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1. Einleitung und Fragestellung

Schnecken sind flir viele Parasiten wichtige Zwischenwirte, auch fir Lungenwirmer, die
schwere Erkrankungen mit teils tédlichem Verlauf verursachen kdnnen. Angiostrongylus
vasorum ist einer der Lungenwirmer der Fleischfresser und verursacht die Angiostrongylose
des Hundes. Er ist ein weit verbreiteter Nematode aus der Familie der Metastrongyloidea
(Familie Angiostrongylidae). Dieser Rundwurm parasitiert in den Lungenarterien und dem
rechten Herzen vor allem bei wildlebenden Carnivoren wie Rotflichsen, aber auch bei
Haushunden. Canine Angiostrongylose kann Atemnot, Blutungen, neurologische Symptome
und verschiedene andere Symptome verursachen. Erstmals wurde A. vasorum im 19.
Jahrhundert im Sidden von Frankreich beschrieben, wodurch er auch als ,franzosischer
Herzwurm® bekannt ist. In den letzten Jahren wurden Lungenwurmerkrankungen bei
Fleischfressern immer mehr Aufmerksamkeit geschenkt und Daten Uber die Ausbreitung in
Schnecken, Hunden und Flchsen in verschiedenen Gebieten gesammelt. In Osterreich ist
Uber die Verbreitung von Lungenwirmern bei Fleischfressern nicht sehr viel bekannt. Aufgrund
dessen wurde eine Studie zur Untersuchung von Schnecken auf Lungenwurmlarven in

Ostosterreich initiiert, um mehr Informationen zu diesen Parasiten zu erhalten.

Diese Arbeit ist Teil einer umfangreicheren Studie zu Lungenwurmlarven in Schnecken in
Ostosterreich am Institut flr Parasitologie der Vetmeduni Vienna und befasst sich neben
Schneckenfunden an verschiedenen Standorten in Niederdsterreich und deren weiteren
Analysen mit der Literaturibersicht mit dem von Schnecken Ubertragenen caninen

Lungenwurm Angiostrongylus vasorum.



2. Literaturubersicht zu Angiostrongylus vasorum
21. Lebenszyklus

Angiostrongylus vasorum hat einen indirekten Lebenszyklus, in dem Schnecken als
Zwischenwirte fungieren. Die adulten Stadien des A. vasorum leben in den Lungenarterien
und im rechten Herzen, hier legt das Weibchen ihre Eier. Die daraus schliipfenden ersten
Larven (L1) werden in die Lungenkapillaren abgeschwemmt und dringen in Alveolen und
Bronchien ein, von wo sie hochgehustet werden, durch Abschlucken weiter in den
Verdauungstrakt gelangen und schlieRlich ausgeschieden werden. Die L1 dringt in einen
Schneckenwirt ein und entwickelt sich in wenigen Wochen nach zwei Hautungen zum
infektiosen dritten Larvenstadium (L3). Durch die Aufnahme der L3 (mit dem Zwischenwirt oder
nach dessen Tod und Zersetzung aus der Umgebung) infiziert sich der Endwirt. Die L3
gelangen uber dessen Darm in die Mesenteriallymphknoten und weiter Uber die Blutgefalie
(Pfortader, Lebervenen, Vena cava caudalis) und LymphgefalRe in das rechte Herz und die
Lungenarterien, wo sie sich zu Adulten weiterentwickeln (Tomlinson et al., 2006; Traversa u.
Di Cesare, 2014).

2.2. Klinische Symptome

Hunde jedes Alters und jeder Rasse kénnen sich mit A. vasorum infizieren. Jedoch scheint es
so, dass jungere Hunde eine Pradisposition fur eine Infektion haben. Dieses Ergebnis ist sehr
wahrscheinlich auf das unterschiedliche Fressverhalten von Junghunden im Gegensatz zu
alteren Hunden zuruckzufuhren. Die Ausbildung einer erworbenen Immunitat wurde bis jetzt
noch nicht vollstandig untersucht. Hunde, die schon einmal eine Infektion mit A. vasorum
durchgemacht haben, kdénnen sich erneut infizieren Die klinische Auspragung der
Angiostrongylose kann sich in vielen verschiedenen Symptomen manifestieren.
Kardiorespiratorische Symptome werden am haufigsten beobachtet, jedoch wurden auch
Anzeichen von Koagulopathien oder neurologische Symptome beobachtet (Helm et al., 2010,
Rinaldi et al., 2014).

Die haufigsten Symptome sind respiratorisch bedingt und umfassen Husten, Dyspnoe oder
Tachypnoe (Elsheikha et al., 2014). Diese klassischen Symptome entstehen durch die
Wanderung der L1 durch das Lungengewebe und die Eiablage, dabei kommt es zur
Ansammlung von Entziindungszellen, Zerstérung der alveolaren  Architektur,

Thrombusbildung und Fibrose der Lunge rund um die Parasiten (Traversa u. Di Cesare, 2014).



Diese schwerwiegenden Lasionen der Lunge kdnnen zu einer pulmonalen Hypertension und
einem Cor pulmonale fiihren, was weiters auch zu einer Rechtsherzinsuffizienz flihren kann
(Corda et al., 2019; Nicolle et al., 2006). Die zweit haufigste Manifestation einer Infektion mit
A. vasorum sind Koagulopathien (Helm et al., 2010). Die Blutungen im Zusammenhang mit
einer A. vasorum-Infektion werden verursacht durch einen Mangel von Von-Willebrand-Faktor,
immunmediierte Thrombozytopenie und Verbrauchskoagulopathie, aulerdem sekundar durch
Endothelschaden und Hyperfibrinolyse (Birkbeck et al., 2019). Der genaue
Pathomechanismus fir die Blutungsneigung ist noch nicht ganz geklart. Es wird vermutet,
dass Stoffwechselprodukte oder die Zerstérung von Endothel bzw. die Entziindungsreaktion
durch adulte Wirmer, Larven oder Eier zu Stdérungen der primaren und sekundaren
Hamostase fuhren (Glaus et al., 2016; Sigrist et al., 2017). Die klinischen Symptome kénnen
sehr unterschiedlich ausgepragt sein und umfassen Petechien, Ekchymosen,
Skleralblutungen, Sublingualblutungen, Hamatome sowie Hamoabdomen und Hamothorax
(Helm et al., 2010). Bei einem Teil der infizierten Hunde treten neurologische Auffalligkeiten
wie Krampfanfalle, Ataxie, Paresen oder Paralysen auf. Weiters kann es zu
Hirnnervendefiziten, wie z.B. Nystagmus, fehlender Pupillenlichtreflex oder Anisokorie
kommen. Bei der neurologischen Untersuchung fallen veranderte Reflexe der Vorder- und
Hinterextremitaten auf. Diese Symptome treten vermutlich aufgrund von Blutungen im
Hirnstamm und Rickenmark auf. Es ist auch beschrieben, dass Larven in das zentrale
Nervensystem wandern und dadurch das Nervengewebe schadigen kénnen (Gredal et al.,
2011). Die Manifestation der Infektion im Auge kommt seltener vor, jedoch kénnen in diesen
Fallen beispielweise Uveitis, Hyphadma, konjunktivale Injektionen, retinale Blutungen,
Schwellungen der Iris, Subluxationen der Linse oder Netzhautablésungen auftreten.
Aulerdem koénnen auch gelegentlich Larven oder adulte Wiarmer in der vorderen
Augenkammer oder auch im Glaskdrper festgestellt werden. In schweren Fallen kann das
Auge irreversibel geschadigt werden (Ciuca et al., 2019; Colella et al., 2016). Unspezifische
Symptome wie Gewichtsverlust, Lethargie, Apathie und Inappetenz kénnen als alleinige
Symptome oder im Zusammenhang mit den bereits beschriebenen Veranderungen auftreten.
Gastrointestinale Symptome wie z.B. Erbrechen sind ebenfalls beschrieben. Bei hoher
Wurmbirde kénnen auch perakute Todesfélle vorkommen (Helm et al., 2010). Auch
asymptomatische Falle kdnnen auftreten, diese Tiere scheiden dennoch Larven Gber den Kot
aus und tragen so zur Aufrechterhaltung des Lebenszyklus von A. vasorum bei (Lempereur et

al., 2016; Maier et al., 2010). Die Vielzahl der klinischen Symptome machen es unmdglich eine



Infektion aufgrund der klinischen Anzeichen allein zu bestatigen oder auszuschlieRen (Helm
et al., 2010).

2.3. Diagnostik

Aufgrund  der unspezifischen Klinik, den unspezifischen Ergebnissen von
Laboruntersuchungen und der bildgebenden Diagnostik und maoglichen subklinischen
Erkrankungen gestaltet sich die Diagnose der Angiostrongylose schwierig (Di Cesare et al.,
2015). Hinzu kommt, dass die Larvenausscheidung intermittierend ist, was bei einmaligen
Kotuntersuchungen zu falsch negativen Ergebnissen fuhren kann (Deplazes et al., 2012).
Haufige Befunde in bildgebenden Verfahren sind eine Verdickung der Bronchialwande,
multifokales oder peripheres alveolares Muster und ggf. interstitielle Zeichnungen. Im
Ultraschall kann es  vorkommen  Zeichen  einer  pulmonalen Hypertonie
(Rechtsherzhypertrophie, erweiterte Pulmonalarterie) zu sehen (Kresken et al., 2019).
Hamatologische Veranderungen wie erniedrigter Hamatokrit oder Thrombozytopenie kénnen
vorkommen, sowie weiter Veranderungen des wei3en Blutbildes, wie z.B. Eosinophilie,
Monozytose, neutrophile Leukozytose oder Lymphozytose. Auch Veranderungen der
Blutchemie (Hyperkalzamie, erniedrigte Serum-Fruktosamin-Konzentration) sind ebenfalls
beschrieben (Morgan and Shaw, 2010; Schnyder et al., 2010). Das Baermann-Wetzel-
Auswanderverfahren ist ein weit verbreitetes Testverfahren und wird als Goldstandard zum
Nachweis von L1 aus Kotproben angesehen. Dieser Test ist technisch nicht anspruchsvoll und
ist sehr spezifisch, wenn die Larvenmorphologie intakt ist. Ein Nachteil sind die Testdauer von
12 — 48 h und falsch negative Ergebnisse aufgrund der Prapatenz, der intermittierenden
Larvenausscheidung nach Beginn der Prapatenz und eine mégliche niedrige Wurmbdrde. Die
Sensitivitdt des Baermann-Wetzel-Auswanderverfahrens wird geringer durch tote oder
deformierte Larven aufgrund langer Transportwege und zu spater Analyse der Proben.
FLOTAC ist eine human- und veterindrmedizinische Flotationsmethode zum Nachweis
verschiedener Parasitenstadien. Im Vergleich mit drei weiteren Nachweisverfahren (McMaster
Technik, Standardflotation und Baermann-Wetzel-Auswanderverfahren) war diese die
sensitivste Methode (Schnyder et al., 2011). Der Mittelwert der gewonnenen Larven pro
Gramm Kot durch FLOTAC war signifikant héher als bei den anderen drei Techniken. Noch
sensitiver soll das Mini-FLOTAC Verfahren sein. Hier ist die Testdauer mit 15 min ein groRer
Vorteil. Beide Testverfahren, FLOTAC und Mini-FLOTAC, kénnen dazu beitragen Infektionen
besser zu diagnostizieren und sind eine gute Alternative fir den Nachweis von A. vasorum

Larven vor allem in Anbetracht von langeren Transportwegen und langeren Lagerung von



Kotproben (lanniello et al., 2020; Schnyder et al., 2011). Eine weitere Moglichkeit zur Diagnose
einer Infektion mit A. vasorum ist der Nachweis von Antigenen (AG) und Antikérpern (AK) in
Blutserumproben. Ein Sandwich-ELISA, basierend auf monoklonalen und polyklonalen AK
zum Nachweis von zirkulierenden AG hat einer Sensitivitat von 95,7% und eine Spezifitat von
94,0%. Eine Kreuzreaktion mit anderen Wurminfektionen (Dirofilaria immitis, Crenosoma
vulpis, Ancylostoma caninum oder Toxocara canis) wurde nicht festgestellt (Schnyder et al.,
2011). Weiters wurde ein ELISA zum Nachweis spezifischer AK mit einer Sensitivitat von
85,7% und Spezifitdt von 98,8% entwickelt. Hier wurden allerdings Kreuzreaktionen mit C.
vulpis, D. immitis, D. repens und E. aerophilus festgestellt (Schucan et al., 2012). Der
Nachweis von L1 im Blut, Kot, Trachealsekret oder im Gewebe von Zwischenwirten mittels
real-time PCR stellt eine weitere Nachweismethode da. Die bestandigste und frihste
Nachweismethode fur zirkulierende AG sind ELISAs. Sie kdnnen auch als Monitoring nach
Behandlung mit Antihelminthika verwendet werden (Schnyder et al., 2015). Ein kommerziell
erhaltlicher Test ist der AngioDetect™ Schnelltest (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook,
Maine, USA). Dieser Test hat eine Sensitivitat von 97,1% und eine Spezifitat von 98,9% und
weist keine Kreuzreaktionen mit D. immitis, D. repens, C. vulpis, Hakenwirmern, Spulwlrmern

oder Peitschenwirmern auf (Liu et al., 2017).

In einer Studie mit sieben Hunden wurden die Kotuntersuchung nach Baermann, der
AngioDetect™ Schnelltest, ELISAs zum Nachweis von zirkulierenden und spezifischen
Antikérpern und eine quantitative PCR (qPCR) mit Material aus bronchoalveolaren Lavagen
miteinander verglichen. Das Ergebnis der Studie hat gezeigt, dass der Baermann-Test und
der Schnelltest bei manchen Hunden negativ war, obwohl die gPCR positiv war. Deswegen ist
es angeraten, bei klinisch auffalligen Hunden mit negativen Ergebnissen der Kotuntersuchung
nach Baermann und dem negativen Nachweis von Antigenen einen Antikdper ELISA oder eine
gPCR aus Lavage-Material als zusatzliche diagnostische Tests zu verwenden (Canonne et al.,
2018).

2.4. Pravention und Therapie

Fir die effektive Behandlung von A. vasorum stehen laut ESCCAP makrozyklische Laktone
oder Benzimidazole zur Verfigung (European Scientific Counsel Companion Animal

Parasites, 2014: Bekadmpfung von Wirmern (Helminthen) bei Hunden und Katzen, Deutsche

Adaption der ESCCAP-Empfehlung Nr. 1. https://www.esccap.de/v2/wp-


https://www.esccap.de/v2/wp-content/uploads/2020/10/ESCCAP-empf-helminthen-2014.pdf

content/uploads/2020/10/ESCCAP-empf-helminthen-2014.pdf). Ein Spot on Praparat

(Advocate®, Bayer, Monheim, Deutschland) mit den Wirkstoffen Imidacloprid und Moxidectin

kann einmalig oder zweimalig (einer weiteren Gabe nach 30 Tagen) zur Behandlung von einer
A. vasorum Infektion verwendet werden und zur Pravention alle vier Wochen verabreicht
werden (Bird et al., 2018). Milbemycinoxime, ein oral zu verabreichendes Praparat kann auch
zur Behandlung eingesetzt werden und soll einmal wochentlich fur vier Wochen gegeben
werden (Morgan u. Shaw, 2010). Zur praventiven Behandlung in endemischen Gebieten hat
sich eine Kombination aus den Wirkstoffen Sarolaner, Moxidectin und Pyrantel als sehr

wirksam bewiesen (Becskei et al., 2020).

Je nachdem, mit welchen Symptomen der Patient vorgestellt wird, sollte eine symptomatische
Therapie eingeleitet werden. Tieren mit Problemen bei der Atmung sollte Sauerstoff
verabreicht werden. Bei einer mdoglichen bakteriellen Sekundarinfektion kann eine
Antibiotikatherapie gestartet werden, ist aber routinemafig nicht notwendig. Kortikosteroide
kdnnen verabreicht werden, wenn z.B. eine immunmediierte Thrombozytopenie vorliegt oder
gegen anaphylaktische Reaktionen nach Behandlung mit Parasitiziden. Tieren mit starkem
Blutverlust sollte Vollblut oder andere Blutprodukte transfundiert werden. Bei Herzproblemen
kann je nach Indikation und zugrundeliegender Erkrankung eine entsprechende Therapie
eingeleitet werden (Traversa u. Di Cesare, 2014). Vor allem junge Tiere und jene, die sich in
Gebieten aufhalten, wo viele Schnecken vorkommen, sind geféhrdet sich anzustecken. Eine
generelle Kontrolle der Schnecken mittels Molluskizid ist wegen der Belastung der Umwelt
nicht das Mittel der Wahl. Eine biologische Variante, L1 zu dezimieren, ist der Einsatz
nematophager Pilze, jedoch wurde diese Methode noch nicht ausreichend fir die Umsetzung
im Feld evaluiert. RegelmaRige koproskopische oder serologische Screenings sowie die
regelmaflige Anwendung von Anthelminthika vor allem in endemischen Gebieten sind
notwendig, um eine Infektion zu verhindern und den Lebenszyklus von A. vasorum zu

unterbrechen (Traversa u. Di Cesare, 2014).

2.5. Schnecken als Zwischenwirte

Fur viele Parasiten sind Schnecken wichtige Zwischenwirte, unter anderem auch flr
Nematoden wie Lungenwirmer, die in Saugetieren ihre Geschlechtsreife erlangen (Sattmann
et al., 2019). Auch im Lebenszyklus von A. vasorum fungieren Schnecken als Zwischenwirte

(Traversa u. Di Cesare, 2014). In verschiedenen Studien aus Europa und Stidamerika wurden
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A. vasorum-Larven in unterschiedlichen Schneckenarten festgestellt (Fuehrer et al., 2020;
Helm et al., 2015; Lange et al., 2018; Majoros et al., 2010; Penagos-Tabares et al., 2018,
2020). A. vasorum hat ein hohes Potential, sich in infizierten Hunden zu vermehren, so kann
ein einzelner Hund bis zu 17.000 L1 pro Gramm Kot ausscheiden. Demzufolge kann eine
einzelne Schnecke, die solch einen Kot verzehrt, eine groRe Anzahl von L3 beherbergen und
bei Hunden, die die Schnecke samt den Larven aufnehmen, entsprechend zu klinischen
Symptomen einer Angiostrongylose fihren. Da Hundebesitzer oft den gleichen Weg flr
Spaziergange nutzen, ist es mdglich, dass Hunde in wiederholten Kontakt mit Gastropoden
kommen, die mit L3 infiziert sind. Somit kdnnen Untersuchungen von Gastropoden auf lokaler

Ebene aufschlussreich fiir die Ubertragung von A. vasorum sein (Schnyder, 2015).

2.6. Verbreitung in Hunden und Fiichsen

Angiostrongylus vasorum ist mittlerweile weltweit verbreitet und in vielen europaischen
Landern, unter anderem Deutschland, Danemark, Schweiz, sowie in Kanada (Neufundland),
Sudamerika (Brasilien, Kolumbien) und Afrika (Uganda) fokal endemisch. Ergebnisse aus
Studien in GroRbritannien, Danemark, Deutschland und Griechenland zeigten eine Pravalenz
zwischen 0,3 und 9,8% in Hundepopulationen. Studien mit Fuchspopulationen in Kanada,
Danemark, Ungarn, Italien und Spanien ergaben eine Pravalenz von 5-58%. Damit zeigt sich,
dass Fichse eine sehr wichtige Rolle als Reservoir spielen (Elsheikha et al., 2014).
Untersuchungen von Fuchspopulationen aus drei verschiedenen Bundeslandern (Thiringen,
Rheinland-Pfalz, Hessen) in Deutschland ergaben eine durchschnittliche Pravalenz von
14,1%. AulRerdem wurde festgestellt, dass sich A. vasorum vom Sudwesten Deutschlands in
norddstlichen Gegenden ausbreitet (Schug et al., 2018). In der norddstlichen Schweiz wurde
festgestellt, dass die Pravalenz von A. vasorum Infektion in Flichsen von 21,5% im Jahr 2012
auf 81,1% im Jahr 2017 anstieg. Diese Ergebnisse untermauern die wesentliche Rolle von
Flchsen als Reservoirwirte, erklaren die zunehmenden Fallzahlen von Angiostrongylose bei
Hunden in der Schweiz und erscheint reprasentativ fur die Entwicklung in Mitteleuropa (Gillis-
Germitsch et al., 2020).



3. Tiere, Material und Methodik
3.1. Besammelte Orte und Bestimmung der Schnecken

An vier verschieden Orten in Niederésterreich wurden zwischen Mai und September 2019 164
Nackt- und Gehauseschnecken gesammelt. Es wurden Orte ausgewahlt, von denen
angenommen wurde, dass, sich dort vermehrt Hunde oder Fichse aufhalten. Aul3erdem
wurde auf das natlrliche Habitat der Schnecken Ricksicht genommen (Eisschiel 2020;

https://www.vetmeduni.ac.at/schnecken-atlas/index.html) und auf die Wetterbedingungen

geachtet. Es wurde vermehrt an feuchten und nicht zu sonnigen Tagen, bei Temperaturen

zwischen 15 und 25 °C vormittags, abends oder nachts gesammelt.

In Euratsfeld wurde an verschiedenen Platzen in der Nahe eines Bauernhofes gesammelt,
entlang eines Baches, der in einen Wald verlauft, in der Wiese neben einem kleinen Teich und

in bzw. neben einem Brunnenschacht.

Die Orte Neufurth und Gerasdorf wurden ausgewahlt, weil es sich um Siedlungsgebiete
handelt, wo Hunde anzutreffen sind. Die Schnecken wurden in Garten unter Biischen,

Strauchern, im Blumen- und Gemusebeet gesammelt.

Die besammelten Platze in Zilingdorf waren ein Garten mit Strduchern, Buschen und

Blumenbeeten sowie ein grole Wiesenflache mit Baumen, die als Hundefreilauf dient.

Die gefundenen Schnecken wurden in einen Plastikbecher geben und der Becher mit Datum,
Ort, Tageszeit und Kirzel des Sammlers beschriftet. Es wurde darauf geachtet, nicht zu viele
Schnecken und keine Pflanzen gemeinsam in einen Becher zu geben, da der Schleim und die
Ausscheidungen der Schnecken dazu fihren kénnen, dass die Tiere verenden. Die
Schnecken wurden innerhalb von 24 Stunden an das Institut fir Parasitologie gebracht, wo sie

mit flissigem Stickstoff getétet und bei -20°C fiir die weitere Verarbeitung gelagert wurden.

Die Bestimmung der Schnecken wurde mit Hilfe von Dr. Sattmann vom Naturhistorischen
Museum Wien und dem Schneckenatlas von Nicole Eisschiel

(https://www.vetmeduni.ac.at/schnecken-atlas/index.html) durchgefihrt.

Beim Sammeln und Bestimmen wurden folgende Daten erhoben und in einem Datenblatt

protokolliert: Kennzeichnung der Schnecken, Koordinaten (https://www.google.at/maps) und

Adresse des Fundortes, Funddatum, stichwortartige Fundortbeschreibung und die
Wetterbedingungen, die Temperatur in °C (https://weather.com/de-
AT/wetter/heute/I/AUXX0025:1:AU) und der Name des Sammlers.



https://www.vetmeduni.ac.at/schnecken-atlas/index.html
https://www.vetmeduni.ac.at/schnecken-atlas/index.html
https://www.google.at/maps
https://weather.com/de-AT/wetter/heute/l/AUXX0025:1:AU
https://weather.com/de-AT/wetter/heute/l/AUXX0025:1:AU

3.2. Verdauung und Mikroskopie der Schnecken
3.2.1. Vorbereitung

Die eingefrorenen Schnecken wurden zwischen Ende Juni und Anfang Oktober bearbeitet.
Bevor die Schnecken verdaut wurden, wurden sie flr ca. eine Stunde aufgetaut. Jede
Schnecke bekam ihre eigene Kennzeichnung (L1 — L164). Nach dem Auftauen wurde jede
Schnecke auf einem Wiegeschalchen gewogen und mit einer frischen Skalpellklinge ein
stecknadelkopfgrofies Stlick des Schneckenkopfes abgetrennt. Gehauseschnecken wurde
zuvor noch mit Hammer und Pinzette das Gehause entfernt. Das abgetrennte Stiick wurde in
ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen gegeben, mit Datum, Kennzeichnung der Schnecke und
Kirzel des Bearbeiters beschriftet, und flr eine spatere DNA-Analyse in einer beschrifteten
Kartonbox (Name des Bearbeiters, Kennzeichnung der Schnecken, Semester und Jahr) im
Gefrierschrank bei -20 °C aufgehoben. Die restliche Schnecke wurde mit der Skalpellklinge in

ca. 0,5 cm groRRe Stucke zerteilt und in einen Erlenmeyerkolben gegeben.

3.2.2. Herstellung der Verdauungslésung und Verdauung der Schnecken

Fir die Verdauung der Schnecken wurde eine Verdauungslésung aus Pepsin (= 2000 FIP-
U/g; Carl Roth GmbH, Wien) Salzsaure (HCI, 37%, rauchend; Carl Roth GmbH, Wien),
Natriumchlorid (NaCl = 99,5%; Carl Roth GmbH, Wie ) und destilliertem Wasser (Aqua dest.)
hergestellt (Tab. 1).

Tabelle 1: Zusammensetzung der Verdauungslésung.

Endvolumen in

Pepsin (g) Salzséaure (ml) Natriumchlorid (g) Aqua dest. (ml)
05 15 0,425 50
1.0 3,0 0,850 100
50 15,0 4,250 500

15,0 45,0 12,750 1500
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Je nach Gewicht wurde das passende Volumen an Verdauungslésung in den
Erlenmeyerkolben, indem sich die zerteilte Schnecke befindet, dazu gegeben (Tab. 2). Sehr

grofle Schnecken wurden nach dem Zerteilen auf mehrere Erlenmeyerkolben aufgeteilt.

Tabelle 2: Verdauungsprotokolle fiir Schnecken verschiedener GroRen.

Kennzeichnung der . Volumen der
Schnecke (Bsp.) Gewicht der Schnecke (g) Verdauungslésung (ml)

L8 0,8 20
L21 1,5 25
L34 2,3 30
L63 4,7 40
L111 6,6 50

Nach dem Beflllen der Erlenmeyerkolben wurden diese mit Alufolie bedeckt, in einen
Inkubationsschiittler (IKA KS 4000 i control; IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland) gestellt und die Schnecken wurden bei 40°C und 120 Umdrehungen flr

mindestens 4 Stunden verdaut.

3.2.3. Weiterbearbeitung der verdauten Schnecken

Nach dem Verdauungsvorgang wurde die Suspension gesiebt. Daflir wurde als erstes ein Sieb
mit einer Maschenweite von 300 um und danach eines mit 25 ym Maschenweite verwendet.
Das Uibrig gebliebene Material aus dem feineren Sieb wurde vorsichtig mit einer Spritzflasche,
die mit 0,9% NaCl-Lésung beflllt war, in eine beschriftete Petrischale (Kennzeichnung der
Schnecke, Kiurzel des Bearbeiters) geleert. Die Petrischalen wurden unter einem
Stereomikroskop (Olympus SZH10 research stereo; Olympus, Wien, Osterreich) bei fiinf- bis
siebenfacher VergroRerung auf Larven untersucht. Gefundene Larven wurden mit einer
Pipette mit 10 pl Pipettenspitze aufgenommen, auf einen beschrifteten Objekttrager
(Kennzeichnung der Schnecke, Kirzel des Bearbeiters, Datum) gegeben und mit einem
Deckglas fixiert. Unter einem Stereomikroskop (Olympus Provis AX70, Olympus, Wien,

Osterreich) wurden die Larven mittels Computersoftware cellSens Standard, (Version 2015,
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Olympus, Wien, Osterreich) fotografiert und in einem eigenen Dateiordner gespeichert. Die
Larven wurden in einer UbersichtsvergréRerung und in einer DetailvergréRerung, in der man
die Morphologie des Kopfes oder Schwanzes beurteilen konnte, fotografiert und die Fotos
wurden mit Datum, Kennzeichnung der Schnecke, Kurzel des Bearbeiters und bei naheren
Aufnahmen mit ,Kopf oder Schwanz® beschriftet. Das restliche Material in den Petrischalen
wurde vorsichtig in beschriftete 50 ml Zentrifugenréhrchen (Kennzeichnung der Schnecken,
Kirzel des Bearbeiters) geflllt und bei 800 x g 10 Minuten lang in einer Eppendorf-Zentrifuge
5804 R (Eppendorf Austria, Wien, Osterreich) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen
und das Ubrige Material in beschriftete 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen (Datum, Kennzeichnung
der Schnecke, Kirzel des Bearbeiters) pipettiert. Diese Eppendorf-Réhrchen wurden in einer
beschrifteten Kartonbox in einem Gefrierschrank des Instituts bei -20 °C fur eine spatere DNA-

Analyse der Larven aufbewahrt.

3.3. Statistik

Wahrend des Sammelns wurden die erhobenen Daten in einer Excel-Tabelle (Microsoft Office
365 Plus, Microsoft Osterreich) dokumentiert. Die Schnecken wurden mit einem
Buchstabenkurzel und einer fortlaufenden Nummer (L1-L164) gekennzeichnet. Ebenso wurde
die Schneckenart, der Fundort mit Adresse und Koordinaten, das Funddatum, eine
Fundortbeschreibung (Garten, Wiese, Brunnen, Bach, Wald), die Tageszeit (vormittags,
nachmittags, abends, nachts), die Wetterbedingungen (feuchtes/eher trockenes Wetter,

Sonne, Regen) und die Temperatur (s. Kapitel 3.1., Fundorte) notiert.

Bevor die Schnecken weiterverarbeitet wurden, wurde das Datum der weiteren Bearbeitung
und ob die Schnecken gefroren gelagert wurden dokumentiert. Wahrend der Verarbeitung
wurde das Gewicht der Schnecken in Gramm (bei Gehduseschnecken ohne Gehause), das
bendtigte Volumen der Verdauungslésung in Milliliter und das Ergebnis des Mikroskopierens

notiert.
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4. Ergebnisse
41. Schnecken

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden insgesamt 164 Schnecken gesammelt. Davon wurden
137 Schnecken der Art A. vulgaris (Spanische Wegschnecke) und 27 der Art C. aspersum
(Gefleckte Weinbergschnecke) zugeordnet. C. aspersum wurde nur in Gerasdorf besammelt.
Die meisten Schnecken (65 Stlick) wurden in Gerasdorf gesammelt, gefolgt von Euratsfeld (62
Stuck), Zillingdorf (24 Stick) und Neufurth (13 Stlck) (Abb. 1).

70
62

60
C
$
S 50
c
S 40 38 m Euratsfeld
g m Gerasdorf
E 30 04 27 Zillingdorf
N m Neufurth
£ 20
= 13

) l

0

Arion vulgaris Cornu aspersum

Abbildung 1: Gesammelte Schneckenarten.

4.2. Lungenwiirmer

In 91 Schnecken (55,49%) wurden mikroskopisch Lungenwurmlarven festgestellt. Davon

waren die meisten in A. vulgaris zu finden (Abb. 2).

Mithilfe morphologischer Merkmale wurden die Lungenwurmlarven der Familie
Crenosomatidae zugeordnet (Abb. 3-6). Dazu wurde das hinter Ende der Larven betrachtet,
das in allen Stadien gerade und spitz ist und sich nur in Proportion und Gré3e unterscheidet
(Lange et al., 2018).
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Schneckenart

Abbildung 2: Funde von Lungenwurmlarven.

Abbildung 3: Probe L48; L2 von Crenosomatidae.
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Abbildung 4: Probe L48; Detailaufnahme Hinterende; L2 von Crenosomatidae.

Abbildung 5: Probe L50; L2 von Crenosomatidae.
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Abbildung 6: Probe L50; Detailaufnahme Hinterende; L2 von Crenosomatidae.

4.3. Fundorte

An vier verschiedenen Orten in Niederdsterreich wurden Schnecken gesammelt. Die héchste
Infektionsrate (79,17%) wies A. wulgaris in Zillingdorf auf. Hier wurden 24 Schnecken
gesammelt und 19 waren positiv. In Euratsfeld wiesen 77,42% der 62 gesammelten
Schnecken Lungenwurmlarven auf. In Neufurth wurden 13 Schnecken gesammelt und davon
waren 38,64% positiv. In Gerasdorf wurden insgesamt 65 Schnecken gesammelt, davon 38
der Art. A. wvulgaris und 27 der Art C. aspersum. Hier wies C. aspersum die hoéchste
Infektionsrate (40,74%) auf. Von den 38 gesammelten A. vulgaris waren 21,05% positiv (Abb.
7-8).
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Abbildung 7: Ortsbezogene Ergebnisse der Funde von Lungenwurmlarven
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Abbildung 8: Funde von Lungenwurmlarven in Gerasdorf.
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5. Diskussion

Schnecken sind fiir die Ubertragung vieler Parasiten wichtige Zwischenwirte (Sattmann et al.,
2019) einschliefdlich des caninen Lungenwurms A. vasorum (Traversa & Di Cesare, 2014).
Diese Diplomarbeit befasste sich im Zuge eines grofleren Projekts zum Vorkommen von
Schnecken als Zwischenwirte fir Lungenwirmer der Fleischfresser in Osterreich mit der
Literaturrecherche zu A. vasorum (vgl. Brauchart, 2020; Edler, 2020; Eisschiel, 2020; Fihrer
et al., 2020; Mohab, 2020; Stell, 2020).

Angiostrongylus vasorum, ein Nematode der Metastrongyloidea (Familie Angiostrongylidae)
auch bekannt als der ,Franzosische Herzwurm®, wurde mittlerweile weltweit beschrieben und
kommt in Fichsen, Hunden und anderen Caniden vor (Deplazes et al., 2020). Er parasitiert in
den Lungenarterien und dem rechten Herzen. Beim Hund ist er der Erreger der caninen
Angiostrongylose. Die klinischen Symptome umfassen respiratorische und kardiovaskulare
Probleme, neurologische Ausfalle, Hamorrhagien und verschiedene andere Symptome
(Schnyder et al., 2017). Diagnostische Nachweisverfahren sind der Nachweis der Larven im
Kot (Auswanderverfahren) oder aus Bronchoalveolarlavagen. Hierbei muss man bedenken,
dass die Larvenausscheidung aus dem Kot unregelmalig ist. Weiters kann man zirkulierende
Antigene mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt im Serum nachweisen. Es steht auch
hochspezifischer Antigentest zur Verfigung, der kommerziell erhaltlich ist. Der Nachweis von
Parasiten DNA im Blut oder aus BAL Material ist ebenfalls méglich (Deplazes et. al 2020). Zur
Behandlung stehen Moxidectin sowie Milbemycinoxim zur Verfigung ( Bird et al., 2018;
Morgan u. Shaw, 2010). Vor allem junge Tiere und jene die sich in Gebieten aufhalten, in
denen viele Schnecken vorkommen, sind gefdhrdet sich anzustecken. RegelmaRige
koproskopische oder serologische Screenings sowie die prophylaktische Behandlung mit
Anthelminthika in vor allem endemischen Gebieten sind notwendig, um eine Infektion zu
verhindern und den Lebenszyklus von A. vasorum zu unterbrechen (Traversa u. Di Cesare,
2014).

In dieser Arbeit wurden auflerdem Schnecken aus Niederdsterreich untersucht. Insgesamt
wurden 164 Schnecken gesammelt. Davon wurden 137 Schnecken der Art A. vulgaris und 27
Schnecken der Art C. aspersum zugeordnet. In 55,49% der gesammelten Schnecken wurden
Lungenwurmlarven mikroskopisch festgestellt. Mithilfe morphologischer Merkmale wurden die
Lungenwurmlarven der Familie Crenosomatidae zugeordnet. Auch in einer anderen Arbeit, die
sich mit der Untersuchung von Schnecken aus der Stidoststeiermark und dem Sidburgenland

befasste, waren 53% aller gesammelten Schnecken mit Lungenwurmlarven der Familie
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Crenosomatidae infiziert (Stel31 2020). In einer weiteren Arbeit mit Schneckenfunden aus Wien
(Leopoldau, Prater, Friedensbricke) waren insgesamt 52% der untersuchten Schnecken
positiv. Die Mehrheit der Larven wurden mikroskopisch der Familie Crenosomatidae (91,3%
der positiven Proben) und 8,7% wurden der Familie Angiostrongylidae zugeordnet (Mohab
2020). Die Untersuchung von Schnecken im Wiener Prater ergab eine Infektionsrate von 2,6%,
hier wurden die Larven von Aelurostrongylus abstrusus, Troglostrongylus brevior und
Angiostrongylus vasorum nachgewiesen (Penagos-Tabares et al., 2020). In einer anderen
Arbeit, die sich mit der Untersuchung von Schnecken aus der Thayatal-Region beschéftigte,
waren 115 der 160 gesammelten Schnecken (72%) mit Lungenwurmlarven der Familie
Crenosomatidae infiziert. Aufgrund der Morphologie wurde festgestellt, dass der Grolteil der
Lungenwurmer der Familie angehort, jedoch wird auch vermutet, dass einige Schnecken mit
A. vasorum und Ae. abstrusus infiziert waren (Brauchhart 2020). Eine Studie aus Deutschland,
in der Schnecken auf Lungenwurmlarven untersucht wurden, ergab eine Pravalenz von 4,8%
fur Angiostrongylus vasorum, 2,3% der Proben waren mit Crenosoma vulpis infiziert und 0,2%
mit Aelurostrongylus abstrusus (Lange et al., 2018). In Schottland wurden im Jahr 2009
Schnecken auf Lungenwurmlarven untersucht und eine Infektionsrate von 6,4% mit A.

vasorum festgestellt (Helm et al., 2015).

Die hohe Infektionsrate mit Larven der Familie Crenosomatidae in der vorliegenden Arbeit
bedeutet nicht, dass alle diese Larven den Arten zuzuordnen waren, die Hunde oder Katzen
infizieren. Die Larven wurden nur anhand der morphologischen Merkmale bestimmt, eine
molekulare Speziesbestimmung wurde in einer anderen Arbeit durchgefiihrt (Fuehrer et al.,
2020). Eine weitere Erklarung fir die hohe Infektionsrate sind die ausgewahlten Sammelorte.
Die besammelten Orte wurden ausgewahlt, weil dort ein erhdhtes Aufkommen an Hunden aber
auch Fuchsen herrschte, was das Vorkommen infizierter Schnecken erklaren kdnnte.
Allerdings liegen zu den Infektionsraten der Endwirte in den besammelten Gebieten keine

Daten vor.

Die molekulare Speziesbestimmung der Lungenwurmer aller gesammelten Schnecken aus
allen acht Arbeiten aus dem Gesamtprojekt ergab eine Infektionsrate von 0,07% fur A.
vasorum, 0,4% waren mit Crenosoma vulpis infiziert, 0,17% mit Ae. abstrusus und eine
Schnecke war mit dem Lungenwurm des Igels, Crenosoma striatum, infiziert (Fuehrer et al.,
2020). Damit kann Ostdsterreich als endemisch fur A. vasorum angesehen werden. Falle von
Infektionen bei Hunden sind jedoch bisher fir Osterreich selten beschrieben (vgl. Fuehrer et
al., 2020).
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Die Pravalenz von A. vasorum in Hunde- und Fuchspopulationen wurde in verschiedenen
Studien untersucht. Die Pravalenzraten sind stark schwankend zwischen 0,3 und 12,6% in
Hundepopulationen verschiedener Lander (De Liberato et al., 2018; Elsheikha et al., 2014).
Studien mit Fuchspopulationen in Kanada, Danemark, Ungarn, Italien und Spanien ergaben
eine Pravalenz von 5-58% mit A. vasorum Infektionen (Elsheikha et al., 2014; Schug et al.,
2018). Eine Studie aus der Schweiz zeigt, dass die Pravalenz von A. vasorum in
Fuchspopulationen innerhalb von finf Jahren beinah um das Finffache anstieg, so dass
anzunehmen ist, dass sich dieser Parasit innerhalb der Fuchspopulation verbreitet und parallel
dazu eine steigende infektionsrate bei Hunden in Gebieten mit einer solchen Situation zu

erwarten ist (Gillis-Germitsch et al., 2020).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Schnecken in den besammelten Gebieten in
Niederdésterreich mit Lungenwurmlarven infiziert waren. Daher besteht dort auch ein Risiko flr
Hunde oder andere Caniden, sich mit A. vasorum zu infizieren. AulRerdem verdeutlicht die
Entwicklung der Ausbreitung von A. vasorum in Europa, wie wichtig es ist bei entsprechender

Symptomatik eine Lungenwurminfektion bei Hunden in Betracht zu ziehen.
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6. Zusammenfassung

Die canine Angiostrongylose wird vom Lungenwurm Angiostrongylus vasorum verursacht.
Hunde koénnen sich durch die Aufnahme von Schnecken mit den Larven infizieren. Im
indirekten Lebenszyklus von A. vasorum fungieren Schnecken als Zwischenwirte, wie das
auch bei anderen Lungenwurmarten der Fall ist. Die Infektion kann unter anderen zu
respiratorischen und kardiovaskularen Erkrankungen, neurologischen Ausféllen und
Hamorrhagien flihren. Schnecken nehmen die ersten Larven von A. vasorum aus dem Kot
infizierte Endwirte auf. In der Schnecke entwickeln sich diese zum infektidsen dritten
Larvenstadium. Wenn Endwirte (Hunde und andere Caniden) infizierte Schnecken oder freie
infektidse Drittlarven aufnimmt gelangen diese in den Verdauungstrakt und Uber die
BlutgefalRe weiter in die Lungenarterien und das rechte Herz, was zu den genannten
Symptomen filhren kann. Ein Uberblick (ber die Verbreitung von Lungenwurmlarven in
Schnecken kann Uber die Wahrscheinlichkeit einer Infektion der Endwirte Aufschluss geben.
In Niederdsterreich wurden an vier verschiedenen Orten insgesamt 164 Schnecken der Arten
Arion vulgaris (n=137) und Cornu aspersum (n=27) gesammelt. Nach dem Sammeln wurden
die Schnecken getotet, mit einer Verdauungslosung verdaut und mikroskopisch auf
Lungenwurmlarven untersucht. In 91 Schnecken (55,5%) wurden Lungenwurmlarven
festgestellt und anhand morphologischer Merkmale der Familie der Crenosomatidae
zugeordnet. Molekulare Analysen von Lungenwurmlarven aus Schnecken in Ostdsterreich
konnten das Vorhandensein von A. vasorum zeigen und deuten auf ein mdogliches
Infektionsrisiko fur Hunde hin. Regelmaliige Untersuchungen von Hunden in endemischen
Gebieten sowie eine prophylaktische Behandlung mit Anthelminthika waren nutzlich, um
weitere Informationen zur Verbreitung von A. vasorum zu sammeln und den Lebenszyklus

dieses Parasiten in Hunden zu unterbrechen.
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7. Summary

Sigrun Lercher: Investigations on the snail fauna in Lower Austria (Gerasdorf,

Zillingdorf, Euratsfeld, Neufurth) for lungworm larvae

Canine angiostrongylosis is caused by the lungworm Angiostrongylus vasorum. Dogs can
become infected by ingestion of snails or slugs containing larvae. Like for other lungworms,
snails/slugs play a role of intermediate hosts in the indirect life cycle of A. vasorum. Amongst
others, the infection can cause respiratory and cardiovascular diseases, neurological disorders
and haemorrhages. Snails/slugs ingest the first-stage larvae from the faeces of infected final
hosts. In the snail/slug these develop to infectious third-stage larvae. When final hosts (dogs
or other canids) ingest infected snails/slugs or free third-stage larvae, the larvae are
transported from the intestinal tract to the blood vessels to the pulmonary artery to the right
heart and can induced the clinical sighs described above. An overview of the distribution of
lungworm larvae in snails and slugs can provide information on the infection of the final hosts.
In four location in Lower Austria a total of 164 snails/slugs (137 Arion vulgaris and 27 Cornu
aspersum) were collected, killed, digested and microscopically examined for lungworm larvae.
In 91 snails/slugs (55.5%) lungworm larvae were detected and identified as members of the
family Crenosomatidae. Molecular analyses of snails/slugs in Eastern Austria could show the
presence of A. vasorum and indicate a possible infection risk for dogs. Regular examinations
of dogs in endemic regions and prophylactic anthelmintic treatment would be useful to collect
further information on the distribution of A. vasorum and to interrupt the life cycle of this parasite

in dogs.
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