vgl. insbesondere Bahn 7 in

Tabelle 10 und Abbildung 16).
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Tabelle 10: Multiplex-PCR (Cd-Cox Neu und Fh-Cox Neu) der Positiv-
kontrollen mit Auswertungen der bp-Langen und PCR-Produkt-
Konzentrationen

Bahn Proben bp Konzentration (ng/ul)
1 PK-PE 171 4,81
182 1,01
2 PK-M 82* 0,17
170 1,12
3 PK-LE 389 0,06
409 10,18
4 PK-S2 409 0,29
5 PK-PE + PK-LE 170 4,61
181 0,87
390 0,07
410 7,29
6 PK-M + PK-S2 170 0,22
412 0,53
7 PK-PE + PK-S2 171 491
182 0,85
415 0,09
8 PK-LE + PK-M 171 0,23
393 0,09
417 10,36
9 NTC - -
10 NTC - -
11 H-0 - -

Symbolerklarung: * unspezifisches Signal
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Abbildung 16: Virtuelles Gel der Positivkontrollen mit Primern Cd-Cox Neu
und Fh-Cox Neu
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2.1.5. Sequenzierungsergebnisse
Zur Sicherstellung der Primer-Spezifitit wurden einzelne PCR-Produkte
aufgereinigt und sequenziert. Die Sequenzierungsergebnisse sind in Tabelle 11

zusammengefasst.

Tabelle 11: Ergebnisse Sequenzierung aus BLAST

Probe Primer Spezies Uberein- Acc. No.
stimmung
PK-PE Cd-Cox C. daubneyi 98,56 % JQ815200.1
PK-LE Fhr-Il F. hepatica 95,56 % AH004409.2
PK-M Cd-Cox C. daubneyi 87,71 % JQ815200.1
PK-S1 Fhr-1 F. hepatica 97,83 % AH004409.2
PK-PE + PK-LE Fh-Cox F. hepatica 98,48 % AF216697.1
PK-PE + PK-LE Cd-Cox Neu C. daubneyi 97,14 % JQ815200.1
PK-PE + PK-LE Fh-Cox Neu F. hepatica 99,79 % AP017707.1
2.2. Untersuchungen zur Sensitivitat

2.2.1. Einfluss der Schnecken-DNA auf das PCR-Produkt
Bei der Zusammensetzung von 0,8 ng/ul Pansenegel- und Leberegel-DNA und

0,2 ng/ul Pansenegel- und Leberegel-DNA mit H,O waren alle Signale vorhanden.

Wurden die Proben mit Schnecken-DNA einer Konzentration von 95,2 ng/pl
(errechneter Wert) gespiked, konnte keine Leberegel-DNA nachgewiesen werden.
Pansenegel-DNA war nachweisbar. Zum direkten Vergleich dieser beiden PCR-
Durchlaufe dient Tabelle 12 als Ubersicht.

Tabelle 12: Vergleich der PCR-Produkte ohne und mit Schnecken-DNA im
Ansatz

Konz. Ansatz-DNA ohne Schnecken-DNA mit Schnecken-DNA
(NK-SRI 95,2 ng/ul)
PE 0,8 ng/ul Signal Signal
LE 0,8 ng/ul Signal kein Signal
PE 0,2 ng/ul Signal Signal
LE 0,2 ng/ul Signal kein Signal

Im Direktvergleich mit einer Schnecke mit geringerer DNA-Konzentration
(23,76 ng/pl, errechneter Wert) zeigte sich, dass alle Reaktionen spezifische
Signale hervorbrachten (Tabelle 13) und bei den Proben mit der héher
konzentrierten Schnecke nur ein Signal (PE 0,8 ng/pl) detektierbar war.

Tabelle 13: Vergleich der PCR-Produkte mit unterschiedlichen Schnecken-
DNA-Konzentrationen im Ansatz

Konz. Ansatz-DNA NK-SGt (23,76 ng/pl) NK-SRI (95,2 ng/ul)
PE 0,8 ng/ul Signal Signal
LE 0,8 ng/ul Signal kein Signal
PE 0,2 ng/ul Signal kein Signal

LE 0,2 ng/ul Signal kein Signal




IV. Ergebnisse 50

Im Durchgang mit den annahernd angeglichenen Schnecken-DNA-
Konzentrationen waren bei allen Reaktionen, auf3er beim Ansatz LE 0,2 ng/pl mit
NK-SGt (23,76 ng/ul), spezifische Signale nachweisbar (Tabelle 14).

Tabelle 14: Vergleich der PCR-Produkte mit annahernd angeglichenen
Schnecken-DNA-Konzentrationen

Konz. Ansatz-DNA NK-SGt (23,76 ng/ul) NK-SRI 1:3 (31,74 ng/ul)
PE 0,8 ng/ul Signal Signal
LE 0,8 ng/ul Signal Signal
PE 0,2 ng/ul Signal Signal
LE 0,2 ng/ul kein Signal Signal

2.2.2. Versuch eines Schnecken-Pools

Beim Versuch eines Pools aus finf Schnecken, mit einer F. hepatica-positiven
Schnecke (mit mikroskopisch nachgewiesener Infektion) und vier negativen
Schnecken, gab es kontrére Ergebnisse. Im ersten Durchgang war der Pool
negativ (mit einem unspezifischen Signal von 82 bp Lange) und die ungepoolte
positive Schnecke gab ein deutliches Signal bei 406 bp mit einer Konzentration

von 4,66 ng/pl.

Bei der Wiederholung des Pools wurde ein abgerundeter Peak aus zwei Signalen
bei 389 bp und 393 bp mit Konzentrationen von 0,11 ng/pl und 0,15 ng/pl detektiert
(Abbildung 17). Die PTC dieses Durchgangs lag bei 420 bp und die in diesem
Durchgang getestete positive Schnecke, die im Pool enthalten war, lag bei der
ungepoolten Testung bei 417 bp (0,19 ng/ul). Dieser Peak konnte als spezifisch
fur F. hepatica gewertet werden. Der Peak des 5er-Pools (Abbildung 17) galt mit
der festgelegten Spanne von +/- 10 bp von der PTC entfernt, als Kriterium fur ein

spezifisches Signal, nicht als positiv.
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Abbildung 17: Elektropherogramm eines fraglich spezifischen Signals eines
5er-Schnecken-Pool mit einer F. hepatica-infizierten Schnecke
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Bei einer weiteren Wiederholung des Pools gab es einen spezifischen Peak bei
428 bp mit einer Konzentration von 0,16 ng/pl. Die Positivkontrolle lag bei 429 bp.
Somit konnte der Peak beim dritten Durchgang als positiv gewertet werden
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Elektropherogramm der Wiederholung des 5er-Schnecken-
Pools mit spezifischem Signal fir F. hepatica

2.3. Schneckeninfektionsversuche mit Pansenegel-Mirazidien

Mit dem genannten Vorversuchsprotokoll wurden alle infizierten Schnecken
negativ getestet. Zwei der getesteten Galba truncatula wiesen unspezifische
Reaktionen (81 bp) auf, welche die Negativkontrolle dieses Durchgangs ebenfalls
aufwies (79 bp). In der Mikroskopie waren keine Larvenstadien nachweisbar.
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3. Labordiagnostischer Hauptversuch: Pravalenzen

von C. daubneyi und F. hepatica im Zwischenwirt

Gesammelte Schnecken aus 17 Betriebesbesuchen (von 15 Betrieben) wurden fur
die Ermittlung der Pravalenzen untersucht. Insgesamt wurden 544 Schnecken mit
12 vertretenen Arten (Ausnahme: Succinea spp. nicht spezifiziert) untersucht.
Davon gehdrten 240 der Art Galba truncatula an, die als Hauptzwischenwirt
fungiert und 304 Schnecken anderer Arten, wovon 20 zu den
Landlungenschnecken gehdorten. In der Abbildung 19 werden die im Hautversuch
mittels Multiplex-PCR untersuchten Schnecken in einem Balkendiagramm

dargestellt.

Untersuchte Schneckenarten

350 M Stagnicola palustris (n=1)

M Succinea spp. (n=2)

300
B Aplexa hypnorum (n=2)

250 B Cochlicopa nitens (n=7)
M Aegopinella pura (n=11)
200
B Gyraulus parvus (n=13)
150 Potamopyrgus antipodarum
(n=35)
M Physella acuta (n=41)
100 M Radix balthica (n=45)
M Planorbis planorbis (n=62)
50

B Radix labiata (n=85)

M Galba truncatula (n=240)

Galba truncatula (n=240) Andere Schneckenarten
(n=304)

Abbildung 19: Balkendiagramm der im Hauptversuch mittels Multiplex-PCR
untersuchten Schneckenarten

3.1. Pravalenzen von C. daubneyi und F. hepatica in Galba truncatula
240 Galba truncatula wurden mittels Multiplex-PCR auf Vorhandensein von C.
daubneyi- und F. hepatica-DNA untersucht. Im Vorfeld wurden 138 davon
mikroskopisch auf Larvenstadien untersucht. Die Tabelle 15 zeigt eine Ubersicht
Uber die ermittelten Infektionsraten.
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Tabelle 15: Mittels Multiplex-PCR ermittelte Infektionsraten von G. truncatula
und Ergebnisse der Mikroskopie

Bestands- Anzahl G. truncatula
besuch Total C. daubneyi- F. hepatica- Positive
Infektion Infektion Mikroskopie
07.02.18 40 2 0 -
07.06.18 4 0 0 -
19.06.18 8 0 0 -
03.07.18 14 0 0 -
25.09.18 25 0 0 -
02.10.18 11 0 0 -
08.05.19 3 0 0 0
09.05.19 11 0 3 0
10.07.19 50 0 9 1
17.07.19 20 0 0 0
31.07.19 1 0 0 0
18.09.19 26 0 0 0
25.09.19 10 0 3 3
02.10.19 17 0 0 0
Total 240 2 15 4

Bei 0,83 % der untersuchten G. truncatula war eine C. daubneyi- und bei 6,25 %
eine F. hepatica-Infektion mittels Multiplex-PCR nachweisbar. Die Tabelle 21 und
Tabelle 22 im Anhang zeigen eine Ubersicht tiber die PCR-Ergebnisse der positiv
getesteten Schnecken mit der jeweiligen PCR-Produkt- und Ansatz-DNA-

Konzentration.

Bei vier Betrieben konnte eine Pansen- oder Leberegelinfektion in Schnecken
nachgewiesen werden. Die Schnecken mit der Pansenegelinfektion wurden im
Februar 2018 gesammelt. Von den dort gesammelten G. truncatula waren 2/40
(5,0 %) in der Multiplex-PCR positiv fir C. daubneyi. Die drei Betriebe mit
Leberegelinfektionen in den Schnecken wurden im Mai 2019, Juli 2019 und
September 2019 besucht und wiesen interne Pravalenzen von 27,3 %, 18,0 % und
30,0 % auf.

Beim Vergleich der Zwischenwirtsinfektionen mit dem Infektionsstatus der Betriebe
(Tabelle 19 im Anhang) zeigt sich, dass in allen Fallen die Parasitenart in End- und
Zwischenwirt Ubereinstimmt. Bei zwei Betrieben waren beide Parasiten bei den
Rindern nachweisbar, im Zwischenwirt dann im Fall eines Betriebs nur C. daubneyi
und des anderen nur F. hepatica. Bei den anderen beiden dieser vier Betriebe

wurde im End- und Zwischenwirt nur F. hepatica nachgewiesen.
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3.1.1. Sequenzierungsergebnisse

Aus den jeweiligen Betrieben mit Zwischenwirtsinfektionen wurde jeweils das
PCR-Produkt einer oder zwei positiven Schnecke(n) zur Speziesbestatigung zur
Sequenzierung geschickt. Die Sequenzierungsergebnisse sind der Tabelle 16 zu

entnehmen.

Tabelle 16: Sequenzierungsergebnisse

Probe Primer Spezies Uberein- Acc. No.
stimmung

PE-positive Cd-Cox Neu C. daubneyi 99,23 % JQ815200.1
G. truncatula

PE-positive Cd-Cox Neu C. daubneyi 96,99 % JQ815200.1
G. truncatula

LE-positive Fh-Cox Neu F. hepatica 99,75 % AF216697.1
G. truncatula

LE-positive Fh-Cox Neu F. hepatica 94,07 % AF216697.1
G. truncatula

LE-positive Fh-Cox Neu F. hepatica 98,39 % AP017707.1

G. truncatula

3.1.2. Mikroskopie

Bei 4 von 138 G. truncatula konnte eine Infektion mit F. hepatica mikroskopisch
nachgewiesen werden. Die vier Infektionen wurden in der PCR bestéatigt. Von den
F. hepatica-Infektionen der im Mai 2019 gesammelten Schnecken wurde
mikroskopisch kein Larvenstadium nachgewiesen. Bei den infizierten Schnecken
im Juli konnte in einer von neun in der PCR positiven Schnecken Redien und
Zerkarien von F. hepatica mikroskopisch dargestellt werden. Die im September
gesammelten infizierten Schnecken waren ebenfalls alle bereits in der Mikroskopie
positiv. In einer G. truncatula waren nur Zerkarien, in einer nur Redien und in der
dritten waren Redien und Zerkarien von F. hepatica zu sehen (Abbildung 20,
Abbildung 21).



IV. Ergebnisse

55

500 ym ' ! ‘:t
Abbildung 20: Redien von F. hepatica in G. truncatula
(Mikroskopie Quetsch-Praparat, Pfeile) (Foto: Andrea
Kuchler)

Abbildung 21: Zerkarie von F. hepatica in G. truncatula
(Mikroskopie Quetsch-Préaparat, Pfeil) (Foto: Andrea
Kuchler)

3.2. Andere Schneckenarten

Bei keiner anderen Schneckenart als Galba truncatula konnte in dieser Studie eine

Infektion mit C. daubneyi oder F. hepatica mittels PCR oder Mikroskopie

nachgewiesen werden (n=304).
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V. DISKUSSION

1. Einleitung

Der Pansenegel Calicophoron daubneyi sorgt flr vermehrte Aufmerksamkeit, da
dieser Parasit scheinbar ,neu” in unseren Breitengraden auftritt. Wann der
Pansenegel aus den tropischen Gebieten eingetragen wurde, ist nicht genau
bekannt. Vor ca. 30 Jahren, wurden in Frankreich erste umfassende
Pravalenzstudien in Europa durchgefiihrt (MAGE et al., 2002). Schon vorher war
der Pansenegel bekannt, allerdings wurde angenommen, dass es sich dabei
vorwiegend um die Art Paramphistomum cervi handelte. Diese beiden Arten
unterscheiden sich morphologisch kaum, jedoch nutzen ihre Larvenstadien
unterschiedliche Zwischenwirte. C. daubneyi ist in seiner Entwicklung auf die
Zwergschlammschnecke (G. truncatula) angewiesen, welche ebenfalls von F.
hepatica als Zwischenwirt genutzt wird (DEPLAZES et al., 2020). F. hepatica ist in
stiddeutschen Rinderbestanden mit Weidehaltung weit verbreitet und auch der
Zwischenwirt G. truncatula kommt in diesen Regionen haufig vor (GLOER, 2002;
KOCH, 2005). Uberall wo G. truncatula auf der Weide vorkommt besteht fiir C.
daubneyi das Potenzial sich ebenfalls zu entwickeln und seinen Zyklus zu
schliel3en. Es wird vermutet, dass noch andere Wasserlungenschneckenarten im
Entwicklungszyklus dieser beiden Parasiten eine Rolle spielen kdnnten, da
Endwirte haufig mit beiden Parasitenarten infiziert sind, aber in Zwischenwirten
vergleichsweise geringe Pravalenzen festgestellt werden und bisher selten
Doppelinfektionen im selben Zwischenwirt gefunden wurden (JONES et al.,
2017b). Aus Studien anderer Lander sind bisher nur fur F. hepatica weitere
Zwischenwirte wie Omphiscola glabra und Radix sp. bekannt (ABROUS et al.,
1996; CARON et al.,, 2007; JONES et al., 2015). Aus experimentellen Studien
gehen jedoch noch mehr Arten als potenzielle Alternativzwischenwirte hervor
(DEGUEURCE et al., 1999).

Diese Studie hatte das Ziel ein moglichst breites Spektrum an potenziellen
Zwischenwirten, mit speziellem Augenmerk auf Galba truncatula als vermuteter
Hauptzwischenwirt, auf Infektionen mit F. hepatica und C. daubneyi mittels
Multiplex-PCR zu untersuchen. Bislang wurde in Deutschland noch keine
Schneckenart als Zwischenwirt von C. daubneyi bestatigt. Dazu wurden
suddeutsche Rinderbestande mit Weidehaltung koproskopisch und serologisch
untersucht, um den Infektionsstaus im Endwirt abzuklaren. Die Weiden wurden

begangen und typische Habitate nach Schnecken abgesucht. Diese wurden
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gesammelt und fur eine PCR-Untersuchung aufbereitet. Ein Teil der Schnecken
wurde vor der PCR mikroskopisch untersucht, um Larvenstadien morphologisch
zu bestimmen. Zur Methodenetablierung wurden unterschiedliche Primer getestet
und Untersuchungen zur Sensitivitdt gemacht. Als Hauptversuch wurde eine
Pravalenzbestimmung von C. daubneyi und F. hepatica in unterschiedlichen

potenziellen Zwischenwirten (n=544) durchgefihrt.

2. Pravalenzen von C. daubneyi und F. hepatica in

Zwischenwirten

2.1. Pravalenz in G. truncatula

Calicophoron daubneyi (Pansenegel)

Die natirliche Pravalenz von C. daubneyi in den untersuchten G. truncatula betrug
0,83 %. Die zwei infizierten Schnecken (von 240 untersuchten) wurden auf
demselben Betrieb im Februar gefunden. Die Parasiten sind fahig im Zwischenwirt
zu Uberwintern und im Frihjahr durch die Zerkarienemission aus der Schnecke
und die Umwandlung zu infektibsen Metazerkarien Endwirte zu infizieren. Laut
ABROUS et al. (1999c) sind starke Temperaturschwankungen und kihle
Temperaturen der Emission sogar forderlich. Demnach konnte es sein, dass
Weiden gerade im Frihjahr bei kithlen Nachten und warmen Tagen vermehrt mit
C. daubneyi-Metazerkarien kontaminiert werden. Moéglicherweise wird hierzulande
das Infektionsgeschehen im Endwirt aus der Uberwinterten Generation
angetrieben. Wahrend der Weideperiode (Frihjahr bis Herbst) wurde kein C.
daubneyi in den Schnecken nachgewiesen, obwohl die Rinder bei vier
Betriebsbesuchen mit G. truncatula-Funden zwischen Juni und Oktober 2018 und
zwei Betriebsbesuchen im Mai und Juli 2019 Eier des Pansenegels ausschieden.
Auch aus der Studie von IGLESIAS-PINEIRO et al. (2016) ging hervor, dass die
Population von G. truncatula, welche mit C. daubneyi infiziert waren, mit warmeren
Temperaturen abnahm. In welchen Zwischenwirten sich C. daubneyi wéhrend der
Weideperiode aufhalt, konnte im Rahmen dieser Studie nicht geklart werden. Es
gibt jedoch Studien, die Infektionen von G. truncatula wahrend der Sommermonate
aufzeigten (JONES et al., 2015; IGLESIAS-PINEIRO et al., 2016). Diese stammten
aus Galizien (Spanien) und Wales (Vereinigtes Konigreich). Die Autor/innen
vermuteten, dass sich der Parasit in einem Anpassungsprozess befindet und
nennen zwei unterschiedliche Erkenntnisse als mdogliche Grinde fur diese
Annahme. Als Indiz nannten JONES et al. (2017b), dass die Endwirte deutlich

mehr Eier von C. daubneyi als von F. hepatica ausschieden, die C. daubneyi-
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Pravalenz in G. truncatula jedoch wéhrend allen Sammelmonaten geringer war. In
dieser Studie wurden nur adulte G. truncatula (> 4 mm) untersucht. Eine weitere
interessante Erkenntnis hatten IGLESIAS-PINEIRO et al. (2016) beziiglich der
GehausegroRe bzw. des Schneckenalters. Knapp tber 50 % der mit C. daubneyi
infizierten G. truncatula waren zwischen 3 und 3,9 mm grof3, also im praadulten
Stadium. Auch dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass sich Parasit und
Schnecke in gegenseitiger Anpassung befinden oder die parasitare Belastung die
Schnecke in ihrem Wachstum hemmt. Die infizierten Schnecken aus der
vorliegenden Studie maRRen beide 5 mm. Eine Infektion im praadulten Stadium im
Vorjahr ist denkbar. Von diesen Schnecken liegen keine mikroskopischen Befunde
vor, da sie in Ethanol konserviert wurden, welche eine
Durchleuchtungsmikroskopie mittels Quetsch-Praparat verunmdoglichte.  Die
morphologische Bestimmung des Larvenstadiums ware fir zukinftige
Untersuchungen lohnend, um anhand dessen abzuschatzen zu kénnen, wann die
Infektion ungefahr stattgefunden hat (RONDELAUD et al., 2009).

Aus anderen Studien gehen natirliche Pravalenzen von 19,1 % im Nordwesten
Spaniens sowie 11,2 % und 4,0 % in Gebieten Grof3britanniens hervor. Fir die
spanische Studie wurden Schnecken aus mehreren Gebieten zweier Provinzen
mittels PCR untersucht (MARTINEZ-IBEAS et al., 2013). Diese vergleichsweise
hohe Pravalenz weist auf eine Etablierung von C. daubneyi in diesen Gebieten hin.
Der Zeitraum der Sammlung ist nicht bekannt. Umgekehrt untersuchten
IGLESIAS-PINEIRO et al. (2016) Zwergschlammschnecken aus einem Betrieb
derselben Region (Galizien) Uber eine Zeitdauer von zwei Jahren und ermittelten
eine Pravalenz von 4,4 %. Ob dieser Pravalenzunterschied der Nachweismethode
(PCR vs. Mikroskopie), der Pravalenz in den Endwirten oder dem
Untersuchungszeitraum geschuldet ist, kann aufgrund der vorhandenen Angaben
nicht beantwortet werden. Die Probensammlungen der Studien aus Wales liegen
ein Jahr auseinander und geben die Préavalenzen in G. truncatula aus sechs
Betrieben (11,2 %) und aus zehn Betrieben (4,0 %) wieder, welche mit der
Methode der Multiplex-PCR ermittelt wurden (JONES et al., 2015; JONES et al.,
2017b). Auch dort scheint sich C. daubneyi bereits adaptiert zu haben.

Fasciola hepatica (GroRBer Leberegel)

F. hepatica war mit einer natirlichen Préavalenz von 6,25 % im Vergleich zu den
Nachweisen von C. daubneyi haufiger in G. truncatula zu finden. Dabei gelang der
mikroskopische sowie der molekularbiologische Nachweis mittels PCR.
Mikroskopisch wurden reife Redien- und Zerkarienstadien nachgewiesen, welche

sich vermutlich in einem spéaten Stadium im Zwischenwirtszyklus befanden
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(RONDELAUD et al., 2009). Bereits MARTINEZ-IBEAS et al. (2013) beschrieben
die Schwierigkeit, frihe Infektionsstadien mikroskopisch zu erkennen. Dabei
gelang mit Schneckeninfektionsversuchen ein mikroskopischer Nachweis erst 33
Tage p. i.

In einer umfangreichen Studie aus der Schweiz wurden 4733 G. truncatula aus 70
Fasciola-positiven Betrieben mittels quantitativer Real-time PCR auf F. hepatica
untersucht (SCHWEIZER et al., 2007). Dabei wurde eine Pravalenz von 7 %
erhoben. Die klimatischen und geografischen Gegebenheiten der Nordostschweiz
ahneln dem teils angrenzenden stddeutschen Voralpenland. Daraus lasst sich
schlieBen, dass das Vorkommen der Zwergschlammschnecke und die
epidemiologischen Zustande &hnlich sind, was sich vermutlich in der &hnlichen
Pravalenz widerspiegelt. Studien aus anderen Landern zeigten sehr
unterschiedliche Pravalenzen von F. hepatica im Zwischenwirt. Jedoch ist hierbei
auch die geografische und klimatische Lage unterschiedlich. CARON et al. (2014)
untersuchten insgesamt fiinf Gebiete in Belgien und Luxemburg und erhoben eine
Pravalenz von 1,31 %. Ob die Gebiete von Nutzrindern beweidet wurden, ist der
Studie nicht zu entnehmen. CARON et al. (2011) untersuchten G. truncatula aus
Algerien und ermittelten dieselbe Pravalenz von 6,25 %. In Spanien wurde eine
Pravalenz von 40,4 % erhoben in einem Gebiet, wo F. hepatica und C. daubneyi
endemisch sind (MARTINEZ-IBEAS et al., 2013). In Studien aus Wales wurden
die natlrlichen Pravalenzen von 13,4 % und 5,6 % mittels PCR ermittelt (JONES
et al., 2015; JONES et al., 2017b).

Die infizierten Schnecken wiesen GehausegrofRen zwischen 3,5 und 8,0 mm auf.
In einer Studie von IGLESIAS-PINEIRO et al. (2016) lieRen sich ebenfalls tiber alle

GroRenkategorien infizierte Schnecken finden.

Doppelinfektionen

Doppelinfektionen des Zwischenwirtes mit C. daubneyi und F. hepatica wurden in
dieser Studie keine festgestellt. Gleiches lag bei der Studie von MARTINEZ-IBEAS
et al. (2013) vor, obwohl die Pravalenzen der Einzelinfektionen (mit 40,4 % bei F.
hepatica und 19,1 % bei C. daubneyi) weitaus héher waren. JONES et al. (2015)
und JONES et al. (2017b) fanden Doppelinfektionen bei 0,75 % und 0,22 % der

untersuchten G. truncatula.

Es kann davon ausgegangen werden, dass der Zwischenwirt eine begrenzte
Kapazitat hat, Parasiten aufzunehmen und eine Konkurrenzsituation um
Ressourcen entsteht, was das seltene Vorkommen von Doppelinfektionen erklaren

wuirde. Mdglicherweise geht eine Doppelinfektion mit einer erhéhten Mortalitat der
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Schnecke einher oder ein Parasit wird eliminiert (RONDELAUD et al., 20073,
BORN-TORRIJOS et al., 2014).

2.2. Andere Schneckenarten

Keine andere Schneckenart als Galba truncatula war in dieser Studie nachweislich
mit C. daubneyi oder F. hepatica infiziert. Es wurden 304 Schnecken von 12
unterschiedlichen Arten untersucht. Generell scheinen alternative Zwischenwirte
besonderen Mechanismen zu unterliegen. Zum einen waren in Untersuchungen
anderer Studien juvenile Schnecken anféalliger und zum anderen fuhrten
Doppelinfektionen oder vorgéangige Infektionen mit C. daubneyi zu einer
Komplettierung des Zyklus von F. hepatica (DEGUEURCE et al., 1999;
DREYFUSS et al., 2000).

Radix spp.

In dieser Studie wurden Radix labiata (n=85) und Radix balthica (n=45) untersucht.
Die taxonomische Unterscheidung dieser Arten kann durch molekularbiologische
Untersuchungen erganzt werden (BARGUES et al., 2001). Sinnvoll ist das, wenn
es um spezifische Fragestellungen geht, die die einzelne Art betrifft. So wurde
beispielsweise nur R. labiata als Zwischenwirt mit einer Ausscheidung von
infektiosen Metazerkarien im experimentellen Rattenmodell bestétigt (CARON et
al., 2007). Mit Radix balthica gelang dies nicht. Zudem scheint R. balthica hohere
Umweltanforderungen zu haben, was eine Anzucht und experimentelle Versuche
erschwert. Dies widerspiegelte sich in erhohten Mortalitéatsraten in einer
Schneckenzucht (CARON et al., 2007). Unter nattrlichen Bedingungen konnten
teils hohe F. hepatica-Pravalenzen von 25 % in den gefundenen Radix balthica
nachgewiesen werden. Diese Schnecken stammten von einer Weide, wo auch fast
die Halfte der gefundenen G. truncatula eine Infektion mit C. daubneyi aufwiesen.
Mdglicherweise war der Infektionsdruck auf die Schnecken so hoch, dass sich hier
ein Phanomen des Ausweichens eines Parasiten auf einen alternativen
Zwischenwirt zeigte (JONES et al.,, 2015). Dieser Zustand wird vermutlich in
suddeutschen Rinderbetrieben (noch) nicht erreicht. In Belgien und Luxemburg
ermittelten CARON et al. (2014) eine natirliche F. hepatica-Préavalenz von 0,16 %
in R. balthica. Eine Untersuchung dieser Schneckengattung wére insbesondere
bei hoher Kontamination der Weiden mit Pansenegel- und Leberegeleiern und bei

der Abwesenheit von G. truncatula interessant.
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Omphiscola glabra

Diese Schneckenart ist fir F. hepatica und potenziell fir C. daubneyi in Frankreich
ein alternativer Zwischenwirt zu G. truncatula. Natlrliche Infektionen wurden
mikroskopisch nachgewiesen und die Pravalenz der Doppelinfektionen war héher
als bei G. truncatula (ABROUS et al.,, 2000; DREYFUSS et al., 2003, 2005;
DREYFUSS et al.,, 2014; VIGNOLES et al., 2016). Dem Phanomen der
Doppelinfektion fallt in dieser Schneckenart eine besondere Rolle zu, da in
experimentellen Studien mit Schneckeninfektionen nur Doppelinfektionen zur
Zerkarienemission von F. hepatica fuhrten (ABROUS et al., 1996; DEGUEURCE
et al., 1999). Da sie in Stiddeutschland nicht vorkommt, wurde sie in dieser Studie
nicht untersucht. Jedoch ist sie in Norddeutschland verbreitet und einzelne Funde
gab es im sudlichen Hessen und Rheinland-Pfalz (GLOER & MEIER-BROOK,
2003). Eine Untersuchung dieser Schneckenart ware angesichts der

Studienergebnisse aus Frankreich auch in Deutschland interessant.

Stagnicola palustris

Im Rahmen dieser Studie wurde nur ein Exemplar dieser Art gefunden. Wie O.
glabra ist auch S. palustris vermehrt im Norddeutschen Raum zu finden.
Einzelfunde gab es in Suiddeutschland in Baden-Wiirttemberg (GLOER & MEIER-
BROOK, 2003). S. palustris hat das Potenzial als Zwischenwirt fiir F. hepatica und
C. daubneyi zu fungieren. Dies wurde sowohl bei natirlich als auch bei
experimentell infizierten Schnecken untersucht (DEGUEURCE et al., 1999).
Juvenile Schnecken hatten hohere Infektionsraten. Diese Art sollte in einem

groReren Probenumfang untersucht werden.
Planorbidae

Schnecken aus der Familie der Planorbidae sind typische Zwischenwirte fur
andere Pansenegelarten (DEPLAZES et al., 2020). Anisus leucostoma ist ein
Vertreter dieser Familie, der potenziell im Zyklus von F. hepatica eine Rolle spielt
(ABROUS et al., 1998; ABROUS et al., 2000; DREYFUSS et al., 2002). Diese
Schneckenart wurde jedoch im Rahmen dieser Studie nicht gefunden. Es wurden
Planorbis planorbis (n=62) und Gyraulus parvus (n=13) untersucht. Bei
Nachweisen von anderen Pansenegelarten werden Schneckenarten aus dieser

Familie relevant.

Physidae

Physella acuta (n=41) wurden im Rahmen dieser Studie untersucht. Hierbei

konnten nur Stichproben untersucht werden, da die Art in gewissen Habitaten
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eines Betriebs zahlreich vorgefunden wurde. In der Literatur gibt es Nachweise
von natdrlichen Infektionen mit C. daubneyi und F. hepatica, jedoch gibt es bisher
keine Hinweise, dass der Zyklus abgeschlossen werden kann (ABROUS et al.,
1998; DEGUEURCE et al., 1999; DREYFUSS et al., 2002; IGLESIAS-PINEIRO et
al., 2016). Weitere Untersuchungen waren nétig, um das Potenzial dieser

Schneckenart als Zwischenwirt zu evaluieren.

Potamopyrgus antipodarum

Diese Art sieht G. truncatula aufgrund der Form und Farbe auf den ersten Blick
ahnlich. Sie ist jedoch kleiner, kdnnte aber mit jungen Stadien verwechselt werden.
P. antipodarum besitzt einen Deckel, welcher bei genauem Hinsehen auffallt.
Zudem ist die Miindung runder und geschlossen (GLOER & MEIER-BROOK,
2003). Diese Art ist in ganz Deutschland verbreitet und wurde in der Studie in
einem Betrieb teilweise massenhaft in mehreren Habitaten gefunden. JONES et
al. (2015) wiesen mittels PCR natirliche Infektionen (Pravalenz: 3,85 %) mit F.
hepatica nach, obwohl G. truncatula ebenfalls anwesend war. Ob der Zyklus in
dieser Art abgeschlossen wird, ist bisher unbekannt. Generell sind invasive Arten
bezlglich der Verbreitung von Krankheitserregern von wissenschaftlichem

Interesse und sollten auch in zukinftigen Studien Beachtung finden.

Landlungenschnecken

Landlungenschnecken wurden in dieser Studie nur untersucht, wenn keine
Wasserlungenschnecken gefunden wurden. Dies traf auf einen Betriebsbesuch
zu. Die geringere Priorisierung dieser Gruppe wird damit begrindet, dass
Landlungenschnecken in der Literatur bisher wenig Beachtung fanden und
Infektionen nur aus einer Studie bekannt sind, aus einem Gebiet, wo keine G.
truncatula gefunden wurden (RELF et al., 2009). Experimentelle Infektionsstudien

mit Landlungenschnecken sind nicht bekannt.

2.3. Mikroskopie und PCR zur Prévalenzbestimmung

Aus friheren Studien ist bereits bekannt, dass die PCR eine sensitivere Methode
als die Mikroskopie zur Prévalenzbestimmung darstellt (CARON et al., 2007,
MARTINEZ-IBEAS et al., 2013). Dies wurde in dieser Studie ebenfalls bestatigt.
73,33% der F. hepatica-Infektionen in G. truncatula wurden mit der
mikroskopischen Methode nicht erkannt. Auf einen &hnlichen Wert kamen
CUCHER et al. (2006) in ihrer Studie, in der 65,85 % der PCR-positiven L.
columella mit der Mikroskopie nicht gesehen wurden. Eine mdgliche Begriindung

kénnte sein, dass Larven erst ab einem gewissen Entwicklungsstadium gesehen
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werden kénnen (MARTINEZ-IBEAS et al., 2013). Davor sind sie in einem anderen
Teil der Schnecke lokalisiert und sind in geringerer Zahl vorhanden (FRANDSEN
& CHRISTENSEN, 1984; ABROUS et al.,, 1997). Bei der in dieser Studie
gewdhlten Quetschmethode, konnte es zusatzlich durch Uberlagerungen des
Gewebes zur Einschrankung der Sichtbarkeit kommen. Somit konnten die Larven
auch keiner spezifischen Lokalisation zugeordnet werden. Diese Methode ist
gegenuber der Schneckensektion zeitsparend und einfacher durchzufiihren und

eignet sich, wenn kein Stereomikroskop zur Sektion zur Verfigung steht.

Eine Kombination aus beiden Untersuchungsmethoden ist sinnvoll, da die PCR
keine Informationen zum Entwicklungsstadium der Larven und der Befallsstarke
erbringt. Fehlwirte, in denen es zu keiner Zerkarien-Ausscheidung kommt, kénnen
nicht von wahren Zwischenwirten unterschieden werden. Zur Ergrindung in
welchen Schneckenarten der Parasit fahig ist seinen Zyklus zu vollenden, ist die
Beobachtung des Zerkarienaustritts entweder bei gesammelten natirlich oder
experimentell infizierten Schnecken zu empfehlen. Erganzend hierzu ist eine
Mikroskopie an lebendigen Schecken beschrieben, bei der juvenile Schnecken mit
noch durchsichtigem Gehduse untersucht und zur Beobachtung der
Zerkarienemission selektiert wurden (ABROUS et al., 2001). Zur Ermittlung der
Befallsstarke kénnte die Anwendung der quantitativen Real-time PCR in Betracht
gezogen werden. Eine solche wurde bereits zur Pravalenzbestimmung von F.
hepatica etabliert (SCHWEIZER et al., 2007).

3. Methodische Aspekte

Zur Pravalenzbestimmung der Parasiten in den Zwischenwirten wurde die
Methode der Multiplex-PCR, teilweise kombiniert mit der Mikroskopie,
angewendet. Dieses Kapitel beleuchtet die wichtigsten Punkte der
molekularbiologischen Methode im Zusammenhang mit dem Nachweis von C.

daubneyi und F. hepatica im Zwischenwirt.

3.1 Aufbereitung und DNA-Extraktion

Konservierung

Zur Konservierung und Lagerung bis zur DNA-Extraktion wurde ein Teil der
Schnecken in Ethanol (= 99,5 %, Ph. Eur., reinst) eingelegt und ein Teil ohne
Medium bei -80°C eingefroren. Beide Methoden finden Anwendung in
molekularbiologischen Studien zum Trematoden-Nachweis in Schnecken
(BARGUES et al.,, 2001; CUCHER et al.,, 2006; SCHWEIZER et al., 2007;
MARTINEZ-IBEAS et al., 2013; BORN-TORRIJOS et al., 2014; CARON et al.,
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2014). Die Konservierung in Ethanol hatte den Vorteil, dass zur morphologischen
Bestimmung, die im Rahmen dieser Studie extern stattfand, keine Schadigung der
DNA durch eine Unterbrechung der Kihlkette zu erwarten war. Ein Nachteil der
Methode ist die Anderung der Gewebekonsistenz durch den dehydrierenden
Effekt, der eine direkte Durchleuchtungsmikroskopie der Quetsch-Praparate
verunmdoglichte. Zur Anfertigung von Quetsch-Préaparaten eignete sich die
Methode des Einfrierens, da nach dem Auftauen die Schnecken eine

Gewebekonsistenz aufwiesen, die eine Durchleuchtung zuliel3.

Gewebszerkleinerung

Fur die Gewebszerkleinerung wurde die Technik einer maschinellen
Homogenisierung gewahlt. Das Proben-Handling ist sehr einfach, da die Schnecke
lediglich mit einer Pinzette in das Rohrchen mit Keramik-Beads gegeben wird,
welches dann der Maschine zugefihrt wird. Das nach der Zentrifugation
zurtickbleibende Pellet bestand aus sehr festen Bestandteilen des Kopfes, welche
nicht homogenisiert wurden. Durch das Verwerfen des Pellets wurde somit ein Teil
der nicht bendétigten Fremd-DNA eliminiert. Ein gewisses Risiko, dass auch
Parasitenbestandteile durch das Abpipettieren des Uberstandes im Rohrchen
verbleiben, ist vermutlich nicht auszuschlieBen. Soll das Schneckengewebe als
Gesamtheit ohne vorherige maschinelle Homogenisierung lysiert werden, kénnte
zur vollstdndigen Auflosung des Gewebes eine Uber Nacht-Inkubation im
Lysepuffer und zusatzlicher Zugabe von Proteinase K in Erwédgung gezogen
werden (O'SHAUGHNESSY et al., 2017).

DNA-Extraktion

Fur die DNA-Extraktion wurde das Kit gemall SCHWEIZER et al. (2007)
verwendet. Die Inkubationsdauer des Lysierungsschrittes wurde von anfanglich
1,5 h zu einer Uber Nacht-Inkubation geandert, da beobachtet wurde, dass die
Lyse in einigen Fallen nicht ausreichte und immer noch Gewebestticke vorhanden
waren. Dies kann zu einer Uberladung oder Verstopfung der Membran in der

Aufreinigungssaule fuhren.

In unterschiedlichen Studien fanden weitere Extraktionskits und -methoden zur
Isolierung von Trematoden-DNA in Schnecken Anwendung (CARON et al., 2007,
MARTINEZ-IBEAS et al., 2013; O'SHAUGHNESSY et al., 2017). Friiher wurde
unter anderem die Phenol-Chloroform-Methode angewendet, die jedoch aufgrund
der gesundheitsschadigenden Stoffe nicht mehr zeitgeman ist (BARGUES et al.,
2001). Als praktikabel wurde die Chelex-Methode, die zur DNA-Extraktion aus
forensischen Proben dient, beschrieben (WALSH et al., 1991; CARON et al., 2011;
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JONES et al., 2015). Diese Methode war im Vergleich zur Phenol-Chloroform-
Methode wesentlich schneller und kostengiinstiger. Die Ausbeute der DNA-
Konzentration war héher, jedoch war die Reinheit geringer (CARON et al., 2011).

3.2. Primer-Kompatibilitat und -Spezifitat

Vier Primerpaar-Kombinationen wurden im Verlauf dieser Studie in Multiplex-
Versuchen getestet. Das erste Primerpaar Cd-Cox (PE) und Fhr-ll (LE) wurde
verworfen, da unspezifische Signale auftraten, welche ahnliche Basenpaarlangen
wie das F. hepatica-Produkt aufwiesen. Dies ist im Hinblick auf die Interpretation
und der Darstellung auf dem virtuellen Gel nicht optimal. Zuséatzlich sind bei der
Positivkontrolle mit einer F. hepatica-infizierten Schnecke (PK-S1) lediglich
geringe Produkt-Konzentrationen nachgewiesen worden. Da die Fluoreszenz
abhéngig von der Basenpaarlange ist, wurden mitunter deswegen schwache

Signale nachgewiesen.

Die zweite Primerpaar-Kombination aus Cd-Cox und Fh-Cox (gemaft MARTINEZ-
IBEAS et al., 2013) wurde nicht verwendet, da der Fh-Cox-Primer nicht vollstéandig
zur Sequenz der angegebenen Accession number passte. Die Sequenz des neuen
Fh-Cox-Primers wurde der Sequenz angepasst und erneut in der Kombination mit
Cd-Cox verwendet. Mit dieser Primerpaar-Kombination (Cd-Cox und Fh-Cox Neu)
wurden nicht reproduzierbare Ergebnisse generiert, weswegen auch diese

Kombination ausschied.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die erste und dritte Kombination zu
verwerfen sind. Die Kombination aus MARTINEZ-IBEAS et al. (2013) sollte mit den
dort angegebenen Sequenzen als Alternative zur in dieser Studie verwendeten

Primer-Kombination reevaluiert werden.

Die Hauptversuche zur Pravalenzbestimmung wurden mit den Primern Cd-Cox
Neu (aus JONES et al. (2015)) und Fh-Cox Neu (modifizierte Sequenz aus
MARTINEZ-IBEAS et al. (2013)) durchgefiihrt. Diese Kombination ergab Signale
bei den erwarteten Basenpaarlangen mit DNA von adulten Egeln (PK-PE und PK-
LE) und DNA von Larvenstadien (PK-M und PK-S2). Die detektierten Nebenpeaks
sind vermutlich im Fall von C. daubneyi etwas langere und bei F. hepatica etwas
kiirzere Sequenzvarianten. Auf dem virtuellen Gel wurde der Nebenpeak von C.
daubneyi als schwache Bande neben der Hauptbande abgeleitet. Zur
Untersuchung dieser Sequenzen konnte sich eine Trennung mittels herkdbmmlicher
Gelelektrophorese und eine separate Sequenzierung der beiden nahe gelegenen

Banden eignen. Durch die Testung auf Kreuzreaktionen zwischen C. daubneyi und



V. Diskussion 67

F. hepatica und die Sequenzierung von PCR-Produkten konnte die Primer-

Spezifitét innerhalb dieser Trematoden-Arten bestatigt werden.

3.3. Sensitivitat

Als minimal nachzuweisende Einheit in der Schnecke wurde sich an den Angaben
zu einer Mirazidie mit einer DNA-Konzentration von 0,8 ng/ul gemal MAGALHAES
et al. (2004) orientiert. In der vorliegenden Studie konnte somit eine mit Spike-
Proben simulierte Mirazidie von C. daubneyi in Proben mit einem Schnecken-DNA
Anteil von bis zu 95,2 ng/ul im Multiplex-Versuch nachgewiesen werden. Bei der
Simulierung einer F. hepatica-Mirazidie vermischt mit Schnecken-DNA war ein
Nachweis nur bis 31,74 ng/ul méglich. Der Nachweis in 95,2 ng/ul Schnecken-DNA
gelang bei F. hepatica nicht. Diese Ergebnisse stellen im Hinblick auf
Schneckenarten mit héheren DNA-Konzentrationen ein Problem dar. Fir die
Studie gesammelte groRe Schnecken wiesen hohere DNA-Konzentrationen auf,
beispielsweise Radix labiata, Radix balthica und Stagnicola palustris mit
arithmetischen Mittelwerten von 162,25 ng/pl, 175,25 ng/pl und 141,00 ng/ul
(Tabelle 20 im Anhang). Hierbei waren Zwischenwirtsinfektionen (zumindest mit F.
hepatica) erst ab einer bestimmten Blrde nachweisbar. Auch das Pooling aus funf
G. truncatula mit einem F. hepatica-infizierten Exemplar erwies sich als nicht
reproduzierbar und somit nicht praktikabel im Feldversuch. Einen Einfluss der
Schnecken-DNA auf die Sensitivitat stellten auch CUCHER et al. (2006) fest. Die
Proben mit 0,01 ng F. hepatica-DNA waren mit einem Anteil von 10 % der
Schnecken-DNA nachweisbar. Bei der Zugabe von 20 % der Schnecken-DNA
stieg die Nachweisgrenze um den Faktor 10 (0,1 ng).

Ein Grund fur die schlechtere Nachweisbarkeit bei hoherem Fremd-DNA-Anteil
konnten PCR-Inhibitoren (z. B. komplexe Polysaccharide, Huminséaure,
Proteinasen) sein (CARON et al., 2011; CARON et al., 2014). Diese wurden bereits
von mehreren Autor/innen thematisiert und ihr Ausschluss in die Versuche zur
Pravalenzermittiung integriert. MARTINEZ-IBEAS et al. (2013) schlossen
Inhibitoren aus, indem sie alle negativ getesteten Schnecken mit 60 ng adulter
Egel-DNA spikten und erneut testeten. Einen direkteren Weg zum Ausschluss von
Inhibitoren wéhlten CARON et al. (2011). Sie etablierten eine Multiplex-PCR,
womit jeweils eine unterscheidbare Sequenz aus dem ITS-2 Gen von F. hepatica
und von der Schnecke nachgewiesen wurde. Die Schnecke diente somit als
interne Positivkontrolle und war entsprechend positiv ohne Inhibitoren. Bei einem
negativen Befund wurde der Einfluss der Inhibitoren durch Verdinnungen (1:10
und 1:100) getestet. Bei einer 1:100-Verdinnung waren Inhibitoren ausgeschaltet

(positive interne Positivkontrolle). Auch JONES et al. (2015) verdiinnten die
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Proben vor der PCR 1:10 und poolten jeweils sechs Schnecken. Zur Eliminierung
von Inhibitoren wurden, aufRer der Probenverdinnung, die Verwendung von
0,048 % BSA im PCR-Mix (CUCHER et al.,, 2006) oder die DNA-Isolation mit
einem fur fakale Proben geeigneten Extraktionskit erwahnt (KOZAK &
WEDRYCHOWICZ, 2010). In der vorliegenden Studie wurden die Proben nicht
vorverdinnt oder auf Inhibitoren getestet. Dies ware einer der nachsten Schritte
der Methodenoptimierung. Als weiteren Ansatz zur Verringerung von Schnecken-
DNA koénnte das Abtrennen von Schneckenteilen (vor der DNA-Extraktion) sein, in
denen sich die Larvenstadien wahrend ihrer Entwicklung nicht aufhalten.
Beispielsweise haben BORN-TORRIJOS et al. (2014) nur die Mitteldarmdrise und
die Gonaden verwendet. So kénnte der Schnecken-DNA-Anteil verringert werden.
Zur Methoden-Optimierung kénnte auch die Konzentration der Primer erhdht und

die Zyklenzahl des PCR-Durchlaufs auf 30-40 hochgefahren werden.

4. Ausblick

Diese Studie war eine breit angelegte Studie, welche sich mit der
Methodenetablierung einer Multiplex-PCR und der Untersuchung mdoglicher
Zwischenwirte von C. daubneyi und F. hepatica auseinander setzte. In diesem
Kapitel werden aus den Ergebnissen der Studie entstandene Ideen fiur weitere

Projekte und wissenschaftliche Fragestellungen zusammengetragen.

4.1. Untersuchung einzelner Betriebe im Jahresverlauf

Ein Rinderbestand aus dieser Studie erwies sich als sehr interessant hinsichtlich
der Artenvielfalt gefundener Schnecken. In zwei Besuchen wurden zehn
unterschiedliche  Wasserlungenschneckenarten gefunden, darunter der
Hauptzwischenwirt Galba truncatula und potenzielle Zwischenwirte wie Radix
labiata, Radix balthica, Stagnicola palustris, Potamopyrgus antipodarum, Physella
acuta und unterschiedliche Tellerschneckenarten. Eine Populationsbestimmung
dieser Schneckenarten und eine Definierung ihrer Habitate kénnten in der
Kombination  mit einer  mikroskopischen und  molekularbiologischen
Pravalenzbestimmung  wertvolle  Informationen  beziglich  alternativer
Zwischenwirte und deren Lebensweise geben. Im Rahmen dieser Studie wurden
alle aus diesem Betrieb untersuchten Schnecken (n=243) negativ getestet. Die
Schnecken wurden wahrend zwei Begehungen im kurzen Abstand (Juli 2018 und
September 2018) gesammelt. Eine Untersuchung der Schnecken und Endwirte im
Jahresverlauf ware bei diesem Betrieb sinnvoller. Epidemiologische Zustande, wie
das Zusammenkommen von End- und Zwischenwirten mit saisonalen und ggf.

meteorologischen und klimatischen Gegebenheiten missen genaustens beachtet
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und die Begehungen gut geplant werden, insbesondere bei Betrieben mit
Umtriebsweide. Basierend auf den bisherigen Untersuchungsergebnissen und
dem aktuellen Wissensstand ist mit niedrigen Pravalenzen im Zwischenwirt zu
rechnen. Unter epidemiologischen Gesichtspunkten und der Fragestellung nach
potenziellen alternativen Zwischenwirten zu Galba truncatula ware eine

Untersuchung dieses Gebietes von hohem Interesse.

Des Weiteren wirde sich ein anderer Studienbetrieb zur genaueren Betrachtung
der Rolle von G. truncatula als Zwischenwirt eignen. Es handelt sich um einen
Milchviehbetrieb mit 60 Kiihen, welche mit beiden Trematoden infiziert waren. In
diesem Betrieb wurden 40 G. truncatula gefunden wovon zwei mit C. daubneyi
infiziert waren. Dies war der zweitgré3te Fund von G. truncatula wahrend eines
Betriebsbesuches. Eine Pravalenzstudie die End- und Zwischenwirte einschlief3t,
ware aufgrund der Gegebenheiten geeignet und konnte Aufschluss Uber die
Infektion von G. truncatula mit C. daubneyi und F. hepatica im Jahresverlauf
geben. Hierbei konnte G. truncatula mittels Mikroskopie und Multiplex-PCR auf

(Doppel-)Infektionen untersucht werden.

4.2. Schneckeninfektionsversuche

Experimentelle  Infektionen von  Zwischenwirtsschnecken kénnen  flr
unterschiedliche Indikationen genutzt werden. Es kdnnen biologische Prozesse
wie die Zerkarienemission unter Laborbedingungen beobachtet werden, zur
Ermittlung potenzieller Zwischenwirte (ABROUS et al., 1996; DEGUEURCE et al.,
1999; CARON et al., 2007). Die Methode kann ebenfalls zur Sensitivitatsprifung
und zum Vergleich der Mikroskopie und PCR zu verschiedenen Zeitpunkten der
Larvenentwicklung herangezogen werden (CARON et al., 2007; MARTINEZ-
IBEAS et al., 2013). Der Vorteil gegeniber natirlichen Infektionen ist, dass genau
bekannt ist, mit wie vielen Mirazidien eine Schnecke unter welchen Bedingungen
infiziert wurde. Alternativ kdnnen zur Sensitivitatsprifung der PCR mit Parasiten-
DNA gespikte Schneckenproben untersucht werden, wie in der vorliegenden
Studie (vgl. IV.2.2). Zur Optimierung der PCR waren infizierte Schnecken mit
bekannter Parasitenlast als interne Positivkontrolle wiinschenswert. Dies war in
der vorliegenden Studie der Grund fiir den Versuch von experimentellen
Schneckeninfektionen. Des Weiteren kénnen experimentelle
Schneckeninfektionen noétig werden, wenn eine Gewinnung von Metazerkarien
angestrebt wird fur Infektionsversuche von Endwirten (CARON et al., 2007). Der
Prozess ist mit einem sehr hohen logistischen und zeitlichen Aufwand verbunden.
Wie eine Studie gezeigt hat, sind auch nicht alle Schneckenarten zur Anzucht
geeignet (CARON et al., 2007).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Studie wurden Schnecken unterschiedlicher Arten (n=544) auf
Infektionen mit C. daubneyi und F. hepatica untersucht. Molekularbiologische
Untersuchungen mittels Multiplex-PCR haben gezeigt, dass Galba truncatula auch
in Stddeutschland als Zwischenwirtsschnecke von C. daubneyi fungiert. Von 240
G. truncatula wiesen zwei eine Infektion mit C. daubneyi (Pravalenz: 0,83 %) und
15 eine Infektion mit F. hepatica (Pravalenz: 6,25 %) auf. Gemischte Infektionen
in der Zwischenwirtspopulation und Doppelinfektionen einzelner Schnecken
wurden keine festgestellt, wobei 40 % der beteiligten Betriebe Mischinfektionen im
Endwirt aufwiesen. Ein mikroskopischer Nachweis von Larvenstadien in der
Schnecke gelang bei 4 von 15 mit F. hepatica infizierten G. truncatula. Bei keiner
anderen untersuchten Schneckenart (n=304) konnte eine Infektion mit einem der
beiden Parasiten nachgewiesen werden. Darunter waren unter anderem Radix
spp., Potamopyrgus antipodarum und Physella acuta als potenzielle
Zwischenwirte von F. hepatica vertreten. Die Multiplex-PCR basierte auf der
Amplifizierung von Sequenzen der Cox-Gene von C. daubneyi und F. hepatica.
Wahrend zufriedenstellende spezifische Reaktionen resultierten, muissen
Verbesserungen der Sensitivitat angestrebt werden. Der hohe Anteil von Fremd-
DNA der Schnecke gegeniber der Ziel-DNA des Parasiten scheint die Sensitivitéat
erheblich zu reduzieren. Fur die weitere Erforschung der Zwischenwirte bedarf es
umfangreicheren  Untersuchungen unterschiedlicher Schneckenarten im
Jahresverlauf. Zur Etablierung einer sensitiveren Methode wirden sich

experimentelle Schneckeninfektionsversuche eignen.

Die Studie hat gezeigt, dass C. daubneyi in gewissen Massen bereits an den
Zwischenwirt G. truncatula angepasst ist oder sich im Prozess der Anpassung
befindet. Im weiteren Verlauf der Ausbreitung und bei einer Zunahme der
Pravalenzen im Endwirt konnte die Infektion als Parasitose an Bedeutung
gewinnen. Auswirkungen auf die Hausrindpopulation bezliglich Pathogenitat und
Leistungskapazitat sollten vorwiegend hinsichtlich der Tiergesundheit aber auch
der Wirtschaftlichkeit untersucht werden. Des Weiteren ist die epidemiologische
Dynamik zwischen C. daubneyi und F. hepatica und ihren Zwischenwirten von
wissenschaftlichem Interesse, da eine Berlicksichtigung der Zwischenwirte flr

effiziente Bekampfungsmal3nahmen in Rinderbestanden essenziell ist.
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VII. SUMMARY

In this study, snails of different species (n=544) were examined for infections with
larval stages of C. daubneyi and F. hepatica with a multiplex-PCR protocol. The
study confirmed that Galba truncatula acts as an intermediate host of C. daubneyi
in southern Germany. Of 240 G. truncatula probes examined, two showed an
infection with C. daubneyi (prevalence: 0.83 %) and 15 with F. hepatica
(prevalence: 6.25 %). Mixed infections within the snail population and double
infections of individual snails were not detected, although 40% of the participating
farms showed mixed infections in the cattle, which act as final host. Microscopic
detection of larval stages was successful in 4 of 15 G. truncatula infected with F.
hepatica. No other snail species examined (n=304) was found to be infected with
either parasite. These included Radix spp., Potamopyrgus antipodarum and
Physella acuta as potential intermediate hosts of F. hepatica. The multiplex-PCR
technic is based on the amplification of Cox gene-sequences of C. daubneyi and
F. hepatica. While specific reactions were seen, improvements in sensitivity must
be considered. The high proportion of snail DNA relative to the target (parasite
DNA) appears to reduce the sensitivity severely. Larger studies including different
snail species with observations throughout the seasons are needed for further
research on the spectrum of intermediate hosts. Experimental snail infections

would be suitable for establishing a more sensitive method.

This study has shown that C. daubneyi is already adapted to the intermediate host
G. truncatula and probably is still in the process of further adaptation. As the
infection might emerge in the future with increasing prevalence in the final host,
this infection could progress to a concerning parasitosis. Effects on the domestic
cattle population in terms of pathogenicity and performance should be investigated
mainly for animal welfare but also for economic reasons. Furthermore, the
epidemiological dynamics between C. daubneyi and F. hepatica and their
intermediate hosts is of scientific interest, as the consideration of intermediate

hosts is essential for efficient control programs in cattle herds.
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3. Tabellen des Anhangs

Tabelle 17: Referenzen zu Mastermix-Reagenzien

Reagenz Bezeichnung Hersteller
Puffer 5x Colorless GoTag® Reaction Promega
Buffer
dNTP dNTP Mix, 10 mM Promega
Primer C. Cd Cox I-Neu for. biomers.net GmbH
daubneyi Cd Cox I-Neu rev.
Primer F. Fh Cox For. Neu biomers.net GmbH
hepatica Fh Cox1R
Tag-Polymerase GoTaq® G2 DNA Polymerase Promega
H20 dNase freies Wasser Carl Roth GmbH + Co. KG

Tabelle 18: Ubersicht der verwendeten Proben als Positiv- und
Negativkontrollen in Haupt- und Vorversuchen

Probe Benennung  Konzentration (ng/ul) Reinheit
(A260/280)
Adulter Pansenegel PK-PE 257,0 2,012
Adulter Leberegel PK-LE 223,0 2,035
18 Pansenegel- PK-M 3,968 2,000
Mirazidien
F. hepatica-infizierte PK-S1 66,8 2,077
G. truncatula
F. hepatica-infizierte PK-S2 144,0 2,231
G. truncatula
negativ getestete G. NK-SGt 29,7 2,000
truncatula
negativ getestete R. NK-SRI 119,0 2,000

labiata
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Tabelle 19: Ubersicht der besuchten Betriebe und gesammelten Schnecken

Bestands- Betriebs- Bestands- Infektions- Schneckenart Anzahl gesammelter Schnecken
besuch art groBe status Hauptversuch ~ PCR-Nachweis  ausgeschlossen Total
(Adulte) (Methode) in Schnecken

13.07.2017 Milchvieh 30 LE (K+, S+) Galba truncatula - - 35 35
(Zwergschlammschnecke)
Cochlicopa lubrica (Gemeine - - 1 1
Glattschnecke)
Succinea putris (Gemeine - - 1 1
Bernsteinschnecke)

04.08.2017 Milchvieh 34 LE (K-, S+) Galba truncatula - - 13 13
(Zwergschlammschnecke)

17.11.2017 Milchvieh 52 LE (K-, S+) Galba truncatula - - 4 4
(Zwergschlammschnecke)

07.02.2018 Milchvieh 60 PE (K+) Galba truncatula 40 C. daubneyiin 2 - 40

LE (K+, S+) (Zwergschlammschnecke) G. truncatula

Succinea sp. - - 1 1
(Bernsteinschnecke)

07.06.2018t  Milchvieh 50 PE (K+) Galba truncatula 4 negativ - 4

LE (K-, S+) (Zwergschlammschnecke)

Succinea spp. - - 20 20
(Bernsteinschnecke)
Aegopinella pura (Kleine - - 2 2
Glanzschnecke)
Petasina edentula (Zahnlose - - 1 1
Haarschnecke)

19.06.2018 Milchvieh 43 LE (K+, S+) Galba truncatula 8 negativ - 8
(Zwergschlammschnecke)
Radix labiata (Alpen- 5 negativ - 5
Schlammschnecke)
Succinea spp. - - 12 12

(Bernsteinschnecke, nicht
spezifiziert)
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Fortsetzung Tabelle 19

Zonitoides sp.
(Dolchschnecke, nicht
spezifiziert)

26.06.2018

Milchvieh

61

LE (K+, S+)

Planorbis planorbis (Gemeine
Tellerschnecke)

Bathyomphalus contortus
(Riementellerschnecke)

Succinea spp.
(Bernsteinschnecke, nicht
spezifiziert)

03.07.20182

Mutterkuh

133

PE (K+)
LE (K+)

Planorbis planorbis (Gemeine
Tellerschnecke)

48

negativ

51

Galba truncatula
(Zwergschlammschnecke)

14

negativ

17

31

Radix labiata (Alpen-
Schlammschnecke)

13

negativ

48

61

Succinea spp.
(Bernsteinschnecke, nicht
spezifiziert)

27

27

Zonitoides spp.
(Dolchschnecke, nicht
spezifiziert)

04.07.2018

Milchvieh

66

LE (K-, S+)

Galba truncatula
(Zwergschlammschnecke)

10.07.20183

Mutterkuh

12

PE (K+)
LE (S+)

Galba truncatula
(Zwergschlammschnecke)

Succinea spp.
(Bernsteinschnecke, nicht
spezifiziert)

10

10

25.07.2018

Milchvieh

70

LE (K+, S+)

Galba truncatula
(Zwergschlammschnecke)

Planorbis planorbis (Gemeine
Tellerschnecke)
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Fortsetzung Tabelle 19

Planorbis carinatus (Gekielte - - 2 2
Tellerschnecke)
Radix balthica (Gemeine - - 2 2
Schlammschnecke)
Radix labiata (Alpen- - - 1 1
Schlammschnecke)
Bithynia tentaculata (Gemeine - - 1 1
Schnauzenschnecke)
Succinea spp. - - 5 5
(Bernsteinschnecke, nicht
spezifiziert)

01.08.2018 Milchvieh 27 PE (K+) Aegopinella pura (Kleine 9 negativ 3 12

LE (K-, S+) Glanzschnecke)

Cochlicopa nitens (Glanzende 7 negativ - 7
Glatt-/Achatschnecke)
Succinea sp. 1 negativ - 1
(Bernsteinschnecke, nicht
spezifiziert)

14.09.20182  Mutterkuh 133 PE (K+) Potamopyrgus antipodarum 35 negativ 150 185

LE (K+) (Neuseelandische

Deckelschnecke)
Physella acuta (Spitze 34 negativ 50 84
Blaseneschnecke)
Radix labiata (Alpen- 47 negativ 8 55
Schlammschnecke)
Gyraulus parvus 13 negativ 13 26
(Amerikanisches
Posthdrnchen)
Radix balthica (Gemeine 22 negativ - 22
Schlammschnecke)
Planorbis planorbis (Gemeine 14 negativ - 14

Tellerschnecken)
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Fortsetzung Tabelle 19

Radix auricularia - - 10 10
(Ohrschlammschnecke)
Galba truncatula - - 4 4
(Zwergschlammschnecke)
Aplexa hypnorum 2 negativ - 2
(Moosblasenschnecke)
Stagnicola palustris (Gemeine 1 negativ - 1
Sumpfschnecke)
Succinea putris (Gemeine - - 7 7
Bernsteinschnecke)
Aegopinella spp. - - 2 2
(Glanzschnecke, nicht
spezifiziert)

25.09.2018 Milchvieh 46 PE (K+) Galba truncatula 25 negativ 65 90

LE (K+, S+) (Zwergschlammschnecke)

Radix labiata (Alpen- 10 negativ - 10
Schlammschnecke)
Physella acuta (Spitze 7 negativ - 7
Blasenschnecke)

02.10.2018 Mutterkuh 140 PE (K+) Radix balthica (Gemeine 23 negativ - 23
Schlammschnecke)
Galba truncatula 11 negativ - 11
(Zwergschlammschnecke)

08.05.2018 Milchvieh 50 PE (K+) Galba truncatula 3 negativ - 3

LE (K+, S+) (Zwergschlammschnecke)

Radix labiata (Alpen- 1 negativ - 1
Schlammschnecke)
Succinea sp. 1 negativ - 1
(Bernsteinschnecke, nicht
spezifiziert)

09.05.2019*  Milchvieh 40 LE (K+, S+) Galba truncatula 11 F. hepatica in 3 3 14

(Zwergschlammschnecke)

G. truncatula
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Fortsetzung Tabelle 19

26.06.2019 Milchvieh 50 LE (K-, S+) Aegopinella spp. 2 negativ 1 3
(Glanzschnecke, nicht
spezifiziert)

10.07.2019%  Mutterkuh 12 PE (K+) Galba truncatula 50 F. hepatica in 9 1 51
LE (K+) (Zwergschlammschnecke) G. truncatula

17.07.2019 Milchvieh 35 LE (K-, S+) Galba truncatula 20 negativ - 20
(Zwergschlammschnecke)
Radix labiata (Alpen- 6 negativ - 6
Schlammschnecke)

31.07.2019 Milchvieh 15 LE (K-, S+) Galba truncatula 1 negativ - 1
(Zwergschlammschnecke)

18.09.2019 Milchvieh 46 LE (K-, S+) Galba truncatula 26 negativ - 26
(Zwergschlammschnecke)
Radix labiata (Alpen- 3 negativ - 3
Schlammschnecke)

25.09.2019 Milchvieh 41 LE (K+, S+) Galba truncatula 10 F. hepatica in 3 13 23
(Zwergschlammschnecke) G. truncatula

02.10.2019 Milchvieh 49 LE (K-, S+) Galba truncatula 17 negativ 10 27
(Zwergschlammschnecke)

Total 544 - 582 1126

Symbol- und Begriffserklarung: 1, 2 und 3 jeweils gleicher Betrieb, zwei Besuche; LE=Leberegel; PE=Pansenegel; K+=Koproskopie positiv; K-=Koproskopie negativ;

S+=Serologie positiv; blau=Wasserlungenschnecke; grin=Landlungenschnecke
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Tabelle 20: Arithmetische Mittelwerte der Gehausegroflen und DNA-
Konzentrationen der im Hauptversuch beteiligten Schnecken

Schneckenart Anzahl Arithmetischer Mittelwert
Gehéausegréfle (mm)  DNA-Konzentration (ng/ul)

G. truncatula 226 4,95 60,26
R. labiata 84 7,23 162,25
P. planorbis 59 5,99 78,74
R. balthica 45 7,54 175,24
P. acuta 40 6,79 77,38
P. antipodarum 35 3,86 30,33
G. parvus 13 3,38 15,40
Aegopinella spp. 11 5,09 100,89
C. nitens 7 5,14 61,87
A. hypnorum 2 6,75 137,00
Succinea spp. 2 4,50 37,40
S. palustris 1 13,50 141,00
Schnecken mit 19 - -
kaputtem

Gehéuse

Total 544 - -

Bemerkung: Schnecken mit kaputtem Gehduse wurden fir beide Berechnungen

ausgeschlossen
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Tabelle 21: PCR-Ergebnisse von mit C. daubneyi infizierte G. truncatula

Betriebs- Infektionsstatus  Gehéause- DNA-Konz. DNA-Konz.
besuch des Betriebs grole Schnecke (ng/ul) PCR-Produkt
(mm) (ng/pl)
07.02.2018 PE-Kopro + 5,0 14,4 0,39
LE-Kopro + 5,0 37,1 3,42
LE-Sero +

Begriffserklarung: PE-/LE-Kopro=Pansenegel-/Leberegel-Koproskopie; LE-Sero=

Leberegel-Serologie

Tabelle 22: PCR-Ergebnisse von mit F. hepatica infizierte G. truncatula

Betriebs- Infektionsstatus  Gehause- DNA-Konz. DNA-Konz.
besuch des Betriebs groRe Schnecke (ng/ul) PCR-Produkt
(mm) (ng/ul)
09.05.2019 PE-Kopro - 4,5 32,2 8,52
LE-Kopro + 45 79,2 4,88
LE-Sero + 5,0 104,0 0,18
10.07.2019 PE-Kopro + 3,5 20,8 5,38
LE-Kopro + 35 27,2 5,35
8,0 89,1 2,88
5,0 32,2 2,69
4,0 37,1 511
35 17,3 0,47
3,5 20,8 0,49
4,0 27,2 0,67
3,5 14,4 2,03
25.09.2019 PE-Kopro - 5,0 39,6 7,00
LE-Kopro + 5,0 49,5 0,54
LE-Sero + 45 19,8 4,66

Begriffserklarung: PE-/LE-Kopro=Pansenegel-/Leberegel-Koproskopie; LE-Sero=

Leberegel-Serologie
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