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1. Einleitung und Fragestellung

Unterschiedliche Lungenwurmarten der Gattungen Crenosoma, Aelurostrongylus,
Angiostrongylus und Troglostrongylus sind wichtige Endoparasiten in der Veterinarmedizin.
Lungenwurmer kdnnen je nach Art und Wurmbdirde respiratorische Symptome wie Husten,
Nasenausfluss, Tachypnoe oder auch Atemstillstand und darauffolgenden Tod bei Hunden
und Katzen verursachen (Pennisi et al. 2015). Sie kdnnen sowohl pulmonale Krankheitsbilder
wie Bronchopneumonien, akute oder chronische Bronchitiden als auch kardiale
Krankheitsbilder ~wie Rechtsherzdilatationen oder weitere Verdnderungen wie
Verbrauchskoagulopathien, Anamie oder nervdse Stérungen bewirken (Deplazes et al. 2013).
Somit stellen sie eine bedeutende Differentialdiagnose bei respiratorischen bzw. pulmonalen

Auffalligkeiten dar.

Ein wichtiger Vertreter der kaniden Lungenwirmer ist der schachtelhalmférmige Lungenwurm,
Crenosoma vulpis. Dieser kommt in Europa, Asien und Nordamerika vor und hat als seinen
Endwirt den Fuchs, andere Wildkaniden, aber auch den Hund (Deplazes et al. 2013). Vor der
Besiedelung des Endwirtes muss die Lungenwurmlarve eine Entwicklung von L1 bis zur
infektidsen L3 vollziehen. Die in den Bronchien und in der Trachea lebenden adulten Weibchen
legen dort ihre Eier, die anschliefend hochgehustet, abgeschluckt und Uber den Kot
ausgeschieden werden. Dort dringen L1 in Nackt- und Gehauseschnecken ein und entwickeln
sich zu L3. Die Schnecke wird anschlief3end als Zwischenwirt vom Endwirt verzehrt, wodurch
infektidse L3 Uber die Portalvene, das Leberparenchym und die Lebervenen zum Herzen und

in den Lungenkreislauf gelangen (Unterer et al. 2002).

Ein weiterer beim Hund auftretender Fadenwurm ist der Franzosische Herzwurm,
Angiostrongylus vasorum. Er kommt in Afrika, Amerika und Europa vor (Olivieri et al. 2017).
Adulte Weibchen leben in der Arteria pulmonalis und im rechten Herzen, wo sie ihre
ungefurchten Eier ablegen (Deplazes et al. 2013). Diese werden in die Lungenkapillaren
geschwemmt, entwickeln sich dort zu L1, werden hochgeflimmert, geschluckt und mit dem Kot
ausgeschieden. Danach werden sie vom Zwischenwirt, der Schnecke, aufgenommen und die
Entwicklung von L1 bis zu infektidsen L3 erfolgt. Nach oraler Aufnahme des Zwischenwirts,
erreichen L3 Uber das Durchdringen der Darmwand und eine Durchwanderung mesenteriale

Lymphknoten das rechte Herz und die Lungenarterien (Deplazes et al. 2013).

Lungenwurmarten der Felinen stammen vorwiegend aus der Familie der Metastrongyliden,

wobei Aelurostrongylus abstrusus als bedeutendster Lungenwurm der Katze erwahnt wird



(Traversa et al. 2015). Dieser kommt auch in einigen Regionen Mitteleuropas vor. Die adulten
Nematodenweibchen leben in den Bronchiolen und Alveolengéngen von Katzen und legen
dort ihre Eier. Diese entwickeln sich rasch zu L1, gelangen Uber den Larynx und Pharynx in
den Darm des Wirtes und werden ausgeschieden. Als Zwischenwirte dienen Gehause- und
Nacktschnecken, in denen sich L1 zu L3 entwickeln. Danach nehmen die Endwirte den
Zwischenwirt oral auf und die infektiosen Larven kdnnen udber den Blut- und Lymphweg in die

Lunge gelangen (Deplazes et al. 2013).

Weitere Lungenwirmer der Katze sind Troglostrongyliden, wobei die Arten Troglostrongylus
subcrenatus, Troglostrongylus brevior und Troglostrongylus wilsoni in unterschiedlichen
Gebieten und Wirten vorkommen (Deplazes et al. 2013). Deren epidemiologische und
pathogene Rolle in Hauskatzen ist weitgehend ungeklart (Traversa und Di Cesare 2013),
wobei ihr Vorkommen in Sutdeuropa bisher eventuell unterschatzt wurde (Deplazes et al.
2013). Die ersten Nachweise von Troglostrongylus brevior wurden bereits vor sechs
Jahrzehnten in Palastina beschrieben und spater in einigen europadischen Landern wie Italien,
Spanien, Griechenland, Bulgarien, Rumanien, sowie Bosnien und Herzegowina dokumentiert
(Deak et al. 2017). Als Zwischenwirte der Troglostrongyliden fungieren zahlreiche
Landschneckenarten (Deplazes et al. 2013), die als Ubertrager eine Gefahr fiir Haustiere
darstellen kénnen. Der Entwicklungsweg der Troglostrongyliden ahnelt dem vom A. abstrusus
(Brianti et al. 2012).

Die grol’e Gemeinsamkeit der Lungenwurmarten unsere Haustiere sind ihre Zwischenwirte —
Gehéause- und Nacktschnecken. Dadurch stellt sich die Frage, wie haufig diese in Osterreich

vorkommen und in welchem Ausmal} sie von Lungenwurmlarven befallen sind.

Um dieses Ausmall und das dadurch vorhandene Infektionsrisiko fur unsere Haustiere in
Osterreich beurteilen zu kdnnen, wurden von acht Diplomanden/innen (Brauchart Thomas,
Bleicher Julian, Edler Mirjam, Hering Tatjana, Lerchner Sigrun, Mohab Karoline, Stel3l Theresa
und Reinelt Simon) im &stlichen Bereich Osterreichs (Steiermark, Niederdsterreich, Wien,
Burgenland) Gehause- so wie Nacktschnecken gesammelt und deren Gattung und Art
bestimmt. Danach wurden die Schnecken mit einer Verdauungslésung grofteilig zersetzt und
das erhaltene Probenmaterial, aus dem Verdauungstrakt der Schnecke, auf das
Vorhandensein von Lungenwurmlarven analysiert. Die angewandte Verdauungsmethode
wurde deshalb gewahlt, da sie die Freisetzung der Lungenwurmlarven aus dem

Gastrointestinaltrakt der Schnecken einfach gestaltet und mehrere Schnecken gleichzeitig



verdaut werden koénnen. Die Lungenwurmlarven selbst wurden zuerst morphologisch
differenziert und schlieBlich molekularbiologisch untersucht. Das Projekt soll einen Einblick
Uber die Verteilung und das Vorkommen von Lungenwurmlarven in Gehduse- und
Nacktschnecken im ostlichen Bereich Osterreichs geben. Es ist eine Zusammenarbeit
zwischen der Veterindrmedizinischen Universitat Wien, dem Naturhistorischen Museum Wien

und der Veterindrmedizinischen Fakultat an der Universitat Teramo, Italien.

Diese Arbeit beschéaftigt sich vor allem mit der Etablierung der Arbeitsschritte zur
morphologischen Analyse der Lungenwurmlarven, aber auch der Datenaufzeichnung der
Sammelorte und Schnecken und deren Gattungs- und Artbestimmung. Dabei liegt der
Schwerpunkt besonders auf der Etablierung des praktischen Teils, bestehend aus der
Bearbeitung der Schnecken vor dem Verdauungsvorgang, der Verdauungsmethode selbst
und der anschlieBenden Larvenanalyse unter dem Lupen- und Stereomikroskop. Des
Weiteren werden die untersuchten Schneckenarten Arion vulgaris und Comu aspersum
genauer erlautert, sowie die Lungenwurmarten Aelurostrongylus abstrusus, Angiostrongylus
vasorum, Crenosoma vulpis, und Troglostrongylus brevior kurz beschrieben, um deren
Identifikation und morphologische Analyse zu verdeutlichen. Auf den Lungenwurm des
Fuchses, C. vulpis, wird bezlglich seines Lebenszyklus, der klinischen Manifestation im

betroffenen Kaniden und der vorhandenen Therapiemdglichkeiten im Speziellen eingegangen.
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2. Literaturubersicht

2.1. Gastropoden

Die Klasse der Gastropoden ist eine der sechs Hauptklassen des Stammes der Mollusken.
Mollusken (Weichtiere) haben einen weichen, unsegmentierten Kérper der ganz oder in Teilen
mit einer fleischigen Schicht, dem Mantel, umhdillt ist. Der Weichtierkérper der Gastropoden
besteht aus dem Kopf mit Tentakeln, dem ventralen abgeplatteten Full und einer dorsalen
Viszeralmasse (Lyte und Meyer 2010). Gastropoden sind feuchtigkeitsbedurftige Tiere, die vor
allem nachts und bei feuchtem Wetter aktiv sind (Déderlein 1931). Geeignete Lebensrdume
konnen Gemisebeete, Komposthaufen, Pflastersteine und Gebaudefundamente darstellen
(Lyte und Meyer 2010). Den Winter verbringen Schnecken in Verstecken und meist in
Winterstarre (Déderlein 1931).

2.1.1. Die Spanische Wegschnecke - Arion vulgaris

Arion vulgaris zahlt zur Familie der Wegschnecken (Arionidae) aus der Unterordnung der
Landlungenschnecken (Stylommatophora) und Ordnung der Lungenschnecken (Pulmonata).
Das Hauptmerkmal von Stylommatophora sind ihre Augen an der Spitze der Fihler, das

Hauptmerkmal von Pulmonata sind ihre seitlichen Atemdéffnungen (Kéhler 2015).

Allgemeine Unterscheidungsmerkmale innerhalb der Nacktschnecken sind die Position des
Atemloches, das Vorhandensein oder Fehlen des Kiels, Lange des Kiels, GroRe der
Schnecke, Kérperform, Korperfarbe, Farbe der Ful3sohle, Mantelschildlange und Farbe des
ausgeschiedenen Schleims (Kéhler 2015). Wegschnecken (Arionidae) besitzen vier Flhler,
ein Atemloch rechts in der vorderen Halfte des Mantelschilds und einen Ricken ohne Kiel.
Somit lassen sie sich gut zur Familie der Schnegel (Limacidae) abgrenzen, die ihr Atemloch
in der hinteren Halfte des Mantelschilds besitzen und einen Kiel am Ricken haben (Déderlein
1931). Arion vulgaris ist zwischen 70 und 150 mm grof3 und kann von schwarzer, roter oder
brauner Farbe sein. Andere Nacktschnecken konnen ohne genitalmorphologische
Untersuchung allerdings oft nur grob zugeordnet werden (Kohler 2015). Abbildung 1 zeigt ein
rotliches Exemplar von A. vulgaris mit erkennbarem Atemloch rechts in der vorderen Halfte

des Mantelschilds.
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Abb. 1: Die Spanische Wegschnecke - Arion vulgaris

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Arion_vulgaris_3.jpg

Xauxa Hakan Svensson / CC BY-SA (https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0)

Arion vulgaris zahlt untere anderem durch seine Anpassungsfahigkeit und seine entwickelten
Mechanismen mit Infektionen und natlrlichen Raubfeinden umzugehen, zu einer der
invasivsten Schneckenarten Zentraleuropas (Bulat et al. 2016). Meteorologische Parameter
und die Pflanzenvielfalt Osterreichs haben einen bedeutenden Einfluss auf das zahlreiche
Aufkommen von Nacktschnecken in dsterreichischen Garten (Dorler et al. 2018).
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2.1.2. Die gefleckte Weinbergschnecke - Cornu aspersum

Cornu aspersum zahlt zur Familie der Schnirkelschnecken (Helicidae), aus der Unterordnung
der Landlungenschnecken (Stylommatophora) und Ordnung der Lungenschnecken
(Pulmonata). Diesen ist es mdglich fir ihre Winterruhe einen homogen wirkenden Kalkdeckel
(Epiphragma) zu bilden (Kdhler 2015). Allgemeine Unterscheidungsmerkmale innerhalb der
Landgehauseschnecken sind die Breite, Form, Oberflache und Farbe der Schale,
Miandungsform der Schale, Form und Hohe des Gewindes, Form und Sichtbarkeit des Nabels
und Farbe der Lippe (Kéhler 2015). Cornu aspersum zeigt sich als Gehauseschnecke mit einer
bis zu 36 mm hohen und 40 mm breiten Schale. Diese besitzt ein breites buntes Band und
I&sst sich dadurch gut von dem braunlichen und gréReren Gehause der Weinbergschnecke
Helix pomatia unterscheiden (Doéderlein 1931). Abbildung 2 zeigt ein Exemplar von C.

aspersum mit deutlich bunter Farbung des Gehauses.
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Abb. 2: Die gefleckte Weinbergschnecke - Cornu aspersum

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cornu.jpg

Katrin-die-Rauberbraut

Cornu aspersum wurde 2016 erstmalig in Italien als geeigneter Zwischenwirt von C. vulpis

aufgezeigt (Colella et al. 2016).
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2.2. Nematoden

Die Arten der Gattungen Aelurostrongylus, Angiostrongylus, Crenosoma und Troglostrongylus
gehoéren zur Familie der Metastrongyliden, die einen indirekten Lebenszyklus haben und
Schnecken als Zwischenwirte nutzen, um sich spater im Endwirt vermehren zu kénnen
(Deplazes et al. 2013).

2.2.1. Aelurostrongylus abstrusus

Der wichtigste den Atmungstrakt der Hauskatze (Felis silvestris catus) befallende Nematode
ist der Lungenwurm A. abstrusus (Diakou et al. 2015). Adulte Weibchen erreichen eine Lange
bis zu 1,5 cm, Mannchen eine Lange bis zu 0,8 cm (Mehlhorn 2012). Sie leben in den
Bronchioli von Katzen, wo weibliche Adulti ihre Eier legen (Deplazes et al. 2013). Nach der
Entwicklung zu L1 werden die Larven hochgehustet, abgeschluckt und Uber den
Verdauungstrakt ausgeschieden (Pennisi et al. 2015). L1 koénnen aktiv in Schnecken
eindringen und entwickeln sich dort unter Einfluss der Umgebungstemperatur zu infektiésen
L3. Diese Entwicklung findet bei héherer Umgebungstemperatur schneller statt (Pennisi et al.
2015). Die Katze stellt den Endwirt von A. abstrusus dar, dieser kann jedoch auch paratenische
Wirte wie Amphibien, Reptilien, Végel oder Sauger befallen (Deplazes et al. 2013). Nach
Aufnahme des Zwischenwirts oder eines paratenischen Wirts, gelangen infektidse L3 tiber den
Blut- und Lymphweg in die Lunge, wo Weibchen nach ca. 6 Wochen geschlechtsreif sind
(Deplazes et al. 2013). Alternative Mglichkeiten der Ubertragung von A. abstrusus und T.
brevior auf ihren Endwirt ware die indirekte Ubertragung durch orale Aufnahme von L3 im
Mucus der Schnecke oder von Wasser mit freigewordenen L3 nach Absterben der Schnecke
(Gianelli et al. 2015).

2.2.2. Angiostrongylus vasorum

In den letzten Jahren erlangten A. vasorum Infektionen des Hundes durch ihr vermehrtes
Vorkommen aulerhalb ihrer endemischen Gebiete vermehrt an Aufmerksamkeit (Maksimov
et al. 2017). Angiostrongylus vasorum befallt vor allem Kanide wie Hunde und Flchse, es
wurden aber auch Infektionen von Mardern, roten Pandabaren (Ailurus fulgens fulgens) und
in Gefangenschaft lebenden Erdmannchen (Suricatta suricatta) nachgewiesen (Gillis-
Germitsch et al. 2017). Adulte Wurmweibchen kénnen bis zu 2,5 cm lang werden (Mehlhorn
2012), Mannchen bis zu 1,8 cm (Deplazes et al. 2013). Im Gegensatz zu C. vulpis befindet
sich A. vasorum in der Arteria pulmonalis, selten in der rechten Herzkammer. Adulte Weibchen

legen ihre Eier in die Lungenkapillaren, in denen sich L1 entwickeln. Danach werden diese
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aus den Alveolen Uber die Trachea hochgeflimmert, abgeschluckt und Uber den Kot
ausgeschieden. AnschlieRend muissen sich L1 in ihrem Zwischenwirt, der Schnecke, zu L3
entwickeln und erneut vom Endwirt aufgenommen werden (Maier et al. 2010). Es ist allerdings
nicht bekannt, ob die Infektion des Endwirtes nur Uber den Verzehr von Zwischen- oder
paratenischen Wirten stattfindet oder auch durch Aufnahme der Sekrete oder Kot der
befallenen Mollusken mdglich ist (Morgan et al. 2005). Nach oraler Aufnahme der L3, gelangen
diese Uber mesenteriale Lymphknoten in die Arteria pulmonalis und das rechte Herz. A.
vasorum Infektionen koénnen schwerwiegende Krankheitsbilder wie Thrombosierung der
Lungenarterien, Verbrauchskoagulopathien, = Rechtsherzdilatationen, hamorrhagische
Diathesen oder chronische Lungenveranderungen auslésen. Die Symptome einer Infektion
reichen von Husten, Dyspnoe, subkutanen Hamatomen, Abmagerung, Konditionsmangeln,
Anamie, Fieber, inneren Blutungen, hypovolamischem Schock bis hin zu zentralnervésen

Erscheinungen oder gar dem Tod (Deplazes et al. 2013).

2.2.3. Crenosoma vulpis

C. vulpis wird mittlerweile nicht nur in seinen endemischen Gebieten, sondern auch in neuen
Gebieten Europas, Afrikas und Nordamerikas nachgewiesen (Taubert et al. 2009, Traversa et
al. 2010, Deplazes 2013). Die Griinde der Ausbreitung sind noch weitgehend ungeklart aber
Faktoren wie der Klimawandel, Veranderungen in den Haustier- und
Zwischenwirtpopulationen oder vermehrtes globales Reisen kdénnten dabei eine Rolle spielen
(Lange et al. 2018). Der zu den Metastrongyliden zahlende Lungenwurm befallt Flichse,
Hunde und Dachse, wobei sein Vorkommen im Vergleich zu A. vasorum sporadisch auftritt

und mildere Symptomatik auslost (Colella et al. 2016).

Adulte Weibchen werden bis zu 1,5 cm lang, Mannchen bis zu 0,8 cm (Mehlhorn 2012). Sie
leben in den Bronchien, Bronchiolen und der Trachea ihres Wirts, wo auch ihre Eiablage
stattfindet. Diese entwickeln sich zu L1, werden hochgehustet, abgeschluckt und Gber den Kot
ausgeschieden (Deplazes et al. 2013). Nach Aufnahme von L1 durch den Zwischenwirt,
entwickeln sich die Larven innerhalb von ca. 17 Tagen zu L3 (Wetzel und Mueller 1935). In C.
aspersum wurden bereits 10 Tage post infectionem L3 nachgewiesen (Colella et al. 2016).
Der Lebenszyklus von C. vulpis wird schematisch in Abbildung 3 dargestellt. Ebenso wurden
alternative indirekte Ubertragungswege von Lungenwirmern beschrieben (Gianelli et al.
2015).

15



Eine C. vulpis Infektion kann sich klinisch unterschiedlich darstellen. Bei milder Symptomatik
und unvollstandiger Diagnostik kann die Erkrankung auch als Allergie fehldiagnostiziert
werden (Bihr und Conboy 1999). Allgemein lassen sich folgende Symptome nach der

Beeintrachtigung des Wirtes beschreiben:

= milde Beeintrachtigung des Endwirtes durch:
reduzierten Appetit (Shaw et al. 1996)
niesen (Schnyder 2010)
mukésen Nasenausfluss (Schnyder 2010)
wlrgen (Schnyder 2010)
Auswurf von Schleim (Schnyder 2010)

= mittelgradige Beeintrachtigung des Endwirtes durch:
chronischen Husten (Bihr und Conboy 1999)
Belastungsschwache (Conboy 2014)

= schwerwiegende Beeintrachtigung des Endwirtes durch:

Dyspnoe

Letale Falle einer C. vulpis Infektion in Hunden wurden bisher nicht beschrieben (Traversa et
al. 2010).

Krankheitsbilder, welche die beschriebene Symptomatik auslésen kénnen, sind eosinophile
Bronchiolitiden, akute/chronischen Bronchitiden oder ins Parenchym ausstrahlende

Bronchopneumonien (Deplazes et al. 2013).

Zur sicheren Diagnose einer C. vulpis Infektion wird als Goldstandard das Baermann-Wetzel-
Verfahren gewahlt. Dazu wird eine dreitagige Kotsammelprobe gesammelt. Die Kotprobe wird
in eine engmaschige Gazeeinlage gelegt und in einem Trichter platziert, an dessen Ende ein,
mit einer Klemme verschliel3barer Schlauch, angesetzt ist. Schliefldlich wird der Trichter so
lange mit lauwarmem Wasser geflillt, bis die Kotprobe zur Halfte bedeckt ist. Nach 12-24
Stunden wird die Klemme geldst und die ersten paar Tropfen der Flissigkeit aufgefangen.
AnschlieRend koénnen die ausgewanderten Larven unter einem Mikroskop nachgewiesen
werden (Schnyder 2010).
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Das Trichterverfahren nach Baermann und Wetzel hat eine héhere Sensitivitat vorhandene L1
bei einer Infektion zu erfassen als Sedimentation/Flotations-Untersuchungen (Schnyder
2010). Dies zeigt auch eine fruihere Studie aus Kanada in der mit einer Zentrifugalflotation mit
Zinksulfat nur vier von 42 positiven Tieren als solche erkannt wurden, wohingegen von diesen
42 Tieren mit dem Baermann-Wetzel-Verfahren 39 Tiere als positiv erfasst werden konnten
(Conboy 2004). Die héhere Wahrscheinlichkeit, L1 mit dem Trichterverfahren zu erfassen, trifft
auch auf andere Lungenwurmlarven wie z.B. A. vasorum zu. 2002 wurden an der Universitat
Federal de Minas Gerais in Brasilien mit einem modifizierten Baermann-Wetzel-Verfahren

90% der aktiven Larven des Versuches nachgewiesen (Bargante et al. 2003).

Als Therapieform einer C. vulpis Infektion wird eine einmalige orale Gabe von makrozyklischen
Laktonen (Moxidectin, Milbemycinoxim) empfohlen (Schnyder 2010, Conboy 2004).
Fenbendazol an drei aufeinanderfolgenden Tagen wurde ebenso als wirksam beschrieben
(Deplazes et al. 2013). Die Prophylaxe ist schwierig, da die Umgebung des Hundes (Zwinger,

Auslaufe) kaum schneckenfrei zu halten ist (Deplazes et al. 2013).

Abb. 3: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von C. vulpis (modifiziert nach Deplazes und Ehrat 2013)
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2.2.4. Troglostrongylus brevior

Troglostrongyliden sind vor allem in Wildkatzen beschrieben, gelegentlich werden sie auch in
Hauskatzen gefunden (Pennisi et al. 2015), wobei T. brevior durch sein vermehrtes
Vorkommen in der Hauskatzenpopulation in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen hat
(Diakou et al. 2015). Die Lange der Troglostrongyliden variiert je nach Lungenwurmart. Sie
sind ca. 0,1-0,25 cm lang (Pennisi et al. 2015). Makroskopisch lassen sich die adulten
Troglostrongyliden durch ihre GréRe, Form der langen Spicula der Mannchen sowie der nah
zur Kérpermitte liegenden Vulva der Weibchen gut zu adulten A. abstrusus abgrenzen. Die
morphologische Unterscheidung der Larven gestaltet sich als schwieriger, da L1 mit 470 um
zwar langer als 360-400 um lange L1 von A. abstrusus sind, die Larven aber ansonsten nur
mit Hilfe einer PCR differenziert werden kdnnen (Deplazes et al. 2013). Durch die Ahnlichkeit
zu A. abstrusus ist es mdglich eine Infektion mit Troglostrongyliden falschlicherweise als eine
Infektion mit A. abstrusus zu diagnostizieren (Brianti et al. 2012). Die Lungenwurmarten T.
brevior, T. subcrenatus, T. troglostrongylus und T. wilsoni werden haufig in der Trachea oder
den Bronchiolen von Wildkatzen gefunden und haben einen ahnlichen indirekten

Entwicklungszyklus mit Schnecken als Zwischenwirte wie A. abstrusus (Brianti et al. 2012).

In den folgenden zwei Tabellen werden einige Unterscheidungsmerkmale der adulten
Lungenwirmer (Tab. 1), gefolgt von einigen Unterscheidungsmerkmalen der Larven (Tab. 2)
von A. abstrusus, A. vasorum, C. vulpis und T. brevior erortert, um ihre Identifizierungsweise

vereinfacht darzustellen.

Tabelle 1: Unterscheidungsmerkmale der untersuchten Lungenwurmarten A. abstrusus, A. vasorum, C. vulpis und

T. brevior
Parasit Endwirt Zwischenwirte Vorkommen | Lange | Literatur
Aelurostrongylus | Wild- und Nackt- und Mitteleuropa | @ bis | Mehlhorn
abstrusus Hauskatzen | Gehauseschnecken 1cm 2012

4 bis | Deplazes
paratenische Wirte

(Amphibien,
Reptilien, Vogel,

0,7 cm | et al.
2013

Sauger)
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Angiostrongylus | Fuchs, Wegschnecken der | Afrika, Q bis | Mehlhorn
vasorum Hund, Gattung Arion (Art | Amerika, 25cm | 2012
andere Arion rufus, Arion Europa & bis | Deplazes
Kaniden, lusitanicus, Arion 1,8 cm | etal.
Dachs, alter, Limax 2013
andere maximus) Olivieri et
Tierarten al. 2017
paratenische Wirte
(Luchs) )
(Grasfrésche)
Crenosoma Fichse, Nackt- und Europa, Q bis Mehlhorn
vulpis andere Gehauseschnecken | Asien, 1,5cm | 2012
Wildkaniden, | (Gattung Cepaea, Nordamerika | & bis | Deplazes
Hund Agriolimax, Arion, 0,8cm | et al.
Succinea u.a.) 2013
Troglostrongylus | Wildkatzen, | Landschnecken mittlerer Q bis | Deplazes
brevior Hauskatzen Osten 1,3cm | etal.
paratenische Wirte )
_ 4 bis | 2013
(Kleinnager) o
0,6 cm | Brianti et
al. 2012

Tabelle 2: Unterscheidungsmerkmale der untersuchten Lungenwurmlarven von A. abstrusus, A. vasorum, C. vulpis

und T. brevior

Parasit GroRe Larvenstadium | Form Literatur
Aelurostrongylus | zwischen 300- | L1 ahnlich zu T. brevior Lange et al.
abstrusus 415 um lang jedoch s-formiges 2018
_ Hinterende mit
18-19 im breit terminaler Einkerbung | Penagos-
Tabares et
al. 2019
L2 L2 morphologisch
ahnlich (eingerollte C
Position, Umhallung
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mit externem Hautchen
der L1, dunkle Granula
um Darm, Hinterende

kurz und gestreckt)

L3 auffalliges knopfartiges
Ende, wenig dunkle
Granula um Darm
Angiostrongylus | 310-400 pm L1 Hinterende in Lange et al.
vasorum lang sinuskurvenartiger 2018
Form mit dorsalem
14-10 um breit Dorn Penagos-
Tabares et
L2 L2 morphologisch al. 2019
ahnlich (eingerollte C
Position, Umhillung
mit externem Hautchen
der L1, dunkle Granula
um Darm, Hinterende
kurz und gestreckt)
L3 knopfartiges Ende
fingerférmiger Korper
Crenosoma 240-310 pm L1 abgesetztes, gerades, | Lange et al.
vulpis lang spitzes Hinterende 2018
13 ym breit Penagos-
L2 L2 morphologisch Tabares et
al. 2019

ahnlich (eingerollte C
Position, Umhallung
mit externem Hautchen

der L1, dunkle Granula

20




L3

um Darm, Hinterende

kurz und gestreckt)

Hinterende in
Kegelform mit dorsaler
Biegung und deutlicher
Einengung zur

Schwanzspitze hin

Troglostrongylus

brevior

300-357 pm

lang

16-19 um breit

L1

L2

L3

S-férmiges Hinterende
nicht so ausgepragt
wie das von A.
abstrusus

deutliches, gespitztes
Vorderende mit
subterminaler
Mundéffnung,
Hinterende spitz
zulaufend zu dorsaler
Kerbe, die das Ende in
flachen ventralen und
schmalen dorsalen
Abschnitt teilt

L2 morphologisch
ahnlich (eingerollte C
Position, Umhullung
mit externem Hautchen
der L1, dunkle Granula
um Darm, Hinterende

kurz und gestreckt)

Penagos-
Tabares et
al. 2019




3. Tiere, Material und Methodik

3.1. Tiere und Material

Die zu untersuchenden Nackt- und Gehauseschnecken wurden von den Diplomanden/innen
Brauchart Thomas, Bleicher Julian, Edler Mirjam, Hering Tatjana, Lerchner Sigrun, Mohab
Karoline, Stel3l Theresa und Reinelt Simon in Gebiete in Niederdsterreich, Wien, Burgenland
und der Steiermark in einem Zeitraum von einem halben Jahr gesammelt. Dabei wurden die
ersten Schnecken (A. vulgaris und C. aspersum) bereits Anfang April 2019 und die letzten (A.
vulgaris) Anfang August 2019 zusammengetragen. Pro Diplomand/in wurden zwischen 100
bis 200 Stiick Schnecken erfasst, wobei darauf geachtet wurde, dass davon mindestens 30-
50 Stick Gehauseschnecken (C. aspersum) waren. Als Sammelstellen wurden feuchte
Naturgebiete gewahlt, wo sowohl mit hoher Dichte an Schnecken als auch an Haustieren
(Hunde und Katzen) und/oder Wildtieren (Fiichsen) zu rechnen ist (griinflachige Hundezonen,
Familiengarten, Bauernhdfe, Spaziergehwege etc.). Als passender Sammelzeitpunkt wurden
friihe Morgenstunden mit hoher Luftfeuchtigkeit gewahlt, um so viele Schnecken wie mdglich
erfassen zu kdnnen. Die Fundorte wurden fotografiert und ihre Koordinaten mit Hilfe von
Google Maps bestimmt. Abbildung 4 zeigt zwei Fundortbeispiele der Schneckensammiungen.
Die Supplementartabelle 1 wurde vor Beginn der Sammlung der Schnecken erstellt und in
allen Diplomarbeiten der genannten Diplomanden/innen der Studie verwendet. Sie enthalt die
erfassten Informationen zu den Fundorten der Tiere. Die gesammelten Tiere wurden in
Plastikbehaltern (Feinkostbecher 300-500 ml) mit Luftiéchern oder, wenn Gehauseschnecken
gefunden wurden, in Leinentaschen transportiert und anschlieRend ihre Gattung und Art
bestimmt. Die Bestimmung erfolgte anfangs durch Hilfe von Herrn HR. Dr. Helmut Sattmann
und Herrn Dr. Michael Duda vom Naturhistorischen Museum Wien. Dazu wurden Merkmale
wie die GroRRe der Schnecke, ihre Farbe, das Vorhandensein oder Fehlen des Kiels, die
Mantelgrofle und die Position der Atemldcher herangezogen. Gehauseschnecken wurden
durch die Gréle, Form und Musterung ihres Schneckenhauses und den Saum der
Schalenmiindung (Lippe) bestimmt. Spater wurde der in einer vorangegangenen Diplomarbeit
erstellte Schneckenatlas Osterreichs von Eisschiel Nicole zur Bestimmungshilfe
herangezogen. Der Grofteil der gesammelten Nackischnecken wurde der Spanischen
Wegschnecke, Arion vulgaris, zugeteilt; der Grofteil der gesammelten Gehauseschnecken
der gefleckten Weinbergschnecke, Cornu aspersum. Unter Naturschutz stehende Arten wie
der Tigerschnegel, Limax maximus, wurden zwar gefunden, jedoch durch den vorhandenen

Artenschutz, nicht weiter auf Lungenwurmlarven untersucht. H. pomatia wurde von Herrn HR.
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Dr. Helmut Sattmann gesammelt und dem Projekt zur Verfligung gestellt. Anschliefend an die
Gattungs- und Artbestimmung wurden die Schnecken am Institut flir Parasitologie der
Veterindarmedizinischen Universitat Wien mit flissigem Stickstoff bei -196 °C einzeln getotet.
Die Diplomanden/innen erhielten vor der Arbeit mit flussigem Stickstoff eine
Sicherheitseinweisung und arbeiteten unter Sicherheitsvorkehrungen. Dazu trugen sie festes
Schuhwerk, einen Schutzmantel, Arbeitshandschuhe und eine Schutzbrille. Nach dem Abtoten
der Schnecken, wurden diese in gekennzeichneten Plastikbehaltern bei -20 °C gelagert bis sie
am Tag der Analyse bei Raumtemperatur oder im lauwarmen Wasserbad vor dem

Verdauungsvorgang aufgetaut wurden.

Abbildung 4: Fundortbeispiele der Schneckensammlungen in Wien Floridsdorf und in der Steiermark Feistritz bei
Knittelfeld

3.2. Methodik

Die verwendete Methodik zur Analyse der Lungenwurmlarven in Schnecken dieser Studie
wurde in acht Etablierungsdurchlaufen von Ende April 2019 bis Mitte Mai 2019 entwickelt.
Diese wurde anhand von bereits erhobenen Studien evaluiert und etabliert (Penagos-Tabares
et al. 2019, Lange et al. 2018). Zur Etablierung wurden 57 Einzeltiere verwendet und die

Arbeitsschritte folgenden Kategorien zugeteilt:

A. Bearbeitung der Tiere vor dem Verdauungsvorgang

23



B. Herstellung der Verdauungslésung zur Bearbeitung der Tiere
C. Verdauungsvorgang
D. Morphologische Analyse der Proben

Die folgenden Techniken wurden in dieser Arbeit sowohl evaluiert als auch etabliert und

anschliel3end in der gesamten Studie angewandt.

3.2.1. A. Bearbeitung der Tiere vor dem Verdauungsvorgang

Nach dem Auftauen wurden die Tiere einzeln auf einem nummerierten Wiegeschalchen
abgewogen und ihr Kérpergewicht in Gramm in der Supplementartabelle 2 verzeichnet. Diese
enthalt weitere Daten zu jeder einzelnen Schnecke wie deren Kennzeichnung, Art,
Bearbeitungsdatum, Kiirzel des Bearbeiters, Lagerungsumstande, Volumina der verwendeten
Verdauungslésung und das Ergebnis des morphologischen Nachweises der
Lungenwurmlarven. Zur spateren molekularen Artbestimmung kryptischer Schneckenarten
wurde den Mollusken vor dem Verdauungsvorgang ein stecknadelkopfgrof3er Teil des Kopfes
mit einer frischen Skalpellklinge abgetrennt und in einem beschrifteten 1,5 ml Eppendorf Tube
zurtickbehalten. Danach wurde jede Schnecke einzeln in mehrere Teile (0,5 cm lange
Abschnitte) zerkleinert und in einem gekennzeichneten Erlenmeyerkolben (50 ml) tberflhrt.
Gehauseschnecken wurden vor dem Verdauungsvorgang von ihrem Haus geldst, in dem ihr
Haus mit einem Holzhammer zerschlagen und die Anteile der Schale mit einer anatomischen
Pinzette von der Schnecke entfernt wurden. Danach wurde auch ihnen ein
stecknadelkopfgrofier Anteil ihres Kopfes zur DNA-Analyse abgetrennt, der restliche Kérper
zerkleinert und je nach Menge der vorhandenen Schneckenmaterials, in ein oder zwei

Erlenmeyerkolben gegeben.

3.2.2. B. Herstellung einer Verdauungslosung

Um die Schnecken auf das Vorhandensein von Lungenwurmlarven morphologisch
untersuchen zu konnen, wurden sie davor mit einer Verdauungslosung behandelt und
groliteilig zersetzt. Die  Verdauungslésung  wurde unter  Einhaltung der
Sicherheitsvorkehrungen hergestellt. Dazu wurden saurebestandige Handschuhe, ein
Arbeitsmantel und eine Schutzbrille getragen. Zur Herstellung der Ldsung wurden
verschiedenen Chemikalien nach Tabelle 3 verwendet und wie folgt gemischt: Aqua dest. und
37% Salzsdure wurden unter einem Abzug zusammengeflhrt, zur genauen

Volumenbestimmung in einen Messzylinder umgefullt und mit Aqua dest. auf das jeweilige
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Volumen aufgefullt. Weitere Chemikalien (Pepsin und Natriumchlorid) wurden anschlieRend

hinzugefugt. Die Losung wurde auf einem Magnetruhrer gemischt.

Tabelle 3: Herstellung einer Verdauungslésung

100 ml Losung 1 g Pepsin 3 mlHCI 0,85 g NaCl ad 100 ml Aqua
dest.

500 ml Lésung 5 g Pepsin 15 ml HCI 4,25 g NaCl ad 500 ml Aqua
dest.

1000 mil Lésung 10 g Pepsin 30 ml HCI 8,5 g NaCl ad 11 Aqua dest.

2000 ml Lésung 20 g Pepsin 60 ml HCI 17 g NaCl ad 2 | Aqua dest.

Je nach Gewichtsgruppe wurde der Schnecke unterschiedlich viel Ldsung hinzuflgt. Dies zeigt

Tabelle 4 genauer auf.

Tabelle 4: Einteilung der Gewichtsgruppen zur Anpassung des Volumens der Verdauungslésung

Gruppe 1 Schnecken unter 1g | 20 mi

KG Verdauungslésung
Gruppe 2 Schnecken mit 1-2g | 25 ml

KG Verdauungslésung
Gruppe 3 Schnecken uber 2 g | 30 mi

KG Verdauungslésung

Wenn viel Schneckenmaterial vorhanden war, wurde dieses auf zwei Erlenmeyerkolben
aufgeteilt und mit jeweils 20-30 ml Verdauungslosung versehen, um eine erfolgreiche

Auflésung des Schneckenmaterials gewahrleisten zu kénnen.

3.2.3. C. Verdauungsvorgang

Die Erlenmeyerkolben wurden mit Alufolie bedeckt und die Schnecken vier Stunden lang bei
40 °C schuttelnd (120 rpm) mit Hilfe der Verdauungslésung verdaut. Da Gehduseschnecken
durch ihren Eingeweidesack mehr Inhalt besitzen, wurden diese bei unvollstandiger Auflésung

innerhalb der vier Stunden langer verdaut (18:00-08:00 am nachsten Tag). Ziel des
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Verdauungsvorgangs war es, eine Auflésung der auf3eren Schutzhaut der Schnecke und eine
Freilegung der Lungenwurmlarven zu erreichen, um die vorhandenen Lungenwurmlarven
nach anschlieRender Siebung unter einem binokularen Lupenmikroskop (OLYMPUS SZH10)

untersuchen zu konnen.

3.2.4. D. Morphologische Analyse der Proben

Die verdaute Suspensionsldsung wurde durch einen 300 um Sieb gesiebt, anschlielend durch
einen 25 uym Sieb und das aus dem 25 uym Sieb befindliche Material mit einer mit 0,9% NaCl
geflllten Plastikspritzflasche aus dem Sieb in eine gekennzeichnete Petrischale
abgewaschen. Die verwendete NaCl Lésung wurde je nach Glaszylindergrélie nach Tabelle 5

angemischt.

Tabelle 5: Herstellung einer 0,9% NaCl Losung nach GefaRgroRe

Glaszylinder mit 1| 9 g NaCl ad 1000 ml Aqua dest.
Fassungsvermogen
Glaszylinder mit 2 | 18 g NaCl ad 2000 ml Aqua dest.
Fassungsvermogen

Das feingesiebte Material wurde unter einem binokularen Lupenmikroskop (OLYMPUS
SZH10) bei mindestens flinf bis siebenfacher ObjektivvergroRerung (entspricht 50-70x)
durchmustert. Gefundene Larven wurden mit einer Pipette (10 ul) abgehoben, auf einem
beschrifteten Objekttrager mit Deckglas fixiert und unter einem Stereomikroskop (OLYMPUS
PROVIS SWH10x-H/26,5) fotografiert. Die restliche Lésung wurde aus der Petrischale in
einem beschrifteten 50 ml Zentrifugenréhrchen bei 800 RCF 10 Minuten lang zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mit einer Plastikpipette abgesaugt und das Pellet in einem gekennzeichneten
1,5 ml Eppendorf-Tube bis zur DNA Extraktion der Larven bei -20 °C in einer Sarstedt
Kartonbox aufbewahrt. Die molekularbiologische Analyse fand nach Abschluss der
praktischen Arbeit dieser Diplomarbeit von Herbst 2019 bis Frihjahr 2020 statt.
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden in zwei Gruppen beschrieben, wobei sich die erste
Gruppe die Ergebnisse der Etablierung selbst und die zweite Gruppe die Ergebnisse der

Larvenanalyse im Allgemeinen aufzeigt.

4.1. Ergebnisse der Etablierung

In der ersten Gruppe wurden 57 Schnecken untersucht, wovon 44 Stlck der Art Arion vulgaris,
drei Stlick der Art Cornu aspersum, acht Stlick der Art Helix pomatia und je eine Schnecke der
Art Limax maximus sowie der Art Arion fasciatus zuordnet wurde. Die Tagestemperaturen der
Sammlungen lagen zwischen 10-15 °C. Die Schnecken wurden von 07.04.2019 bis
13.05.2019 gesammelt. Dabei war auffallig, dass an den spateren Sammelzeitpunkten eine
groRere Stuckzahl an Schnecken zu finden war. An vier Sammeltagen im April wurden nur 22
Stlick Schnecken (38,60%) erfasst, wohingegen an zwei Sammeltagen im Mai bereits 35
Stlick Schnecken gesammelt werden konnten (61,40%). 31 Stlick wurden in einem Garten in
Gerasdorf bei Wien gefunden (54,39%), 4 Stlck in einer Hundezone im 21. Bezirk Wiens
(7,02%), 7 Stuck in einer Hundezone im 22. Bezirk Wiens (12,28%) und 15 Stick in einem
Familiengarten in Feistritz bei Knittelfeld in der Steiermark (26,32%) (Abb. 5,
Supplementartabelle 1).

35
30
25
20
15

10

0 ]

Garten Gerasdorf  Hundezone 21. Bezirk Hundezone 22. Bezirk Garten Feistritz bei
Niederdsterreich Wien Wien Knittelfeld Steiermark

Abb. 5: Anzahl der gesammelten Schnecken aufgegliedert nach Fundort

27



Ein deutlicher Unterschied zwischen Gehause- und Nacktschnecken lag in ihrem
Koérpergewicht und der Art der Bearbeitung vor dem Verdauungsvorgang. Das Gewicht der
Gehauseschnecken betrug zwischen 0,5-22,1 g (x=8,05 g), wobei sowohl die leichteste als
auch die schwerste Schnecke der Art H. pomatia angehdrte. Das Gewicht der Nacktschnecken
lag zwischen <0,1 und 7,4 g (x=1,08 g), beide Male waren die Schnecken der Art A. vulgaris
zugehdrig. Gehauseschnecken wurden vor dem Verdauungsvorgang von ihrem Haus geldst
und anschlieRend, wie Nacktschnecken, nach Gewichtsgruppe mit unterschiedlich viel

Millilitern an Pepsin/Salzsaureldésung behandelt.

Die Schwierigkeit der ersten Etablierungsdurchgange lag vor allem in der Bearbeitung und
Verdauung der Gehduseschnecken. Durch deren Abtétung mit fllissigem Stickstoff waren sie
klumpig zusammengezogen und bei zu kurzem Auftauen gestaltete es sich schwierig zu
erkennen, welcher Anteil der Schnecke der Kopf und welcher das Hinterende war. Um die
Freilegung der Gehauseschnecke leichter moglich zu machen, wurden diese bei
Raumtemperatur oder einem Wasserbad durchschnittlich 10 Minuten langer aufgetaut als
Nacktschnecken. AnschlieBend wurde ihre Schale vorsichtig mit einem Holzhammer
angebrochen und die Anteile der Schale mit einer anatomischen Pinzette von der Schnecke
entfernt. Der Verdauungsvorgang von Gehauseschnecken erwies sich als einfacher, wenn
man diese bei > 5 g Kérpergewicht nach ihrer Zerteilung in zwei Erlenmeyer-Kolben aufteilte
und jeweils mit 30 ml Verdauungslésung behandelte. Bei groRen Schnecken half es, den
Verdauungsvorgang Uber Nacht (18:00 Vortag bis 08:00 am nachsten Tag) anzusetzen, um

so eine vollstandige Auflésung des Korpus zu erreichen.

Die Verbesserung einiger Arbeitsschritte fand im Laufe der Etablierungsdurchgange statt. So
wurden die Ubrigen Lésungen nach der morphologischen Analyse der Larven unterschiedlich
lange bei unterschiedlicher RCF zentrifugiert. Das Ziel der Verfeinerung dieses
Arbeitsschrittes war es sicherzustellen, dass sich Ubrige Larven im Pellet ansammeln und zur
spateren DNA-Analyse verwendet werden kdnnen. Tabelle 6 zeigt die Anzahl der verwendeten
Schnecken, die Temperaturverhaltnisse in der Zentrifuge in °C, die verwendete RCF und die

Dauer der Zentrifugation.
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Tabelle 6: Verschiedene Méglichkeiten der Zentrifugation der Lésung nach morphologischer Analyse der Larven

Anzahl der Temperatur in der RCF Dauer der
Schnecken in Zentrifuge in °C Zentrifugation in
Stuck min
6 20 120 3
4 20 120 2
5 20 120 3
9 20 2000 3
4 20 120 2
3 20 500 2
4 20 800 2
22 20 800 10

Nach der Zentrifugation von kurzer Dauer und niedriger RCF, hatten die verwendeten
Lésungen einen getriibten Uberstand, der sich kaum vom abgesetzten Pellet unterscheiden
lieR. Lésungen die kurz aber mit hoher RCF zentrifugiert wurden, zeigten einen klaren
Uberstand, jedoch war die Extraktion des Pellets schwieriger, da dieses geballt am
GefaRboden oder in der Pipette festklebte. Losungen nach Zentrifugationen bei 800 RCF filr
10 Minuten zeigten einen klaren Uberstand und das Pellet lieR sich leicht mit einer
Plastikpipette aus dem Zentrifugenréhrchen absaugen. Deshalb wurden diese Einstellungen

bei weiteren Zentrifugationen beibehalten.

Weitere Fehlerquellen konnten innerhalb der Etablierung aufgezeigt und dadurch bei weiteren

Durchlaufen ausgeschlossen werden:

e Kontamination der DNA verschiedener Schnecken durch Verwendung desselben
Skalpells bei der Abtrennung der Képfe

¢ Kontamination der larvenhaltigen Pellets durch Verwendung derselben Plastikpipette

bei der Absaugung des Uberschusses
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e Unvollstandige Loslosung der Larven aus dem 25 ym Sieb durch einfaches

Umdrehen und Abwaschen mit Wasser aus dem Wasserhahn

e Fotografie der Larven mit Mobiltelefon durch Lupenmikroskop und durch mindere

Fotoqualitat Schwierigkeiten bei der morphologischen Analyse der Larven

In weiteren Arbeitsdurchlaufen wurde somit fir jede Schnecke ein eigenes Skalpell verwendet
und jedes Pellet mit einer eigenen Plastikpipette abgesaugt. Zur vollstandigen Loslésung der
Larven aus dem Sieb wurde eine Plastikspritzflasche, gefillt mit 0,9% NaCl, verwendet mit der
die Larven unter Druck aus dem Sieb gesplilt wurden. Zur genauen morphologischen Analyse
der Larven wurden diese zuerst unter einem binokularen Lupenmikroskop (OLYMPUS SZH10)
gesucht, extrahiert, auf einem Objekttrager mit einem Deckglas fixiert und schlussendlich unter
einem Stereomikroskop (OLYMPUS PROVIS SWH10x-H/26,5) fotografiert. Dazu wurde das
Programm cellSens (OLYMPUS) verwendet.

Von den untersuchten 57 Schnecken waren 52 Stuck negativ (91,23%) und funf Stlck fraglich
positiv (8,77%). Bei den fraglich positiven Proben wurden Wurmfragmente gefunden, jedoch
konnte keine vollstandige Lungenwurmlarve extrahiert und auf einem Objekttrager fotografiert
werden. Die fraglich positiv infizieren Proben waren von Schnecken der Art A. vulgaris (8,77 %)
(Supplementartabelle 2, Abb. 6). Aullerdem wurden in den 57 untersuchten Proben zwei
Bodenmilben gefunden. Es wird vermutet, dass sich diese am Fuld der Schnecke befanden

und somit mitverdaut wurden.
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Abbildung 6: Gesamtanzahl der Schnecken nach Art und Ergebnis der Larvenanalyse

4.2. Ergebnisse der Larvenanalyse weiterer Nackt- und

Gehauseschnecken

AnschlieRend wurden weitere 88 Stlck Nackt- und Gehduseschnecken untersucht. Davon
waren 76 Stlck der Art A. vulgaris und 12 Stlick der Art C. aspersum zugehérig, wobei A.
vulgaris im Murtal, Bundesland Steiermark, und C. aspersum in Floridsdorf, Bundesland Wien,
gesammelt wurde. Die Tagestemperaturen der Sammlungen lagen zwischen 10-20 °C, wobei
die gesammelte Stiickzahl der Schnecken mit warmen Temperaturen zunahm (Abbildung 7).

Weitere Daten zum Fundort der Schnecken sind in Supplementartabelle 1 angegeben.
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Abbildung 7: Verhaltnis der Tagestemperatur zur Gesamtzahl der erfassten Schnecken pro Sammlung

Das Gewicht der Nacktschnecken lag zwischen 0,2-10,10 g (x=2,07 g). Das Gewicht der
Gehauseschnecken lag zwischen 2,43-12,11 g (x=5,93 g) (Supplementartabelle 2).

Von den 88 untersuchten Schnecken wurden funf Proben auf Grund von Schimmelbefall
verworfen. Von den tbrigen 83 Tieren konnten bei 24 Tieren (28,92%) Lungenwurmlarven
unter dem Lupen- und Stereomikroskop nachgewiesen werden. 11 Proben (13,25%) waren
fraglich positiv (etwaige Wurmfragmente vorhanden) und 48 Exemplare (57,83%) waren frei
von Larven (Supplementartabelle 2). Drei Exemplare von C. aspersum (3,61%) und 21

Exemplare von A. vulgaris (25,30%) wurden positiv auf Nematodenlarven ermittelt.

Die gefundenen Lungenwurmlarven wurden nach Madglichkeit morphologisch differenziert.
Dazu wurden die gefundenen Larven fotografiert und mit Bildern von Studien und
Ubersichtsarbeiten von Traversa et al. (2010), Brianti et al. (2012), Giannelli et al. (2014),
Brianti et al. (2014), Giannelli et al. (2015), Colella et al. (2016), Liatis et al. (2017), Lange et
al. (2018) und Penagos- Tabares et al. (2019) verglichen. Metastrongyliden und
Crenosomatiden konnen differenziert werden, die restlichen Lungenwurmlarven sind auf
Grund ihrer morphologischen Ahnlichkeit erst mit Hilfe einer PCR bestimmbar. Die 24 positiven
Proben lieken auf eine Infektion mit C. vulpis oder C. striatum rickschlielRen (Abb. 8-11).

Neben den Lungenwurmlarven wurden in den 83 Proben auch drei Bodenmilben entdeckt.
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Abb. 8: Aufnahme einer Lungenwurmlarve, vermutlich Crenosoma spp.

Abb. 9: Aufnahme einer Lungenwurmlarve, vermutlich Crenosoma spp.
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Abb. 10: Aufnahme einer Lungenwurmlarve, vermutlich Crenosoma spp.

Abb. 11: Aufnahme einer Lungenwurmlarve, vermutlich Crenosoma spp.
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Diplomarbeit war es, eine Methode zur Analyse von Lungenwurmlarven in
Nackt- und Gehauseschnecken zu finden, um das dadurch vorhandene Risiko einer
Lungenwurminfektion fiir Haustiere im 6stlichen Bereich Osterreichs einschatzen zu kénnen.
Neben der Frage nach den richtigen Sammelplatzen und Sammelzeitpunkten der Schnecken,
wurde im Zuge dieser Diplomarbeit die Verdauungsmethode der Schnecken evaluiert,

etabliert, und die weitere mikroskopische Larvenanalyse verfeinert.

Wie hoch das Infektionsrisiko fir Hunde und Katzen bei oraler Aufnahme von Nackt- und
Gehauseschnecken in Osterreich ist, I&sst sich anhand dieser Diplomarbeit nicht genauestens
festlegen, da die Lungenwurmarten morphologisch nicht eindeutig zu differenzieren sind. Es
lasst sich jedoch durch positive, fraglich positive und negative Ergebnisse darauf
rickschlielen, wie oft Schnecken von Lungenwurmlarven befallen sind. Bei insgesamt 140
untersuchten Schnecken waren in 24 Stuck (17,14%) Lungenwurmlarven mikroskopisch
nachweisbar, 16 Proben (11,43%) waren durch vorhandene Wurmfragmente aber keine
vollstandig erkennbare Larve fraglich positiv, die restlichen 100 Proben (71,43%) negativ. Hier
ist allerdings zu erwahnen, dass 57 der untersuchten Schnecken zu einem frihen Zeitpunkt
im Jahr gesammelt wurden, die Tagestemperaturen zu den Sammelzeitpunkten niedrig waren
und das Korpergewicht der Schnecken gering (Supplementartabelle 1, Supplementartabelle
2).

Die Biologie der Mollusken wird von Aulientemperatur, Feuchtigkeit und Wasserverfugbarkeit
beeinflusst (Di Cesare et al. 2015). Aulierdem steigt die Infektionsrate der Schnecken mit
ihrem Gewicht und Alter, da die alteren Schnecken eine hdhere Umweltexposition zu
ausgeschiedenen Larven im Kot haben und sich somit leichter infizieren kénnen (Penagos-
Tabares et al. 2019). Des Weiteren wurde aufgezeigt, dass sich der Prozentsatz der
entwickelten Larven von A. abstrusus in C. aspersum mit der steigenden
Durchschnittstemperatur erhoht (Di Cesare et al. 2013). Dies unterlegt eine weitere Studie aus
2010, in der Nacktschnecken (A. vulgaris) experimentell mit L1 von A. vasorum infiziert wurden
und bei unterschiedlichen Temperaturverhaltnissen (5, 10, 15 °C) flir sechs Wochen inkubiert
wurden. Schnecken, die bei 15 °C gehalten wurden, entwickelten alle infektidse L3.
Schnecken, die bei 10 °C gehalten wurden, entwickelten alle L2 und bei diesen, die bei 5 °C
gehalten wurden, konnte keine Weiterentwicklung der L1 festgestellt werden (Ferdushy et al.
2010).
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AuRerdem scheint der Infektionsdruck der Schnecken mit dem Zeitpunkt der Sammlungen zu
korrelieren. So zeigte sich die Pravalenz von A. vasorum in Nacktschnecken im Sommer héher

als im Winter (Lange et al. 2018).

Die etablierte Verdauungsmethode dieses Projekts orientiert sich an mehreren bereits

durchgeflihrten Studien zur Analyse von Lungenwurmlarven in Schnecken.

2016 wurden 609 Gehauseschnecken (Lissachatina fulica) in verschiedenen kolumbischen
Gemeinden (Anden, Ciudad Bolivar, Cafasgordas, Tulua, Puerto Leguizamo) gesammelt,
eingefroren, morphologisch bestimmt, abgewogen, zerschnitten und mit einer
Verdauungsldsung zersetzt. Dazu wurden 10 g Pepsin Pulver 2000 FIP-U/g, 8,5 g NaCl und
30 ml 37% HCI vermischt und mit Aqua dest. auf 1 | Lésung aufgeftillt. Die Schnecken wurden
Uber Nacht bei 40 °C schuttelnd verdaut. AnschlieRend wurden sie durch einen 300 ym und
einen 25 ym Metallsieb gesiebt und das aufgefangene Material in einem 15 ml Falcon Tube
bei 400 g* fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die Pellets wurden erneut suspendiert und unter einem
Lichtmikroskop auf Lungenwurmlarven untersucht, welche mit Pipetten extrahiert wurden. Es
konnten mikroskopisch A. abstrusus, A. vasorum, C. vulpis und T. brevior Larven differenziert
werden, die spater mit PCR und Sequenzierungen verifiziert wurden (Penagos-Tabares et al.
2019).

Im europaischen Raum wurden bereits mehrere Studien zu Lungenwurmlarven in Schnecken

erhoben.

2009 wurden 298 Nacktschnecken (A. vulgaris, A. rufus, A. alter, Limax maximus) in sechs
verschiedenen Lokalisationen um Kopenhagen gesammelt und auf das Vorhandensein von A.
vasorum analysiert. Die Art der Schnecken wurde lebend bestimmt. AnschlieRend wurden sie
gewogen und bis zur parasitologischen Untersuchungen bei 15 °C in Plastikboxen mit
Gartensalat und Gurken als Futterquelle gehalten. Die Verdauung fand nach der Zerteilung in
1-2 mm grol3e Stiicke bei 37 °C schittelnd mit 300 rpm fiir 35 Minuten statt. Dabei wurde eine
Lésung bestehend aus 12 ml 30% HCI, 30 ml flissigem Pepsin (30.000 IU) und 1 | Wasser mit
42 °C verwendet. Danach wurde die Lésung durch einen 180 um Sieb gesiebt und 75 Minuten
zur Sedimentation stehen gelassen. Die Suspension wurde zwei Mal mit Wasser gewaschen,
Larven unter dem Stereomikroskop gezahlt, auf einem Objekttrager mit einer Lugolschen
Lésung fixiert und bei 20x und 40x VergroRerung unter dem Mikroskop untersucht. Von 298
untersuchten Schnecken konnten in 28 Stlck A. vasorum nachgewiesen werden (9,40%)
(Ferdushy et al. 2009).
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Auch wurden 2009 381 Nacktschnecken im Sudosten Englands gesammelt und bis zur
Larvenanalyse bei 18-20 °C in ventilierten Plastikbechern mit Gurken und Gartensalat
gehalten. Zur Tétung wurden die Schnecken enthauptet und anschlieRend in zwei Halften
geteilt, wobei eine Halfte bis zur DNA-Analyse bei -20 °C tiefgefroren wurde und die andere
zur morphologischen Analyse verdaut wurde. Dazu wurde eine 0,7% Pepsin/0,5% HCI Lésung
hergestellt und die Schnecken 75 Minuten lang verdaut. AnschlieRend wurden die Proben bei
200 g* fur zwei Minuten zentrifugiert, mit einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS)
resuspendiert, durch einen 300 um Sieb gesiebt und das Ubrig gebliebene Material unter
einem Stereomikroskop auf Lungenwurmlarven untersucht und diese fotografiert. Von 381
Proben wurden in insgesamt neun Proben Nematodenlarven gefunden, wovon sechs als A.
vasorum Larven identifiziert werden konnten. Die infizierten Schnecken zahlten zur Familie
der Arionidae (A. distinctus, A. ater), Milacidae (Tandonia sowerbyi) und Limacidae (Patel et
al. 2014).

2018 wurden 2701 Nacktschnecken in zwei Regionen in Deutschland (Hessen und Rheinland-
Pfalz) gesammelt, morphologisch bestimmt, abgewogen, durch Kalte getbtet und bis zur
weiteren Analyse bei -20 °C gelagert. Anschlieend wurden die Schnecken in ca. 0,5 cm grofde
Stlicke zerschnitten, mit einer HCI/Pepsin Lésung verdaut und die Proben mit einem
Mikroskop auf Lungenwurmlarven untersucht. Von 2701 Schnecken waren in 173 Proben
mikroskopisch Lungenwurmlarven zu detektieren. Die Larven wurden extrahiert und in Tubes
bis zur exakten Bestimmung durch eine Duplex-Real-Time PCR bei 4 °C gelagert. Fir die
genetische Analyse der Schnecken wurde ein 2 mm?® grol3es Stiick ihres Kopfes verwendet
(Lange et al. 2018).

2020 wurden in Griechenland in funf verschiedenen Gebieten (Kozani, Vyroneia, Kerkini-See,
Koronia-See, Volvi-See) insgesamt 50 Schnecken gesammelt, wovon 25 Stlick Gehause- und
25 Stlick Nacktschnecken waren. Sie wurden mit Kalte getoétet und bei -20 °C bis zur Analyse
gelagert. Die Schnecken wurden morphologisch bestimmt und dabei ein 2 mm? grof3es Stiick
ihres Fulies zur DNA-Bestimmung entnommen. Nach dem Abwiegen und Zerkleinern der
Schnecken wurden diese mit einer Verdauungslosung bestehend aus 0,05 g Pepsin 2000 FIP,
0,04 g NaCl, 0,13 ml HCL und 5,5 ml Wasser pro Gramm Schneckenmaterial zersetzt. Die
Proben wurden bei 34-37 °C schittelnd mit 1000 rpm fir 75 Minuten verdaut. AnschlieRend
wurden die Proben durch einen 180 ym Sieb in ein Glas mit 1 | Wasser gesiebt und drei
Stunden oder (iber Nacht im Kiihlschrank zur Sedimentation stehen gelassen. Der Uberstand

wurde verworfen und der Bodensatz unter einem Stereomikroskop bei 40x, 100x und 400x

37



VergroRerung auf Lungenwurmlarven untersucht. Bis zur spateren DNA-Spezifizierung
wurden die Larven in Ethanol in Eppendorf Tubes gehalten. Metastrongyliden konnten in
sieben von 50 Schnecken gefunden werden. In zwei Proben konnten A. abstrusus Larven
gefunden werden, in vier Proben A. chabaudi und in einer Probe T. brevior (Dimzas et al.
2020).

Im Zuge dieses Projekts und den aufgezahlten Studien wurden alle Schnecken mit
Pepsin/Salzsdure Loésungen zersetzt. Geringe Abweichungen in der Abfolge der
Arbeitsschritte oder  Veranderungen  beziglich der Toétungsart, Dauer des
Verdauungsvorganges, Grélie des Siebgitters oder dem Vorgang der Zentrifugation scheinen
keinen negativen Einfluss auf die Sensitivitat der Verdauungsmethode zu haben. Wohingegen
die Zeitdauer der Lagerung auf -20 °C der Larven, bis zur molekularen Analyse, einen Einfluss

zu nehmen scheint.

Die Etablierung des Verdauungsvorgangs der Schnecken und der Methodik zur Larvenanalyse
stellt einen wichtigen Teil des Gesamtprojekts dar, da die evaluierten Techniken anschliellend

bei der gesamten Studie angewandt wurden.
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6. Zusammenfassung

Verschiedene Lungenwurmarten der Gattung Crenosoma, Aelurostrongylus, Angiostrongylus
und Troglostrongylus sind wichtige Parasiten im veterinarmedizinischen Bereich. Diese
kénnen in Katzen, Hunden und anderen Saugetieren respiratorische/pulmonale Erkrankungen

auslosen.

Lungenwiurmer haben einen indirekten Lebenszyklus, der durch zwei verschiedene
Wirtsphasen charakterisiert ist. Diese bendtigen einen End- und einen Zwischenwirt. Adulte
weibliche Lungenwurmer legen ihre Eier (abhangig von ihrer Spezies) in die Alveolen oder
pulmonalen Gefalke des Endwirtes, wo sich aus deren Eiern Larven im ersten
Entwicklungsstadium ausbilden (L1). L1 werden hochgehustet, geschluckt und
ausgeschieden. In der Umwelt nehmen anschlieBend ihre Zwischenwirte (Nackt- und
Gehauseschnecken) beim Verzehr des Kots des Endwirtes die Lungenwurmlaven auf.
Wahrend der Passage durch den Verdauungstrakt der Schnecken entwickeln sich L1 zum
infektiosen Drittlarvenstadium (L3). Der Lebenszyklus schlie3t sich bei der oralen Aufnahme
der L3 durch den Endwirt und der anschlieBenden Entwicklung der geschlechtsreifen,

weiblichen, adulten Wirmer.

Das Vorkommen von Lungenwlrmern ist assoziiert zu der ihrer Zwischenwirte — Nackt- und
Gehauseschnecken. Um einen Uberblick tber das Auftreten von Lungenwirmern in
Osterreich und das dadurch vorhandene Infektionsrisiko fiir unsere Haustiere zu gewinnen,
wurden Nackt- und Gehduseschnecken in mehreren Gebieten im 0&stlichen Bereich
Osterreichs gesammelt (Wien, Niederdsterreich, Burgenland, Steiermark) und deren Gattung
und Art bestimmt. Die Schnecken wurden danach mittels einer Verdauungsmethode, auf das
Vorhandensein von Lungenwurmlarven untersucht. Die Lungenwurmlarven selbst wurden
durch ein binokulares Lupenmikroskop detektiert, extrahiert, auf einem Objekttrager fixiert und
unter einem Stereomikroskop fotografiert. Die Methodik zur Verdauung und Analyse der
Lungenwurmlarven in Schnecken wurde in dieser Arbeit etabliert und anschlielend in der
gesamten Studie angewandt. Spater wurden die gefundenen Larven durch eine PCR ihrer
Spezies zugeordnet. Dies erfolgte im Zuge weiterer Arbeiten am Institut der Parasitologie der

Veterinarmedizinischen Universitat Wien

In dieser Studie wurden 145 Nackt- und Gehauseschnecken an regnerischen Tagen bei einer
Tagestemperatur zwischen 10-20 °C gesammelt. Die Hohe der Tagestemperatur korrelierte

meistens mit der gefundenen Stickzahl an Mollusken. Nematoden wurden in 24 Proben
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(17,14%) gefunden. AbschlieRend lasst sich sagen, dass Lungenwurminfektionen eine
bedeutende Differentialdiagnose bei respiratorischer und pulmonaler Symptomatik bei Katzen

und Hunden darstellen.
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7. Summary

Several lungworm species of the genera Crenosoma, Aeluorstrongylus, Angiostrongylus and
Troglostrongylus are important parasites in the veterinary field. They can induce

respiratory/pulmonary diseases in cats, dogs and other mammals.

Lungworms have an indirect life cycle, which is characterized by two host stages, which require
a definitive host and an intermediate host. Adult female lungworms deposit their eggs into the
definitive host’s alveoli or pulmonary blood vessels (depending on the species), where eggs
develop into first-stage larvae (L1). L1 are coughed up, swallowed and excreted. In the
environment their intermediate hosts (slugs and snails) ingest the larvae while feeding on
faecal matter. During the passage through the slug’s digestive tract, L1 develop to infective
third-stage larvae (L3). The life cycle is completed with the ingestion of L3 by the definitive host

and following development to fertile, female, adult worms.

The occurence of lungworms is associated to those of their intermediate hosts — slugs and
snails. To get an overview about the occurrence of lungworms in Austria and the following
infection risk for our pets, slugs and snails were collected at various locations in Eastern Austria
(Vienna, Lower Austria, Burgenland, and Styria), determined to genus and species, and
analysed with a digestive method for the presence of lungworm larvae. Lungworms itself were
detected by a binocular magnifying microscope, extracted, fixed on a slide and photographed
under a stereomicroscope. Techniques for digestion and analysis of larvae in slugs and snails
were established with this work and subsequently used during the whole study. Larvae were

identified to species level by PCR.

Within this study 145 slugs and snails were collected on rainy days with a daytime temperature
between 10-20 °C. The quantity of found molluscs correlated mostly with ambient temperature.

Nematodes were found in 24 samples (17,14%).

It can be concluded that lungworm infections represent an important differential diagnosis by

respiratory and pulmonary symptoms in cats and dogs.
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Supplementartabelle 1: Datenaufzeichnung der Fundorte

Kennzeichnung | Breitengrad | Langengrad | Funddatum | Fundortbeschreibung | Grad in Celsius Finder Stiickzahl '
Schnecke

S 1-6 48.294942 16.466349 | 07.04.2019 | Garten Gerasdorf bei 12 Wenzl 6
Wien Gertrude

S 7-10 48.247832 16.421901 30.04.2019 | Spaziergehweg Wien 15 Edler 4

Floridsdorf Mirjam

S 11-15 48.294942 16.466349 | 30.04.2019 | Garten Gerasdorf bei 12 Wenz| 5
Wien Gertrude

S 16-35 48.294942 16.466349 | 06.05.2019 | Garten Gerasdorf bei 10 Wenzl 20
Wien Gertrude

" Im Zuge dieser Arbeit wurden mehr Schnecken gesammelt als anschlieBend zur Etablierung der Verdauungsmethode benétigt wurden. Deshalb korreliert die gefundene
Stuckzahl nicht mit der Anzahl der gekennzeichneten, verdauten und analysierten Schnecken.
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S 36-50 47.257934 14.889683 | 13.05.2019 Garten Feistritz bei 10 Edler 15
Knittelfeld Mirjam
Obersteiermark
S 51-57 48.249456 16.437108 | 26.04. 2019 Hundezone 12 Edler 7
Mirjam
A 58-90 47.257934 14.889683 | 02.06.2019 Garten Feistritz bei 20 Edler 90
Knittelfeld Mirjam
Obersteiermark
A 91-100 47.257934 14.889683 | 13.05.2019 Garten Feistritz bei 10 Edler 10
Knittelfeld Mirjam
Obersteiermark
A 101-110 47.257934 14.889683 | 02.06.2019 Garten Feistritz bei 20 Edler 90
Knittelfeld Mirjam

Obersteiermark

50




A 111-122 48.257901 16.433100 | 29.06.2010 Universitatsgelande 17 Hering 25
Wien Floridsdorf Tatjana
A 123-145 47.257934 14.889683 | 04.08.2019 Garten Feistritz bei 19 Edler 50
und Knittelfeld Mirjam
05.08.2019 Obersteiermark

Supplementéartabelle 2: Datenaufzeichnung der einzelnen Schnecken

Kennzeichnung Art Gewicht in Bearbeitungsdatum | Bearbeiterin | eingefroren | Verdauungslésung | Positiv/INegativ
Schnecke ? g gelagert in ml nach
Morphologie
ME S 1 Arion 2,9 25.04.2019 Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
vulgaris

2 Die R6hrchen mit dem vorhandenen Schneckenmaterial wurden mit dem Kiirzel der Bearbeiterin (ME) und einer fortlaufenden Nummerierung gekennzeichnet.
Dabei wurde fir die Etablierung der Verdauungsmethode der Buchstabe S gewahlt (S 1-57) und firr die weitere Untersuchung der Schnecken auf
Lungenwurmlarven der Buchstabe A (A 58-145).
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ME S 2 Arion 2,9 25.04.2019 Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
vulgaris

ME S 3 Arion 0,7 25.04.2019 Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
vulgaris

ME S 4 Arion 0,5 25.04.2019 Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
vulgaris

ME S5 Arion <0,1 25.04.2019 Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
vulgaris

ME S 6 Arion 7,4 25.04.2019 Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
vulgaris

MES7 Cornu 14,6 30.04.2019 Edler Mirjam | nein 20 ml neg.
aspersum

ME S 8 Cornu 13,8 30.04.2019 Edler Mirjam | nein 20 ml neg.
aspersum
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ME S 9 Cornu 6,7 30.04.2019 Edler Mirjam | nein 20 mi neg.
aspersum

ME S 10 Helix 22,1 30.04.2019 Edler Mirjam | nein 20 mi neg.
pomatia

ME S 11 Limax 4,6 03.05./06.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 ml neg.
maximus

ME S 12 Arion 0,1 03.05./06.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 ml neg.
fasciatus

ME S 13 Arion 0,2 03.05./06.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 ml neg.
vulgaris

ME S 14 Arion 0,3 03.05./06.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 ml neg.
vulgaris

ME S 15 Arion 0,1 03.05./06.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 mi neg.
vulgaris
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ME S 16 Arion 1 07.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 mi neg.
vulgaris

ME S 17 Arion 1,1 07.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 mi fraglich pos.
vulgaris

ME S 18 Arion 2,5 07.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME S 19 Arion 0,7 07.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 mi neg.
vulgaris

ME S 20 Arion 0,7 07.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME S 21 Arion 1,3 07.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 ml neg.
vulgaris

ME S 22 Arion 0,7 07.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 mi fraglich pos.
vulgaris
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ME S 23 Arion 0,7 07.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 mi neg.
vulgaris

ME S 24 Arion 0,6 07.05.2019 Edler Mirjam | nein 25 mi neg.
vulgaris

ME S 25 Arion 1,2 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME S 26 Arion 0,5 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 27 Arion 1,6 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 28 Arion 0,7 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 29 Arion 0,9 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris
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ME S 30 Arion 0,5 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 31 Arion 0,7 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 32 Arion 0,6 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 33 Arion 0,6 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 34 Arion 0,4 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 35 Arion 0,2 08.05/19.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 36 Arion 0,7 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris
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ME S 37 Arion 0,5 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 38 Arion 0,6 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME S 39 Arion 0,8 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME S 40 Arion 0,2 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME S 41 Arion 0,3 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 42 Arion 0,4 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 43 Arion 0,9 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

57




ME S 44 Arion 0,6 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME S 45 Arion 0,2 20.05.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME S 46 Arion 2,7 24.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME S 47 Arion 1,2 24.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME S 48 Arion 0,1 24.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 49 Arion 3,1 24.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME S 50 Arion 0,5 24.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris
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ME S 51 Helix 7,2 28.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
pomatia

ME S 52 Helix 7,5 28.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
pomatia

ME S 53 Helix 6,7 28.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
pomatia

ME S 54 Helix 5,9 28.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
pomatia

ME S 55 Helix 2,2 28.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
pomatia

ME S 56 Helix 1,4 28.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
pomatia

ME S 57 Helix 0,5 28.05./03.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
pomatia
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ME A 58 Arion 1,9 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 59 Arion 2,2 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 60 Arion 0,7 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi pos.
vulgaris

ME A 61 Arion 0,7 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi pos.
vulgaris

ME A 62 Arion 0,8 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml pos.
vulgaris

ME A 63 Arion 0,7 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 64 Arion 0,8 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris
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ME A 65 Arion 1,7 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 66 Arion 0,8 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 67 Arion 0,7 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 68 Arion 0,8 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 69 Arion 0,8 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 70 Arion 0,5 05.06./08.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 71 Arion 0,9 05.06./12.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi pos.
vulgaris
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ME A 72 Arion 0,5 05.06./12.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi pos.
vulgaris
ME A 73 Arion 0,8 05.06./12.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi Probe
vulgaris verworfen  da
schimmlig
ME A 74 Arion 2 05.06./12.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi Probe
vulgaris verworfen  da
schimmlig
ME A 75 Arion 0,8 05.06./12.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml Probe
vulgaris verworfen  da
schimmlig
ME A 76 Arion 1,2 05.06./12.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml Probe
vulgaris verworfen  da
schimmlig
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ME A 77 Arion 0,5 05.06./12.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 78 Arion 1,0 05.06./12.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml Probe
vulgaris verworfen  da

schimmlig

ME A 79 Arion 0,3 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME A 80 Arion 0,5 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml pos.
vulgaris

ME A 81 Arion 1,2 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME A 82 Arion 0,5 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris
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ME A 83 Arion 0,3 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 84 Arion 0,6 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME A 85 Arion 0,6 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 86 Arion 0,4 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 87 Arion 0,8 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 88 Arion 0,5 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 89 Arion 0,8 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

64




ME A 90 Arion 0,2 05.06./13.06.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 91 Arion 0,23 23.07.2019/24.07.2019 | Edler Mirjam | Ja 20 mi neg.
vulgaris

ME A 92 Arion 0,22 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 mi neg.
vulgaris

ME A 93 Arion 0,25 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 mi pos.
vulgaris

ME A 94 Arion 0,32 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml pos.
vulgaris

ME A 95 Arion 0,56 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml pos.
vulgaris

ME A 96 Arion 0,62 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 mi fraglich pos.
vulgaris
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ME A 97 Arion 0,26 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 mi neg.
vulgaris

ME A 98 Arion 0,48 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 mi neg.
vulgaris

ME A 99 Arion 0,26 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml fraglich pos.
vulgaris

ME A 100 Arion 0,28 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml fraglich pos.
vulgaris

ME A 101 Arion 1,19 23.07./24.07.2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 102 Arion 0,4 23.07./25.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml neg.
vulgaris

ME A 103 Arion 0,58 23.07./25.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml neg.
vulgaris
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ME A 104 Arion 1,09 23.07./25.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 mi neg.
vulgaris

ME A 105 Arion 0,9 23.07.2019/24.07.2019 | Edler Mirjam | Ja 20 mi neg.
vulgaris

ME A 106 Arion 0,66 23.07./25.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml neg.
vulgaris

ME A 107 Arion 0,72 23.07./25.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 mi neg.
vulgaris

ME A 108 Arion 0,33 23.07./25.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml neg.
vulgaris

ME A 109 Arion 0,82 23.07./25.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml pos.
vulgaris

ME A 110 Arion 0,23 23.07./25.07.2019 Edler Mirjam | Ja 20 ml neg.
vulgaris
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ME A 111 Cornu 3,42 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 112 Cornu 5,52 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 113 Cornu 3,03 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 114 Cornu 5,31 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 115 Cornu 2,77 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 116 Cornu 10,50 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml fraglich neg.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 117 Cornu 3,18 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 mi pos.
aspersum 01.08/02.08.2019
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ME A 118 Cornu 5,33 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml pos.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 119 Cornu 9,65 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml pos.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 120 Cornu 2,43 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 121 Cornu 12,11 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml neg,
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 122 Cornu 7,95 31.07- Edler Mirjam | Ja 30 ml neg.
aspersum 01.08/02.08.2019

ME A 123 Arion 5,87 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml pos.
vulgaris

ME A 124 Arion 7,53 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi pos.
vulgaris
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ME A 125 Arion 2,08 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME A 126 Arion 1,88 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME A 127 Arion 5,59 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME A 128 Arion 7,91 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris

ME A 129 Arion 5,16 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml pos.
vulgaris

ME A 130 Arion 4,98 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME A 131 Arion 9,54 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 35 ml pos.
vulgaris
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ME A 132 Arion 3,12 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml pos.
vulgaris

ME A 133 Arion 2,75 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml pos.
vulgaris

ME A 134 Arion 4,30 08.11./09. 11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 135 Arion 2,84 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml pos.
vulgaris

ME A 136 Arion 6,49 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 137 Arion 5,50 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml neg.
vulgaris

ME A 138 Arion 4,84 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi pos.
vulgaris
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ME A 139 Arion 10,10 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 35 ml neg.
vulgaris

ME A 140 Arion 7,12 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 35 ml pos.
vulgaris

ME A 141 Arion 3,10 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml pos.
vulgaris

ME A 142 Arion 6,54 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME A 143 Arion 3,16 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml fraglich pos.
vulgaris

ME A 144 Arion 4,25 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 ml pos.
vulgaris

ME A 145 Arion 4,79 08.11./10.11. 2019 Edler Mirjam | Ja 25 mi neg.
vulgaris
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