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13 Einleitung

1 Einleitung

Von den Parasiten des Pferdes sind die kleinen Strongyliden weltweit am haufigsten
verbreitet und werden heute als wichtigste pathogene Endoparasiten bei dieser Spezies
betrachtet. Man unterscheidet heute elf Gattungen mit insgesamt 50 Arten. Die Infektion
erfolgt durch orale Aufnahme dritter Larven, die sich in der Mukosa von Colon und Zakum zu
vierten Larven entwickeln. Das gleichzeitige Auswandern zahlreicher Larven ins Darmlumen
fuhrt zu dem Krankheitsbild der larvalen Cyathostominose, welche mit akutem Durchfall
einhergeht und zu grofRen Verlusten unter den Jungtieren fuhren kann. Der jahrelange
therapeutische  und  prophylaktische Einsatz von Anthelminthika verschiedener
Wirkstoffklassen hat zu einem starken Rickgang hinsichtlich der durch grof3e Strongyliden
verursachten Erkrankungen gefuhrt. Gleichzeitig fand eine starke Selektion auf

Anthelminthika-resistente kleine Strongyliden statt.

Von den 3 Wirkstoffklassen, die hauptsachlich zur Bekampfung eingesetzt werden, hat
insbesondere der Uber 40 Jahre stattfindende haufige Einsatz von Benzimidazolen (BZ) zu
einer starken Resistenzentwicklung gefohrt. Auch gegen die Gruppe der
Tetrahydropyrimidine (PYR) gibt es erste Anzeichen des Wirkungsverlustes. Die Wirkstoffe
der makrozyklischen Laktone (ML) zeigen immer noch sehr gute Wirkung, und bisher gibt es
trotz der haufigen Anwendung in den letzten zwel Jahrzehnten kaum Informationen tber
Resistenzen gegen diese Wirkstoffgruppe bei den Endoparasiten des Pferdes. Die Tatsache,
dass viele Pferdebesitzer aufgrund der guten Wirkung bevorzugt ML anwenden, lasst darauf
schlief3en, dass der Selektionsdruck auf ML-resistente Wirmer ausgeprochen hoch und das

Auftreten von Resistenz nur eine Frage der Zeit ist.

Zur Diagnose einer Anthelminthikaresistenz (AR) werden verschiedene Tests verwendet. Als
Goldstandart der in vivo-Tests dient der sogenannte Eizahlreduktionstest (EZRT), der die
Reduktion der Eiausscheidung nach einer Anthelminthikabehandlung misst. Im Gegensatz
dazu wird be kritischen oder kontrollierten Prifungen die Wurmbirde nach Behandlung
direkt erfasst, was ein genaueres Bild Uber den Befall gibt, aber die Tétung von
Versuchstieren verlangt. In vitro-Tests messen die AR bei den Entwicklungsstadien und
beruhen auf der oviziden, larviziden, entwicklungshemmenden oder paralytischen Wirkung
der Anthelminthika, welche bei resistenten Individuen herabgesetzt ist. Die neueste Art der
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Diagnose stellt der Einsatz einer allelspezifischen Polymerase Kettenreaktion (PCR) dar, mit
der eine Punktmutation im Codon 200 im (& Tubulin festgestellt werden kann und welche as
Nachweis fir eine BZ-Resistenz gilt. Die verschiedenen Methoden unterscheiden sich

generell in ihrer Sengitivitét und Spezifitét sowie in ihrem Kosten- und Arbeitsaufwand.

Es gibt derzeit nur wenig aktuelle Daten Uber die Prévalenz von kleinen Strongyliden und
dem Auftreten von AR in Niedersachsen. Insbesondere ist wenig bekannt Uber den Status von
PYR und ML. Diese Arbeit soll anhand von Kotuntersuchungen und verschiedenen AR-Tests
neue Informationen zu dem Auftreten von kleinen Strongyliden des Pferdes und der
Verbreitung von AR in Niedersachsen liefern. Dabel sollten insbesondere Daten zum Welde—
und Entwurmungsmanagement mittels eines detaillierten Fragebogens erfasst werden, um
Zusammenhange zwischen dem Auftreten von AR, Haufigkeit des Anthelminthikaeinsatzes
und bestimmten weidehygienischen Maldnahmen im Betrieb aufzuzeigen. Als AR-Tests
werden der Eizareduktionstest (EZRT), der Larvenschlupfhemmtest (LSHT), der
Larvenparalysetest (LPT) sowie eine neuentwickelte Methode der allelspezifischen PCR

angewendet.
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2 Literaturiubersicht

2.1 Infektionen mit kleinen Strongyliden des Pferdes

2.1.1 Erreger

Die Nomenklatur der kleinen Strongyliden aus der Familie der Strongylidae ist seit der
Entdeckung dieser Parasiten immer wieder gedndert worden und die Zugehdrigkeit einzelner
Vertreter zu verschiedenen Unterfamilien wurde immer wieder in Frage gestellt. Grund ist die
grof3e Anzahl von Arten und die morphologische Vielfalt. Man unterscheidet in der Familie
der Strongylidae die Unterfamilien Strongylinae, Cyathostominae und Gyalocephainae. Die
sogenannten kleinen Strongyliden sind derzeit mit 51 Arten und mindestens elf Gattungen
vertreten (ECKERT 2000) (sTab.l). Die einzelnen Arten werden anhand von
morphologischen Kriterien wie Mundkapsel, innerem und &uRerem Blétterkranz und dem
Hinterende der adulten Tiere unterschieden. Wéhrend die Differenzierung von grof3en
Strongyliden bei den adulten Tieren aufgrund der Grél3enunterschiede moglich ist, kénnen
Eier (100 — 140 nmm), erstes und zweites Larvenstadium weder zur Artdiagnose noch zur
Abgrenzung von grof3en Strongyliden herangezogen werden. Eine erste Differenzierung ist ab
dem dritten Larvenstadium anhand der Anzahl der Mitteldarmzellen moglich (ECKERT
2000). In den letzten Jahren wurde verstdrkt nach einer einheitlichen Nomenklatur mit
festgesetzten Kriterien der Differenzierung der verschiedenen Arten verlangt. An eéinem neuen
Identifikationsschlissel wird derzeit gearbeitet (Lichtenfels 2002). Neueste Untersuchungen
beschaftigen sich mit molekularbiologischen Methoden zur Speziesdifferenzierung (HUNG et
al. 1997, 1999; PAPE et al. 1999; HUNG et al. 2000; HODGKINSON et al. 2001; PAPE et
al. 2002). HODGKINSON et d. (2001) entwickelten Oligonekleotidsonden zur Identifikation
von Cylicocyclus ashworthi, Cylicocyclus nassatus, Cylicostephanus longibursatus und
Cylicostephanus goldi. Kirzlich wurden auch Sonden fur Cylicocyclus insigne und

Cyathostomum catinatum entwickelt.!

! Jaut personlicher Mitteilung von Frau J. E. Hodgkinson, Hannover am 18. Februar 2003
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Unterfamilien Gattungen (Anzahl der Arten)

Srongylinae Srongylus (4), Bidentostomum (1), Craterostomum (1)*,
Oesophagodontus (1)*, Triodontophorus (7)*

Cyathostominae* Cyathostomum (5), Caballonema (1), Coronocyclus(5),
Cylicocyclus (11), Cylicodontophorus (2), Cylicostephanus (7),
Cylindropharynx (7), Hsiungia (1), Petrovinema (2),
Parapoteriostomum (4), Poteriostomum (2), Skrjabinodentus
(3), Tridentoinfundibulum (1)

Gyal ocephalinae* Gyalocephalus (1)

Tabelle 1: Strongyliden der Equiden: Unterfamilien und Gattungen der Familie Strongylidae
(* kleine Srongyliden) (nach ECKERT 2000).

2.1.2 Vorkommen

Infektionen mit kleinen Strongyliden kommen weltweit vor und Préavalenzen von 80 - 100 %
machen diese Nematoden zu den wichtigsten und haufigsten Endoparasiten des Pferdes
(OGBOURNE 1976; REINEMEYER 1986; TOLLIVER et a. 1987; GAWOR 1995;
ECKERT 2000). Beschrieben wurden in den meisten Féllen Mischinfektionen von 4-10
Arten, seltener Mischinfektionen mit bis zu 16 Arten oder Monoinfektionen (OGBOURNE
1976; GAWOR 1995). Die funf haufigsten Arten, die bis zu 89 % der Wurmburde ausmachen
sind Cyathostomum catinatum, Cc. nassatus, Cylicostephanus longibursatus, Cy. coronatum
und Cs. goldi (OGBOURNE 1976; REINEMEY ER 1986; GAWOR 1995). Die Befallsraten
liegen in den meisten Fallen unter 200.000 Wirmern pro Tier, aber in seltenen Fallen sind
Wirmbdrden von bis zu 3 Millionen Wirmern beschrieben worden (REINEMEY ER 1986;
ECKERT 2000). OGBOURNE (1976) fand bei der Untersuchung von 55 Pferden in der
Weidesaison eine mittlere Wurmburde von 400.000 Wirmern pro Tier.

2.1.3 Biologie

Die adulten kleinen Strongyliden parasitieren im dorsalen und ventralen Colon sowie im
Caecum, wobel jeder Darmabschnitt eine charakteristische Strongylidenfauna bestimmter
Arten beherbergt OGBOURNE 1976; ECKERT 2000). Die geschlechtsreifen Weibchen
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legen am Ansiedlungsort Eier ab, die mit dem Kot in die Aul3enwelt gelangen. Die Eier sind
etwa 100 bis 140 nm grof3, dinnschalig und enthalten wenige Furchungszellen. In
Abhangigkeit von Temperatur, Druck und Luftfeuchtigkeit schltipfen die ersten Larven unter
idealen Bedingungen (25°C, 80% Luftfeuchtigkeit) bereits nach 48 Stunden
(REINEMEYER 1986). Die Larven miussen sich zweima hauten, um sich zu infektiosen
dritten Larven zu entwickeln. Die ersten und zweiten Larven sind unbescheidet und ernghren
sich von Bakterien im Kot. Die infektitsen dritten Larven sind bescheidet und nehmen keine
Nahrung mehr auf. Dieses Stadium ernghrt sich von in den Mitteldarmzellen eingelagerten
Reserven und kann in der Aul3enwelt Uberleben, bis diese Reservestoffe aufgebraucht sind.
Die Infektion mit kleinen Strongyliden erfolgt oral Uber kontaminiertes Futter. Im Dinndarm
werfen die dritten Larven ihre Scheide ab und wandern in die Lieberkiihnschen Krypten der
Dickdarmschleimhaut. VVon dort dringen sie in die Mukosa und Submukosa ein, wo sie vom
Wirtsgewebe bindegewebig eingekapselt werden. In dieser Kapsel vollzieht sich innerhalb
von 6 — 12 Tagen die weitere Entwicklung zu vierten Larven, die aber auch verzogert sein
kann (EY SKER u. MIRCK 1986; REINEMEY ER 1986; ECKERT 2000). Die vierten Larven
verbleiben noch ein bis zwel Monate in der Schleimhaut, bevor sie ins Darmlumen wandern.
Dort entwickeln sie sich in unbestimmter Zeit zu geschlechtreifen adulten Wirmern. Wahrend
die Larven hauptsachlich in die Schleimhaut von Caecum und vorderem ventralen Colon
einwandern, suchen die adulten Wirmer je nach Art unterschiedliche Prédilektionsstellen im
Caecum und im ventralen bzw. dorsalen Colon auf (OGBOURNE 1976; EY SKER u. MIRCK
1986; REINEMEY ER 1986; ECKERT 2000). Die Prépatenz der kleinen Strongyliden betrégt
5,5 bis 14 Wochen (REINEMEY ER 1986), allerdings kann die Entwicklung der Larven auch
verzogert sein. Dritte und vierte Larven kdnnen in der Darmwand bis zu 3 Jahren verbleiben,
bevor sie sich weiter entwickeln. Unklar ist, ob diese Hypobiose abhangig von der
Wurmbirde im Darmlumen ist oder einem natUrlichen Zyklus unterliegt. Einige Studien
zeigen einen Anstieg von vierten Larven im Darmlumen nach anthelminthischer Behandlung
(REINEMEYER 1986). Auch saisonale Zusammenhénge sind beobachtet worden. So kommt
es im April und Ma sowie im Spdtsommer zum sogenannten ,,spring-“ und ,, summer rise”,
einem Anstieg der Eiausscheidung mit dem Kot. Im Frihjahr kann dieses Phdnomen auftreten
noch bevor oder kurz nachdem die Tiere auf die Weide kommen. Aufgrund der Prépatenz

(s.0.) kann diese hohe Eiausscheidung also nicht durch Neuinfektion zustande kommen. Die
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Ursache fir die Aktivierung der inhibierten Larven zu gerade diesem Zeitpunkt ist noch nicht
geklart (OGBOURNE 1976; EYSKER u. MIRCK 1986; HERD 1986a; REINEMEYER
1986).

2.1.4 Klinik und Pathogenese

Die Klinik der larvalen oder Winter-Cyathostominose ist geprégt von saisonaem oft
plotzlichen Durchfall, Abmagerung und Kolik. Bel schwerem Verlauf kann es trotz Therapie
zum Tod der Tiere kommen (REINEMEYER 1986; MAIR 1991; Herd 1992; RIBBECK
1997; ABBOTT 1998a, 1998b). Durch das massive Austreten von vierten Larven aus der
Mukosa und Submukosa kommt es zu schwerwiegenden Schaden der Dickdarmschleimhaut
und den damit verbundenen Stérungen. Die entziindlichen Verénderungen der Schleimhaut
fuhren zu Durchfall und Dehydratation und demzufolge zu Stérungen des Elektrolyt- und
Saure-Basen-Haushaltes. Gleichzeitig kommt es Uber die Schleimhautsch&den zu einem
Albuminverlust, der zusammen mit einer gestorten Resorption im Darm zu einem negativen
EiweiRhaushalt, folgender Abmagerung sowie ventralen Odemen filhren kann RIBBECK
1997). Experimentelle Infektionen hatten zudem noch Pyrexie, Tachykardie, Anorexie,
blutigen und €hleimigen Durchfall und Fellwechselstorungen zur Folge (REINEMEYER
1986; ECKERT 2000). Obwohl nicht pathognomonisch, kénnen Laborergebnisse wie
Andmie, Hypalbumindmie, Eosinophilie und Leukozytose mit Kernlinksverschiebung
hinweisend sein. In manchen Fallen wurde auch ein Anstieg von Beta-Globulinen beobachtet
(REINEMEYER 1986; ABBOT 1998). Bel dlteren Pferden ist der Befal mit kleinen
Strongyliden héufig die Ursache fir chronischen Durchfall, der auch in vieen Féllen zum
Tode fuhrt (ECKERT 2000).

2.1.5 Pathologie

An Cyathostominose gestorbene Tiere sind abgemagert bis kachektisch und weisen Odeme in
Unterhaut und Darmwand auf. Die Darmschleimhaut ist gerdtet, und es finden sich
multifokale subserése Blutungen sowie kleine Knétchen. Die Larvendichte kann bis zu 463
Larven/cn? betragen (RIBBECK 1997; ECKERT 2000). Im Darminhalt sind meist zahlreiche

vierte Larven und Préadulte zu finden. Die histologische Untersuchung der Darmwand zeigt



19 Literaturiibersicht

eine akute bis chronische destruierende Enteritis mit massiver Leukozyteninfiltration,
Lymphangiektasien, Mediahyperplasie von kleinen Arterien sowie Fibroplase der
Submukosa (EY SKER u. MIRCK 1986; REINEMEY ER 1986; RIBECK 1997).

2.1.6 Immunologie

Bisher ist wenig bekannt Uber die Immunreaktionen von Pferden in bezug auf kleine
Strongliden. Zahlreiche Untersuchungen bestétigten immer wieder erhohte Infektionsraten bei
Fohlen und Jungtieren, was zu der Vermutung fuhrte, dass die Tiere mit zunehmenden Alter
eine Immunité entwickelten (HERD u. GABEL 1990; BOERSEMA et a. 1996; KLEI wu.
CHAPMAN 1999). MONAHAN et al. (1997) wiesen nach, dass Fohlen, die auf einer mit
Strongyliden kontaminierten Weide grasten bei einer spateren experimentellen Infektion
Immunitét zeigten. Dies lief3 die Schlussfolgerung zu, dass es beim Pferd tatsachlich zu einer
atersabhéangigen Immunitétsausbildung kommt, diese allerdings unvollstandig zu sein
scheint. In spateren Untersuchungen zeigten MONAHAN et al. (1998), dass es bei dlteren
zuvor infizierten Ponies im Vergleich zu jungen parasitenfreien Tieren zu einer eindeutigen
Resistenz gegen alle Strongylidenstadien kommt. Der Vergleich von Tieren gleichen Alters
zeigte, dass die Immunité der Jungtiere sich nicht gegen die infektiésen dritten Larven,
sondern gegen die intramuralen Entwicklungsstadien richtet. CHAPMAN et a. (2002)
konnten bel experimentellen Infektionen an Ponies keinerlei  Immunitétsentwicklung
beobachten, vermuteten aber, dass die Versuchsdauer von vier Monaten zu kurz fur eine
nachweisbare Immunantwort war. Die genauen Mechanismen dieser Immunitdt sind bisher

noch unbekannt.

2.1.7 Diagnose

Die Diagnose der Cyathostominose ist schwierig, da die Symptome nicht pathognomonisch
sind. Eine Kotuntersuchung ist hinsichtlich der Diagnosestellung wenig hilfreich, da gerade
im akuten Krankheitsverlauf haufig keine Eier ausgeschieden werden. Zudem hat der
Nachweis von Strongylideneiern im Kot wenig Aussagekraft, da die meisten Tiere mit
Strongyliden infiziert sind, ohne daran zu erkranken. Allerdings kann das Auftreten vieler

vierter Larven und Préadulter im Kot hinweisend sein. Die Differenzierung der Larven in der
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Kotprobe oder mittels Kotkultur gewonnener Larven gibt Aufschluss Uber die Beteiligung
grof3er und kleiner Strongyliden. Oftmals liefert die Vorgeschichte wertvolle Hinweise. Eine
hohe Besatzdichte, unregelméldige oder kirzliche Entwurmung, ein schlechter
Erndhrungszustand und ein plotzliches Auftreten der Krankheit in den Monaten von Januar
bis Mai sowie im August und September sind im Zusammenhang mit Cyathostominose haufig
beobachtet worden. Meistens sind Tiere unter sechs Jahren betroffen. Die sichersten Befunde
sind die Ergebnisse ener Blutuntersuchung im Zusammenhang mit dem klinischen
Erscheinungsbild. Hypalbuminadmie, Andmie, Leukozutose, Eosinophilie und ein Anstieg der
Beta-Globuline sind in den meisten Fallen festzustellen. Eine sichere Diagnose kann nur die
Sektion ergeben (REINEMEY ER 1986; RIBBECK 1997; ABBOTT 1998a, 1998b; ECKERT
2000).

2.1.8 Bekampfung

Durch das gehaufte Auftreten von AR in den letzten Jahren ist die Bekdmpfung der kleinen
Strongyliden schwierig geworden. Wahrend man vor wenigen Jahrzehnten noch versuchte,
das Resistenzproblem mit immer kirzeren Intervallen zwischen den Entwurmungen zu
bekdampfen ODUNCAN 1985), wird heute eine Kombination von Weidemanagement und
zeitlich sinnvoller Entwurmung mit Anthelminthika unterschiedlicher Wirkungsgruppen as
beste Strategie empfohlen (HERD 1986b; WALLER 1997).

2.1.8.1 Weidetechnische MalRnahmen

Das Prinzip ist die weitgehende Reduktion von Entwicklungsstadien auf den beweideten
Flachen und die damit verbundene Senkung des Infektionsdruckes. Das kann erreicht werden
durch das Absammeln des Kotes von der Weide. Dies geschieht in kleinen Betrieben meist
manuell, wahrend grol3ere Betrieben mit dafir entwickelten Maschinen mit Vakuumpumpe
arbeiten DUNCAN 1985; HERD 1986a; REINEMEYER 1986; HERD u. COLE 1995;
RIBBECK 1997; ABBOT 1998; LYONS et al. 1999). Das zweimalige Entfernen von Kot pro
Woche reduziert die Larvendichte auf 1.000 Ls/Kg Grasim Vergleich zu 4.850-10.210 Ls/Kg
Gras in Bestanden, die regelméaldig anthelminthisch behandelten und 18.486 Lz/Kg Gras in

Betrieben, die nicht behandelten. Zudem wird die von den Tieren beweidete Flache um 50 % -
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100 % erhoht, da Pferde die mit Kot verunreinigten Stellen normalerweise meiden (HERD u.

COLE 1995; HERD 19864). Des Weiteren reduziert die alternierende Beweidung mit kleinen
oder grof3en Wiederkéauern die Weidekontamination. Hierbei werden die Pferde im Sommer
nach einer Anthelminthikabehandlung auf eine Weide umgetrieben, die in dieser Saison nur
von Schafen oder Rindern beweidet wurde. Der Infektionsdruck von Strongyliden ist auf
dieser Weide zwar herabgesetzt, es besteht aber das Risiko einer Infektion mit
speziestibergreifenden Parasiten wie Trichostrongylus axei (EY SKER et a. 1983; DUNCAN
1985; HERD 1986a; ABBOTT 1998a 1998b; LYONS et a. 1999). Das regelméidige
Versetzen der Trénke zur Verhinderung von Geilstellenbildung sowie das Entfernen von
vorhandenen Geilstellen durch Ausméhen sind weitere wertvolle Mal3nahmen zur Senkung
des Infektionsdruckes. Das Abschleppen der Weide ist dann sinnvoll, wenn es bel trockenem
Wetter durchgefuihrt wird. So werden die Larven auf der Weide verteilt und trocknen aus,
wahrend bel feuchtem Wetter dadurch nur eine Erhéhung des Infektionsrisikos bewirkt wird,
da die Larven sich dann gleichméfdig auf der ganzen Weide entwickeln (HERD 1986a;
ABBOTT 1998). Hohe Besatzdichte ist zu vermeiden, und Umtriebsweiden sind Standweiden
vorzuziehen (RIBBECK 1997).

2.1.8.2 Anthelminthikaeinsatz

Die wichtigsten drei Anthelminthikaklassen, die auch in Deutschland fiir das Pferd zugel assen
sind, sind die BZ und Probenzimidazole, PYR und die ML, (DUNCAN 1985; DIPIETRO u.
TODD 1987). In Anbetracht des in den letzten Jahren stark gestiegenen Vorkommens von
Resistenzen gegen einige Wirkstoffe ist es wichtig, Anthelminthika gezielt einzusetzen. Die
Kombination mit oben aufgefihrten Mal3nahmen erméglicht eine wirkungsvolle Bekampfung
der Strongyliden bei minimalem Anthelminthikaeinsatz. Wichtig sind eine exakte Dosierung
und die Kontrolle der Wirksamkeit mittels Kotuntersuchungen, um Resistenzen frihzeitig zu
erkennen. Gebrauchlich ist der Wechsel zwischen Medikamenten verschiedener
Wirkstoffklassen entweder nach jeder Anwendung oder im jdhrlichen Wechsel. Von dem
langfristigen Einsatz eines einzigen Wirkstoffes sowie von zu kurzen Entwurmungsintervallen
wird abgeraten, da hiermit die Resistenzentstehung geférdert wird. Die planméidige
Chemotherapie dient der Reduktion der Ausscheidung von Strongylideneiern und soll den

Infektionsdruck auf der Weide senken. In der Literatur sind hierfiir verschiedene Verfahren
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beschrieben worden. Empfohlen wird besonders der Einsatz von IVM (0,2 mg/Kg) oder MOX
(0,4 mg/Kg) zu Beginn der Weidesaison und zweima in achtwdchigem Intervall. Eine
weltere erfolgreiche Methode ist Gabe von IVM zu Beginn und zum Ende der Weidesaison
und einer dritten Behandlung im Juli mit PYR (7,5 mg/Kg). Eine selektivere aber auch
aufwendigere Prophylaxe ist die Entwurmung anhand der EpG-Werte. Demnach wird die
ganze Herde behandelt, wenn mehr als 50 % der Pferde ein EpG > 200 aufweisen. Dafur
mussen die Pferde regelmaldig auf Strongyliden untersucht werden. Der Einsatz von BZ ist
aufgrund der verbreiteten Resistenzlage kritisch zu beurteilen. Eine Ausnahme stellt die
Verabreichung von Oxfendazol (OxfBZ) oder Fenbendazol (FBZ) be therapeutischer
Dosierung (7,5-10 mg/Kg) an finf aufeinander folgenden Tagen da, welche sich as wirksam
in der Therapie einer manifesten Cyathostominose sowie gegen BZ-resistente Strongyliden
erwies. In den U.S.A. wird unter anderem die tagliche orale Gabe von Pyrantel-Tartrat-Pellets
(2,65 mg/Kg) mit dem Futter (Strongid® C, Pfizer, New York, NY) empfohlen, die gute
Ergebnisse zeigte (VALDEZ et a 1995). Allerdings ist dieses Entwurmungsregime
hinsichtlich der Resistenzentstehung und der Belastung des Wirtsorganismus durch die
tagliche Anthelminthikagabe kritisch zu beurteilen (HERD 1992; RIBBECK 1997). Fur
Fohlen und Jahrlinge muf3 die verminderte Wirkung von Anthelminthika beriicksichtigt
werden, die vermutlich auf mangelnder Immunitdt beruht HERD 1986a, 1992, HERD u.
MAJEWSKI 1994; BOERSEMA et al. 1996). Wichtig ist, dass jedes neue Pferd im Bestand
auf Wirmer untersucht und noch vor dem Wedegang entwumt wird (HERD 1992;
RIBBECK 1997).

2.1.8.3 Biologische Mal3nahmen

Aufgrund der wachsenden Resistenzproblematik sind in den letzten zwei Jahrzehnten die
Bemlhungen um eine dternative Parasitenkontrolle immer stérker geworden. Ein neuer
Ansatz ist eine biologische Bekampfung von Endoparasiten mittels parasitisch |ebender Pilze.
Diese sollen nicht eine Eliminierung sondern eine Reduktion der infektidsen dritten Larven
auf der Weide bewirken und somit den Infektionsdruck senken. Obwohl an vielen Pilzarten
geforscht wurde zeigte sich eine Spezies bis jetzt am erfolgreichsten in der Wurmkontrolle.
Die Sporen von Duddingtonia flagrans werden mit dem Futter verabrecht, Uberstehen die

Darmpassage und keimen bei entsprechenden Wetterbedingungen in den Kothaufen aus. Sie
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bilden ein dreidimensionales Hyphennetz aus, in dem frele Larvenstadien von Nematoden
hangenbleiben. Fltterungsversuche mit Sporen von D. flagrans zeigten in verschiedenen
Studien bei Wiederk&uern und Pferden eine signifikante Reduktion der infektiosen Larven im
Kot. Derzeit wird untersucht in welchem Mal3e sich D. flagrans und andere Pilzarten fur den
reguldren Einsatz in der Endoparasitenbekampfung eignen FERNANDEZ 1997; LARSEN
2000).
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2.2 Anthelminthika und ihre Wirkungsmechanismen

2.2.1 Benzimidazole

2.2.1.1 Wirkstoffe

Seit der erste Vertreter der BZ, das Thiabendazol (TBZ) vor 40 Jahren beschrieben wurde
(BROWN 1961) sind eine Vielzahl verwandter Wirkstoffe entwickelt worden. Die
wichtigsten sind Albendazol (ABZ), Cambendazol (CBZ), Fenbendazol (FBZ), Flubendazol
(FIBZ), Mebendazol (MBZ), Oxfendazol (OxfBZ) und Oxibendazol (OxBZ). Die
Benzimidazole zeichnen sich durch ein breites Wirkungsspektrum mit hohem therapeutischen
Index sowie durch eine starke Wirkung (90-100%) gegen luminale Stadien von kleinen
Strongyliden aus (DIPIETRO u. TODD 1987; LACEY 1990; HERD 1992). Die selektive
Toxizitdt gegentber Wirts und Parasitentubulin beruht auf der hoheren Affinitdt der
Benzimidazole zum ZTubulin der Parasiten (LACEY 1990). Allerdings zeigen die meisten
Vetreter dieser Wirkstoffklasse keine Wirksamkeit gegen enzystierte Entwicklungsstadien in
der Darmwand. Ausgenommen ist die Gabe von Oxfendazol bei therapeutischen Dosierung
sowie die Gabe von Fenbendazol an funf aufeinander folgenden Tagen bei therapeutischer
oder etwas hoherer Dosierung (7,5—10 mg/Kg), was eine Reduktion von 91,5-99,4 %
bewirken soll (DUNCAN 1985; ABBOTT 1998a, 1998b; DUNCAN et al. 1998). Die
Probenzimidazole wie Benomyl, Netobimin und Febantel haben keine direkte Wirkung
sondern werden erst durch enzymatische Veranderungen durch den Wirtsmetabolismus zu
potenten Wirkstoffen umgebaut. Diese Stoffwechsel produkte zeigen die gleiche Wirkung wie
die anderen Benzimidazole (GOTTSCHALL et a. 1990; MARTIN 1997).

* i H\\ N
!

Abbildung 1. Srukturformel der BZ
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2.2.1.23-Tubulin

2.2.1.2.1 Aufbau und Funktion der Mikrotubuli

Mikrotubuli sind hochkonservierte Proteine, die in fast jeder Eukaryotenzelle vorkommen. Sie
sind unter anderem notwendig fur die Zdlteilung, die Strukturbildung des Cytoskeletts und
von Zellfortsétzen, den intrazelluldren Transport und die Exozytose sowie fir die Bewegung
von Flagellen und Geifeln (DUSTIN 1984; CLEVELAND u. SULLIVAN 1985; SULLIVAN
1988; MARTIN 1997). Die Untereinheit der Mikrotubuli ist das Tubulin, ein hetereodimeres
|6sliches Protein, das seinerseits von zwei engverwandten 50 kDa Proteinen, a- und [3
Tubulin, gebildet wird. Sowohl a- als auch ZTubulin umfassen ca. 450 Aminosauren und
enthalten Bindungstellen fir GTP (DUSTIN 1984; MARTIN 1997). Tubulin und Mikrotubuli
liegen in der Zelle in einem dynamischen Gleichgewicht vor, das von einer Reihe endogener
Faktoren abhangt. Einer davon ist die Anwesenheit von mikrotubuli-assoziierten Proteine
(MAP), die der Stabilitat der Mikrotubuli dienen. Des Weiteren beeinflussen GTP, MgCF*,
Ca’*, Camodulin sowie Temperaturanderungen die Polymerisation (SULLIVAN 1988;
LACEY 1990; MARTIN 1997). Mikrotubuli sind réhrenférmige Zellorganellen, die gebildet
werden indem sich die Tubulineinheiten zu langlichen Protofilamenten zusammenlagern.
Durch ringférmige Anordnung der Protofilamente entsteht ein Réhrensystem. Dieses Gebilde
hat einen positiven Pol, an dem standig weitere Tubulineinheiten angelagert werden, und
einen negativen Pol, an dem sie abgebaut werden (MARTIN 1997). Bei Sdugern sowie bei
den meisten Eukarioten bilden 13 solcher Protofilamente einen Ring. Bei einigen Nematoden
fand man allerdings Abweichungen. So sind bei Caenorhabditis elegans in den meisten
Korperzellen Mikrotubuli mit 11 Protofilamenten zu finden, wahrend in den sechs
bertihrungssensitiven Neuronen 15 typisch sind (CHALFIE u. THOMSON 1982). Ascaridia
galli besitzt nur Mikrotubuli mit 11 Protofilamenten und Trichostrongylus colubriformis 11,
12 oder in Neuronen 14 (DAVIS u. GULL 1983).

2.2.1.2.2 Molekularbiologie des 3 Tubulins

Sowohl & als auch (FTubuline sind Produkte von Multigenfamilien, die im Genom verteilt
sind. TubulinrDNA Sequenzen sind bei alen Metazoen hochkonserviert (CLEVELAND u.
SULLIVAN 1985; LACEY 1990). So wurde zwischen dem [5>Tubulin aus Gehirngewebe von

Huhn und Schwein >99% Ubereinstimmung der AminosiurenSequenz  gefunden.
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Uberraschenderweise konnten innerhalb einer Spezies weitaus groRere Abweichungen
gefunden werden. Man stellte fest, dass die Polypeptide neben hochkonservierten Sequenzen
auch heterogene Bereiche enthielten. Diese sind nicht wahllos verstreut, sondern
abschnittsweise vertellt. Zwischen den Aminosduren 401 und 425 findet sich eine Sequenz,
die bel alen untersuchten Spezies identisch ist. Die variablen Bereiche befinden sich
Uberwiegend im Bereich des carboxyterminaden Endes. Einige konservierte Bereiche
wiederum liegen innerhalb der variablen Sequenzen, was Anlass zu der Vermutung gab, dass
diese variablen Sequenzen R3-Tubulin-lsotypen kodieren (CLEVELAND u. SULLIVAN
1985). Bel vielen Spezies wurden bisher Isotypen identifiziert, bisher aber blieb der Nachweis
fur zell- oder funktionsspezifische (&-Tubulinisotypen aus. Bei Sdugetieren und Voégeln
wurden sechs Isotypklassen nachgewiesen SULLIVAN 1988). Die Analyse zahlreicher 3
Tubulinsequenzen bei Nematoden |&sst darauf schlief3en, dass nur bei engverwandten Spezies
Isotypklassen vorkommen, die nicht von allen Nematoden geteilt werden (GEARY et al.
1998). Bel C. elegans sind bisher drel Isotypen (benl, tubl, mec7) festgestellt worden
(DRISCOLL et a. 1989). GUENETTE et a. (1991, 1992) wiesen bei Brugia phahangi zwel
Isotypen nach, die nicht in alen Entwicklungstufen gleich exprimiert wurden. So kam Isotyp
2 nur bel adulten Mannchen vor. Bei Dirofilaria immitis und Onchocerca volvulus wurde nur
ein Isotyp gefunden (GEARY et al. 1998). Bel zahlreichen Untersuchungen an Haemonchus
contortus und T. colubriformis wurden die Isotypen 1 und 2 nachgewiesen, die in ihren
Carboxyenden verschieden sind (GEARY et al. 1992; KWA et a. 1993a, 1993b; BEECH et
al. 1994), alerdings werden weitere Isotypen nicht ausgeschlossen. Kirzlich sind die ersten
(3 Tubulinsequenzen von zwei Vertretern der kleinen Strongyliden veréffentlicht worden. Bel
Cc. Nassatus fand man Sequenzen, die hohe Ubereinstimmung mit dem Isotyp 1 von H.
contortus aufwiesen (98%). Aufgrund der Ahnlichkeit wurden sie ebenfalls als Isotyp 1
eingestuft. Untersuchungen an Cy. Coronatum zeigten Ubereinstimmungen von 95-96%
(PAPE et al. 1999, 2001).

2.2.1.3Wirkungsweise der Benzimidazole

Benzimidazole wirken, indem sie an das Tubulin binden und somit die Polymerisation zu
Mikrotubuli hemmen. Dabei ist es nicht notwendig, alle gelésten Tubulindimere zu binden.

Das sogennante ,,capping”, die Bindung von BZ an die Mikrotubuli, verhindert eine weitere
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Anlagerung von Tubulineinheiten an den positiven Pol, wdhrend von der anderen Seite her
depolymerisiert wird LACEY 1990). Im Zusammenhang mit Benzimidazolen sind zwel
unabhangige Mechanismen postuliert worden. In frihen Untersuchungen wurde die
Hemmung des Fumarat-Reduktase-Systems und damit des Elektronentransports der
Mitochondrien bel Pilzen und BZ-sensiblen Nematoden festgestellt (SANGSTER et al. 1985).
Der erste Hinweis auf das Tubulin wurde in Fitterungsversuchen mit MBZ bel mit Ascaris
suum infizierten Schweinen erbracht. Das Anthelminthikum bewirkte eine Reduktion der
Mikrotubuli in den Darmzellen der Nematoden BORGERS u. DE NOLLIN 1975). Zur
gleichen Zeit entdeckten Forscher der Firma Janssen Pharmazeutika, dass ein Vertreter der
BZ, das Nocodazol die Polymerisation von Mikrotubuli bei Sdugern hemmte (HOEBEKE
1976). Bindungsstudien mit Colchizin konnten diese Wirkung aich fir diverse andere BZ
bestidtigen (FRIEDMANN u. PLATZER 1978; IRELAND et a. 1979; KOHLER u.
BACHMANN 1981; LACEY u. PRICHARD 1986). Damit war der Bewels fir die hohe
Affinitét der BZ fur die ColchizinBindungsdomane erbracht. Ungeklé&rt war indessen die
selektive Wirksamkeit der BZ. Obwohl bewiesen war, dass in vitro auch Saugertubulin von
BZ gebunden wurde, blieb die Anwendung der therapeutischen Dosis beim Wirtstier ohne
Symptome. In Bindungsstudien mit embryonalem Tubulin von A. suum und bovinem Tubulin
aus Gehirnzellen wiesen FRIEDMANN u. PLATZER (1980) eine wesentlich héhere Affinitét
von MBZ und FBZ zu dem Nematodentubulin nach und schlossen daraus, dass der Grund fir
eine selektive Toxizitdt in den Unterschieden zwischen Sauger- und Nematodentubulin lag.
Andere wiederum hielten die unterschiedliche Anzahl von Protofilamenten in den
Mikrotubuli fir den Grund (DAVIS u. GULL 1983).

2.2.1.4Molekularer Hintergrund der Benzimidazolresistenz

Die Resistenz eines Erregers jeglicher Art gegen einen Wirkstoff hangt generell mit einer
Veranderung von Absorption, Verteilung, Verstoffwechselung, Exkretion oder Angriffpunkt
zusammen (LACEY 1990). Aufgrund von Bindungsstudien, die eine unterschiedliche
Affinité des 3-Tubulins resistenter und sensibler Populationen von H contortus (LACEY u.
PRICHARD 1986; LUBEGA u. PRICHARD 1991) und T. colubriformis (SANGSTER et al.
1985) zu BZ zeigten, vermutete man den Resistenzmechanismus in einer molekularen
Verénderung des 3-Tubulins (ENOST u. COLES 1990; ROOS 1990). Untersuchungen zum
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Restriktions-Fragment-L &ngen-Polymorphismus (RFLP) wiesen Unterschiede im (3 Tubulin-
Gen sensibler und resistenter Populationen von H. contortus nach. Wahrend man bel
sensiblen Populationen zwei bis sechs Fragmente fand, konnte man bei den resistenten
Populationen nur ein bis zwei feststellen. Alle aber wiesen ein Fragment bestimmter Lange
auf (9 Kb), das auch bel einigen sensiblen Populationen gefunden worden war. Dies gab
Grund zu der Vermutung, dass es sich bel der Resistenzentwicklung nicht um eine Deletion
handelte, sondern dass auch in sensiblen Populationen schon in geringen Mengen resistente
Individuen vorhanden waren (ROOS 1990, ROOS et a. 1990). Andere Versuche bestétigten
diese Ergebnisse (LUBEGA u. PRICHARD 1991, KWA et al. 1993a, 1993b). Bei
Untersuchungen der Isotypen des (& Tubulingens von H. contortus stellte sich heraus, dass bei
resistenten Individuen nur noch ein bestimmtes Allel des Isotyps 1 vorhanden war im
Gegensatz zu sensiblen Tieren, die sowohl eine Vielfalt von Isotyp 1-Allelen als auch des
Isotyps 2 aufwiesen (KWA et a 19933, 1993b; LE JAMBRE 1993; LUBEGA et al 1994).
Wie schon von KWA et al. (1993c) vermutet stellte sich heraus, dass sich die Isotypl-3-
Tubuline resistenter und sensibler Populationen von H. contortus an drei Stellen im Gen
unterscheiden (Codon 76, 200 und 368) (GEARY et al. 1992; KWA et a. 1993c, 1994).
Interessanterweise war eine Verdnderung im Codon 200 (Phe fur BZ-S und Tyr fir BZ-R)
auch bei anderen Organismen in Verbindung mit BZ-Resistenz beschrieben worden. Die Lage
des Codon 200 nahe ener GTP-Bindungsdoméne schien eine Verdnderung des
Polymerisationverhaltens der Mikrotubuli resistenter Wirmer plausibel zu erkldren (KWA et
al. 1994, 1995). Die Entwicklung einer alelspezifischen PCR ermdglichte die Untersuchung
einzelner Individuen hinsichtlich ihres Genotyps. Das Ergebnis zeigte eine signifikante
Korrelation zwischen der Punktmutation im Codon 200 von TTC zu TAC und dem
Vorhandensein von Resistenz. Derselbe Zusammenhang konnte auch fur T. colubriformis
(KWA et a. 1994, 1995) und Teladorsagia circumcincta (ELARD et al. 1996, 1999;
SILVESTRE u. HUMBERT 2000) festgestellt werden. Die Autoren vermuteten, dass die drei
wichtigsten Vertreter der Trichostrongyliden der Hauswiederkduer die gleichen
Resistenzmechanismen entwickelt hatten (ELARD et a. 1996, 1999). KWA et a. Gelang
1995 die Ubertragung von BZ-Sensibilitét auf BZ-resistente C. elegans durch Injektion von
H. contortus Genkonstrukten, die im Codon 200 fur Phe kodierten. Die Injektion von

Genkonstrukten mit Tyr an dieser Stelle anderten den Resistenzstatus von C. elegans nicht.
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Damit war der Beweis erbracht, dass der Resistenzmechanismus von H. contortus auf der
Punktmutation im Codon 200 basiert (KWA et al. 1995). Be C. elegans hangt der
Resistenzstatus vom (5 Tubulin bent1 Locus ab. Fehlt dieser Genort, dann sind die betroffenen
Individuen gegen Benomyl resistent. Diese Tiere sind voll |ebensfahig, demzufolge scheint
ben-1 nicht lebenswichtig zu sein. Die (X Tubulin Loci ben-1, mec-7 und tub-1 unterscheiden
sich an mehreren Positionen. Bel alen drel Isotypen vorkommende Unterschiede befinden
sich an den Positionen 56, 218, 231, 278, 328 und 331. Die Mutation im Codon 200 ist nur
zwischen bentl und tub-1 zu finden. Letztendlich ist ungeklart, ob eine oder mehrere
Mutationen bei C. elegans fir BZ-Resistenz verantwortlich sind, oder ob mdglicherweise der
Unterschied im Carboxyende von benl eine Rolle spielt DRISCOLL et a. 1989). Die
Spezies B. pahangi, D. immitis und O. volvulus kodieren im Codon 200 ebenfalls fir Phe, was
auf BZ-Sensibilitét hinweist. Aber obwohl man diese Aminosdure sowohl bel Adulten als
auch bei Mikrofilarien an dieser Stelle findet, wirken BZ nur auf die Mikrofilarien. Der Grund
fur die Unempfindlichkeit der adulten Filarien ist noch nicht geklart (GUENETTE et al. 1991;
GEARY et al. 1998). Neueste Untersuchungen an kleinen Strongyliden zeigten bei sieben
verschiedenen Arten eine hohe Korrelation von Tyr-Allelen im Codon 200 des (3 Tubulin und
dem Auftreten von BZ-Resistenz (PAPE et al. 2002; SAMSON-HIMMELSTJERNA et al.
2002a)

SUTHERLAND et al. (1988) fanden neben der Wirkung von BZ auf Tubulin noch einen
anderen Zusammenhang. Sie stellten fest, dass bei BZ-resistenten Trichostrongyliden eine
hohere unspezifische Acetycholinesteraseaktivitét als bel BZ-sensiblen zu beobachten war.
Sie vermuteten, dass das Enzym eine Entgiftungsfunktion erflllt und moglicherweise die
Wirkung des BZ beeintrachtigt. Eine weitere Moglichkeit war, dass die veranderte Struktur
des Tubulins zu einer erhdhten Ausschittung des Enzyms fihrt. Erste Versuche an
Levamisol- (LEV) und Morante (MOR) resistenten Ostertagia circumcincta und T.
colubriformis zeigten auch hier erhthte Acetycholinesterase —Werte (AchE) (SUTHERLAND
et al. 1988, 1989; SUTHERLAND U. LEE 1990, 1993).

Ein weiterer Mechanismus wird seit wenigen Jahren diskutiert. P-Glykoprotein (P-gp) ist ein
MembranTransport-Protein, dass in menschlichen Krebszellen fur multiple Resistenz gegen
Medikamente verantwortlich ist. Auch BZ dient in solchen Zellen als Substrat fur den
Transport NARE et al. 1994). Substanzen, die bei menschlichen Zellen diesen Effekt der
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multiplen Resistez aufheben, wie z.B. Verapamil fihrten bei Eiern von H. contortus zu einer
Verstéarkung der Wirkung von BZ (BEUGNET et al. 1997; KERBOEUF et a. 1999).
BLACKHALL et d.' fanden 6 Allele fir P-gp, deren Haufigkeiten sich zwischen BZ-
resistenten und —sensiblen Isolaten von H. contortus unterschieden. Insbesondere trat bei dem
resistenten Isolat das Allel P auf, dass bei sensiblen Individuen nicht gefunden wurde. Die
Autoren schlossen daraus, dass dieser Mechanismus mit zum Resistenzgeschehen beitrégt.
MERINO et a. (2002) konnten bel Versuchen an Zellkulturen und Mausen keinen P-gp
abhangigen Transport von ABZ feststellen und schlossen einen Zusammenhang fir diese
Substanz aus.

2.2.2 Makrozyklische Laktone

2.2.2.1 Wirkstoffe

Seit zwanzig Jahren wird eine weitere Anthelminthikagruppe eingesetzt, die ein sehr breites
Spektrum besitzt. Man fasst die makrozyklischen Laktone (ML) auch unter dem Begriff
Endectozide zusammen, da sie eine sehr starke Wirkung sowohl auf Endo- als auch auf
Ektoparasiten haben. Man unterteilt sie in Avermectine (AVM) und Milbemycine (MBM). Zu
den Avermectinen gehtren lvermectin (IVM), Doramectin (DOM), Eprinomectin (EPM),
Selamectin (SLM) und Abamectin (ABM). Vertreter der MBM sind Moxidectin (MOX),
Milbemycin (MBM) und Milbemycinoxim (MBMO). Dabel handelt es sich bei den meisten
Wirstoffen um halbsynthetische Derivate von AVM (A1, A2, Bi, Bp), bzw. MBM und
MBMO. Produziert werden die Ausgangsstoffe von verschiedenen Arten von Streptomyces
(SCHOLTYSYG u. STEUBER 2002). Fur Pferde sind derzeit IVM und MOX zugelassen. Sie
zeichnen sich durch eine geringe Toxizitdt bei therapeutischer Dosierung (0,2 bzw.
0,4 mg/Kg) und eine gute Wirkung gegen adulte grof3e und kleine Strongyliden sowie gegen
Wanderlarven der grof3en Strongyliden aus (90 — 100 %) (DIPIETRO u. TODD 1987; HERD
1992). Zudem wird im Kot die Entwicklung zu dritten Larven gehemmt (TYRRELL et a.
2002). Wéhrend das IVM weniger wirksam gegen intramurale Stadien der kleinen
Strongyliden ist (HERD 1992), bewirkt das MOX eine Reduktion der inhibierten vierten
Larven (EY SKER et . 1997).

! Jaut personlicher Mitteilung von Herrn W. Blackhall, Hannover am 15. Dezember 2002
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Abbildung 2: Strukturformel von VM.

2.2.2.2 Wirkungsmechanismus

Der Wirkungsmechanismus der ML ist noch nicht vollstdndig geklart. Bis auf wenige
Ausnahmen (PAIEMENT et a. 1999) zeigen die meisten Untersuchungen die gleichen
Ergebnisse fur die hier relevanten Wirkstoffe (IVM + MOX), was auf denselben oder einen
sehr ahnlichen Wirkungsmechanismus schlief3en lasst CULLY et al. 1994; CONDER u.
CAMPBELL 1995; SHOOP et al. 1995; BROWNLEE et al. 1997; KOHLER 2001). Friihe
Untersuchungen lief?en einen Zusammenhang zwischen ML-Aktivitéd und von 7-
Aminobuttersdure (GABA) abhangigen Chloridkandlen vermuten. Diese lief3 sich zwar in
einigen Versuchen bestétigen (FRITZ et al. 1979; MELLIN et al. 1983; ALBERT et al. 1986)
aber es gab auch Ergebnisse, die eine Abhéngigkeit wiederlegten (MELLIN et al. 1983;
DUCE u. SCOTT 1985). Weitere Studien wiesen auf glutamatgesteuerte Chloridkandle als
Angriffsziel bei Insekten und Krustentieren hin (DUCE u. SCOTT 1985). Gesichert ist, dass
ML bei wirbellosen Tieren eine Steigerung des CIEinstroms an Nerven- und Muskelzellen
bewirken, was zu einem stark erhdhten Ruhepotential und einer funktionellen Paralyse fihrt
(TURNER u. SCHAEFFER 1989; SHOOP et a. 1995). Untersuchungen an C. elegans und
A.suum zeigten auch bel Nematoden eine Wirkung von AVM auf glutamatgesteuerte
Chloridkandle CULLY et al. 1994; ARENA et a. 1995; MARTIN 1996). Dabel spielt
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einerseits die Wirkung auf die somatische Muskulatur eine Rolle, wobei eine hohe Dosierung
notwendig ist, bevor diese Wirkung eintritt (KOHLER 2001). Viel empfindlicher ist dagegen
die Muskulatur des Pharynx. Studien an C. elegans, H. contortus und A. suum haben gezeigt,
dass ML schon bel therapeutischer Dosis zu einem Verlust der Pumpaktion der
Pharynxmuskulatur fahrten, wodurch die Nahrungsaufnahme der Parasiten blockiert wird
(AVERY u. HORWITZ 1990; GEARY et a. 1993; MARTIN 1996; BROWNLEE et al.
1997). Die Autoren vermuteten, dass die Hauptwirkung im Nahrungsentzug und dem
Verhungern der Parasiten besteht (GEARY et a. 1993; PAIEMENT et a. 1999; SANGSTER
u. GILL 1999). SHERIFF et a. (2002) konnten in jungsten Untersuchungen auch die
paralytische Wirkung von IVM auf die Pharynxmuskulatur von T. colubriformis in einem in
vitro Versuch bestétigen. Allerdings fihrten in vivo Untersuchungen an H. contortus nicht zu
veranderter Pharynxaktivitdt bei Wirmern, die nach einer 1VM-Behandlung von Schafen aus
dem Kot isoliert wurden (SHERIFF et al. 2001).

Geringe Mengen an ML verstarken zudem die Wirkung von Glutamat, wahrend hohere
Mengen direkt an den Kandlen zu einer irreversiblen Offung fihren (MARTIN 1997;
KOHLER 2001). Zusitzlich potenzieren hohere Konzentrationen von ML auch die Wirkung
von GABA an den entsprechenden Kanden. Da dies aber erst in recht hohen Dosierungen der
Fall ist, steht dieser Mechanismus im Hintergrund (KOHLER 2001). Die ausgespochen hohe
selektive Toxizitdt lasst sich damit erkléren, dass diese stark ML-empfindlichen
Chloridkanéle bei Vertebraten nicht vorkommten (MARTIN 1997; KOHLER 2001) und die
therpeutischen Konzentrationen zu niedrig sind, um dem Wirt zu schaden. Allerdings gibt es
einge Tierarten, die sehr empfindlich auf IVM reagieren. So kommt es bei Schildkréten und
Hunden, bevorzugt Collies und méglicherweise Bobtails, zu Uberempfindlichkeitsreaktionen,
die mit ZNS-Depression, Somnolenz, Ataxie und Tremor einhergehen. Dabei treten diese
Nebenwirkungen schon ab Dosierungen von 0,05 mg IVM/Kg auf (UNGEMACH 2002).

2.2.2.3Molekularer Hintergrund

Arbeiten an C. elegans haben bewiesen, dass ein wichtiger Angriffspunkt fir die ML eine
Gruppe von glutamat-gesteuerten Chloridkanden (GluCl) ist, welche spezifisch fur wirbellose
Tiere und phylogenetisch eng verwandt mit den GABA-abhangigen Chloridkanden der

Wirbletiere sind. Diese Kandle sind Proteine-Komplexe, die in der Zellwand verankert sind
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und & und (&Untereinheiten aufweisen (CULLY et al. 1994; ARENA et a. 1995; CULLY et
a. 1996, MARTIN 1996, DENT et a. 1997a; VASSILATIS et a. 1997). Fir diese
Untereinheiten wurden bei C. elegans zwei Genfamilien gefunden, GluCla und GIuCIf3. Die
Ergebnisse von el ektrophysiologischen Untersuchungen deuten daraufhin, dass Glu an die (3
Untereinheit und IVM an die aUntereinheit bindet (CULLY 1994). Drei Genklassen fur
GluCla- wurden bei C. elegans gefunden: glc-1 und avr-14, die fir neuronale GluClal und 3
kodieren und avr-15, das fur GluCla2 an pharyngealen Muskelzellen kodiert OENT et al.
1997b; VASSILATIS et al. 1997, DENT et a. 2000). LAUGHTON et a. (1997) fanden
weitere Untereinheiten, die durch das alternativ gespleifdte Gen gbr-2 kodiert werden und
vermuteten eine neue ?-Untereinheit. Spéter stellte sich heraus, dass gbr-2 und avr-14
identisch sind (LAUGHTON et al. 1997; JAGANNATHAN 1999). Expressionsstudien geben
Anlald zu der Vermutung, dass die Kombination von GluCla2 und f3Untereinheiten die
natirliche Form von GIuCl bel Nematoden darstellen, alerdings kann die Beteiligung
weiterer Gene oder zusdtzlicher Angriffspunkte fir ML nicht ausgeschlossen werden
(VASSILATIS et a. 1997). Bel H. contortus wurden drei GIuCkGene gefunden, von denen
zwel ortholog zu GIuCIf3 und gbr-2/avr-14 von C. elegans sind (DELANY et al. 1998;
JAGANNATHAN et a. 1999). Be A. suum konnte ein Gen nachgewiesen werden, das
ortholog zu gbr-2/avr-14 ist. Eng verwandte Sequenzen wurden auch bei O. volvulus und D.
immitis gefunden JAGANNATHAN et a. 1999; SANGSTER u. GILL 1999). Trotz der
grolen Gemeinsamkeiten zwischen den untersuchten Parasiten und C. elegans waren
Unterschiede festzustellen zwischen der Expression von GIUCIf3, welches bei C. elegans in
pharyngealen Muskelzellen nachgewiesen wurde, wahrend es bel H. contortus in einigen
Motoneuronen exprimiert wird (LAUGHTON et a. 1997; DELANY et.al. 1998).

2.2.2.4 Resi stenzmechanismus

Obwohl die Wirkung von ML auf GluCl nachgewiesen ist, sind die Ergebnisse von
Resistenzuntersuchungen sehr widersprtichlich. Wahrend MOX sich in einer Studie als
wirksam gegen IVM-resistente H. contortus erwies (COLES et al. 1994), zeigten sich andere
IVM-resistente Populationen auch resistent gegen MOX (SANGSTER u. GILL 1999), was
auf denselben Wirkungsmechanismus schlieffen lasst. Die Untersuchungen des

Resistenzmechanismus wurden zum gréfdten Teil mittels in vitro Tests durchgefihrt. Bisher



Literaturiibersicht 34

gibt es nur einzelne Hinweise auf mogliche Mechanismen bel C. elegans, H. contortus, T.
colubriformis und O. circumcincta. Bindungsstudien an H. contortus zeigten keinen
Unterschied in der Bindungsaffinitét von IVM bei sensiblen und resistenten Populationen
(ROHRER et a. 1994), was darauf schliefien lasst, dass sich die Resistenz nicht in einer
molekularen Verénderung des Zielortes aulRert. Andererseits konnte in unabhangigen
Versuchen nachgewiesen werden, dass IVM bel resistenten Populationen von H. contortus
nicht zu einer so starken Lamung der Pharynxmuskulatur fihrte wie bei sensiblen
Populationen, was ein Hinweis darauf war, dass die Resistenz mit einer Veranderung am
Zielgewebe einherging (KOTZE 1998; SANGSTER u. GILL 1999). GILL und LACEY
(1998) untersuchten das Verhalten von resistenten und sensiblen Isolaten von H. contortus, T.
colubriformis und O. circumcincta im Larvenparalysetest (LPT) und dem Larvenmotilitatstest
(LMT), wobel se feststellten, dass sich resistente Populationen in funf unterschiedlichen
Phanotypen aulRerten, die sich in ihrer Sensitivitét gegentber LPT, LMT und Paraherquamid
unterschieden. Dieses Phenomen flhrten sie darauf zurtick, dass die Resistenz bei den
einzelnen Isolaten unter unterschiedlichen Voraussetzungen hervorgebracht worden war. Die
Autoren schlossen daraus, dass mindestens zwel Angriffspunkte fur die Wirkung von ML
sowie fur die Resstenzentwicklung von Bedeutung waren (GILL u. LACEY 1998).
BLACKHALL et a. (1998) fanden fur GluCla ein vermehrtes Auftreten eines bestimmten
Allels bei resistenten Populationen, wahrend ein anderes Allel bel diesen Isolaten reduziert
war. Die Haufigkeiten der Allele fur GIuCIR unterschieden sich nicht BLACKHALL et al.
1998). Sk vermuteten, dass eine Veranderung an der a-Untereinheit moglicherweise die
Bindungsaffinitét von IVM nicht verandert, aber eine alosterische Hemmung hervorrief,
durch die IVM den lonenkand nicht mehr 6ffnen konnte. Eine weitere Mdglichkeit sahen sie
in einer veranderten Genregulation aufgrund einer Mutation in der Promotorregion einer a-
Untereinheit BLACKHALL et al. 1998). HEJMADI et a. (2000) fanden eine Korrelation
zwischen einer erhdhten Anzahl von Bindungsstellen fur L-Glutamat mit geringer

Bindungsaffinitét und dem Auftreten von IVM-Resistenz bel H. contortus.

Genetische Untersuchungen an dem IVM-resistenten H. contortus Isolat (CAVR) liel3 die
Autoren vermuten, dass ein einziges Gen fur Resistenz verantwortlich war (LE JAMBRE et
al. 2000), wéhrend bei T. colubriformis auf ein Multigen-Geschehen vermutet wurde (GILL u.
LACEY 1998). Bel C. elegans schien eine simultane Mutation an mindestens drei GluCla-
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Untereinheiten notwendig zu sein, um Resistenz hervorzurufen (DENT et al. 2000). In
genetischen Studien an cDNA-Sequenzen von H. contortus war kein Unterschied in
kodierenden Abschnitten von IVM-resistenten und -sensiblen Isolaten festzustellen
(CHEESEMAN et al. 2001). Neueste genetische Untersuchungen an GABA-Rezeptoren von
H. contortus und C. elegans zeigten einen Zusammenhang zwischen Expression eniger
Sequenzen fir GABA-Rezeptoruntereinheiten und dem Auftreten von [VM-Resistenz
(BLACKHALL 1999; FENG et a. 2002). Einen ganz anderen Ansatz fanden XU und
Kollegen (1998). Sie wiesen einen genetischen Polymorphismus mit einer erhdhten
Expression von Rgp in IVM-resistenten Populationen von H. contortus nach. Die Umkehr
der Resistenz durch Zugabe von Verapamil war der Hinweis fir eine Betelligung von Pgp
am Resistenzmechanismus (XU et al. 1998). P-gp sind transmembrane Proteine, die fir eine
multiple Medikamentenresistenz bei Krebszellen des Menschen verantwortlich sind. Sie
schleusen unspezifische cytotoxische Stoffe aus der Zelle aus MOLENTO u. PRICHARD
1999b; SANGSTER et al. 19993, 1999b). Auch andere Untersuchungen bestétigten einen
Zusammenhang zwischen der Expression von Rgp und dem Auftreten von IVM-Resistenz
(MOLENTO u. PRICHARD 1999b; SANGSTER et al. 1999b). MEALEY et a. 2001 fanden
einen Zusammenhang zwischen der IVM-Uberempfindlichkeit einer Subpopulation von
Collies und dem Auftreten von Deletionsmutanten fir das sogenannte ,, multi-drug-resi stance”
Gen (mdrl), welches fir ein P-gp kodiert und schlossen daraus, dass die Anwesenheit von P-

gpdie Wirkung von IVM abschwécht.

2.2.3 Tetrahydropyrimidine

2.2.3.1 Wirkstoffe

Zu den as Anthelminthika eingesetzten Pyrimidinen gehéren Pyrantel (PYR), Oxantel (OX)
und Morantel (MOR), wobel nur PYR als Tartrat oder Pamoat bei Pferden zugelassen ist
(DIPIETRO u. TODD 1987; MARTIN 1997). PYR (7,5 mg/Kg) hat eine gute Wirksamkeit
gegen kleine Strongyliden, S. wulgaris und Parascaris equorum (95-97%). Weniger gute
Wirkung wird gegen S. edentatus, S. equinus, Anoplocephala perfoliata und Oxyuris equi
beobachtet. PYR ist unwirksam gegen Srongyloides westeri, Habronema spp. Und
Gasterophilus spp (ECKERT 2000).
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Abbildung 3: Srukturformeln von PYR, MOR und OX.

2.2.3.2 Wirkungsmechanismus

Die Pyrimidine wirken ebenso wie Levamisol und Butamisol, welche zu der Gruppe der
Imidazothiazole z&hlen und heute beim Pferd nicht mehr eingesetzt werden, agonistisch an
den nicotinergen Acetylcholinorezeptoren (NAChR) (MARTIN 1997; KOHLER 2001;
SCHOLTSIK u. STEUBER 2002). Versuche an A. suum zeigten, dass die Zugabe jeder dieser
Stoffe zu A. suum Prgparationen Depolarisation und Kontraktion von Muskelzellen zur Folge
hatte, was vermuten lief3, dass es sich um den gleichen Wirkungsmechanismus handelte
(ACEVES et d. 1970; AUBRY et a. 1970; MARTIN 1982; HARROW u. GRATION 1985).
Die Depolarisation kam durch Offnung von nicht-selektiven Kationen-Kanalen zustande, und
die parallele Anwendung von PYR und Acytylcholin (Ach) fuhrte zu einer agonistischen
Wirkung an den gleichen nicotinergen Rezeptoren (HARROW u. GRATION 1985).
SANGSTER et a. (1998) konnten diese Ergebnisse mit LigandenBindungsstudien
bestdtigen. Bei den Parasiten hat diese Wirkung der nicotinergen Agonisten (nA) eine
spastische Paralyse und die Ausscheidung mit dem Kot zur Folge (KOHLER 2001).
Interessanterwei se konnte beobachtet werden, dass die Wirkung bei htheren Konzentrationen
abnimmt, was durch das Phanomen des ,, Channel Blocks® erklart wurde. Dabei kommt es
durch die sehr grof3en positiv geladenen Anthelminthikamolekile zu einem ,,Verstopfen® der
Kationenkandle (COLQUHOUN u. SAKMAN 1985, HARROW u. GRATION 1985;
ROBERTSON u. MARTIN 1993). Elektrophysiologische Studien an A. suum haben die
Existenz nicotinerger nAChR an der Oberflache von somatischen Muskelzellen bei
Nematoden bewiesen (EVANS u. MARTIN 1996; MARTIN at al. 1996, 1998).



37 Literaturiibersicht

2.2.3.3Molekularer Hintergrund

Die meisten molekularbiologischen Untersuchnungen Uber diese Gruppe der Anthelminthika
wurden mit LEV an C. elegans durchgefiirt und die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf
parasitische Nematoden und den Wirkungsmechanismus von PYR ist unklar (KOHLER
2001). Bel Saugetieren sind die nAChR aus finf Untereinheiten aufgebaut, die in der
Zellmembran lokalisiert sind. Die Bindungsstelle fir Ach liegt auf den a-Untereinheiten,
dabel kann die Zusammensetzung der Untereinheiten variieren (SANGSTER 1999b;
KOHLER 2001). Arbeiten an C. elegans lassen darauf schlieen, dass bei Nematoden ein
ahnlicher Zusammenhang bestent (MARTIN et al. 1997). Wahrend Ach an die aUntereinheit
bindet, vermutet man die Bindungstelle fur die nA an der Verbindungsstelle von a- und (3
Untereinheit (MARTIN et al. 1997). ROBERTSON und MARTIN (1993) stellten mit der
» Patch-Clamp“-Technik, einer elektophysiologischen Methode zur Untersuchung des
Verhadtens einzelner lonenkandle, bei den lonenkanden von A. suum unterschiedliche
Leitfahigkeit fest. Dies fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass es unterschiedliche
Kombinationen von Untereinheiten gibt, die unterschiedliche physiologische Eigenschaften
hervorrufen. Untersuchungen an Oesophagostomum dentatum gaben Hinweise auf
mindestens vier verschiedene nicotinerge Subtypen (MARTIN et a. 1997).
Expressionsstudien an Xenopus Oozyten zeigten, dass verschiedene cDNA-Sequenzen der
NAChR von C. elegans die Auspragung von heteromeren lonenkanden zur Folge hatten, die
sich durch LEV o6ffnen lief?en (FLEMING et al. 1997).

2.2.3.4 Resi stenzmechani smus

Hinsichtlich des Resistenzmechanismus bei nA ist nur wenig bekannt. Die meisten
Untersuchungen wurden an C. elegans, A. suum, O. dentatum und einigen Trichostrongyliden
mit LEV durchgefiihrt K OHLER 2001). Die Ergebnisse dieser Studien lassen allerdings
darauf schlief3en, dass Resistenz mit einer Strukturverénderung an der Bindungsstelle fur nA
einhergent MARTIN et a. 1998; ROBERTSON et al. 1999; SANGSTER u. GILL 1999;
MARTIN u. ROBERTSON 2000). Man fand heraus, dass be H. contortus zwel
Bindungstellen mit unterschiedlicher Affinitét eine Rolle spielen. Bel resistenten Individuen

war die Bindung an Rezeptoren mit schwacher Affinitét herabgesetzt, im Gegensatz zu LEV-
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resistenten C. elegans, bel denen die Bindung an den Kandlen mit hoher Affinitét herabgesetzt
war (SANGSTER et al. 1998; SANGSTER u. GILL 1999). Die Autoren vermuteten, dass
LEV-Resistenz bel den getesteten Isolaten in Zusammenhang mit einer Veranderung der
Bindungstellen mit schwacher Affinitét stand. FLEMING et al. (1997) wiesen bei C. elegans
mehrere Gene fir nAChR nach, die im Zusammenhang mit LEV-Resistenz standen. Einige
dieser Gene sorgten bei Expressionsstudien an Xenopus Oozyten fur die Auspragung
fehlerhafter Rezeptoren FLEMING et al. 1997). Der Vergleich von Sequenzen von nAChR-
Untereinheiten bei T. colubriformis, H. contortus und O. circumcincta zeigte keinen
Unterschied zwischen resistenten und sensiblen Individuen (WILEY et a. 1996; HOEKSTRA
et a. 1997). Versuche an O. dentatum mit der ,, Patch-clamp*“- Technik zeigten bei resistenten
Tieren eine herabgesetzte LEV-induzierte Offnung der Kande sowie eine verkirzte
Offnungszeit. Einer der nAChR-Subtypen fehlte bei den resistenten Populationen. Die
Autoren vermuteten, dass es bei LEV-Resistenz eine Verschiebung in der Population der
NAChR-Subtypen hin zu den weniger LEV-sensiblen nAChR gab (ROBERTSON et al.
1999). Entsprechende Versuche mit PYR-resistenten Populationen von O. dentatum lassen
vermuten, dass sich der Resistenzmechanismus gegen nA dhnelt (ROBERTSON et al. 2000).

2.3 Antheminthikaresstenz

2.3.1 Dé€finition

AR ist dann vorhanden, wenn mehr Individuen einer Population therapeutische
Konzentrationen eines Wirkstoffes tolerieren als in einer sensiblen Population der gleichen
Spezies (PRICHARD et a. 1980). Eine dhnliche Definition ist die Veranderung der
Allelhaufigkeit durch Anthelminthikaselektion in einer urspriinglich sensiblen Population
(Kohler 2001; Sangster u. Gill 1999; Shoop 1993). Als Neben oder Parallelresistenz wird ein
Zustand bezeichnet, bei dem die Selektion durch einen Wirkstoff auch eine Resistenz gegen
andere Wirkstoffe gleicher Wirkungsart hervorruft. Kreuzresistenz liegt bel gleichzeitiger
Resistenz gegen Wirkstoffe unterschiedlicher Wirkstoffgruppen vor. Multiple Resistenz ist
das Auftreten von Resistenz gegen zwei oder mehr unterschiedliche Wirkstoffgruppen
(PRICHARD et al. 1980; WIESNER u. RIBBECK 1991; SHOOP 1993; SANGSTER 1999a).

Resistenz muf3 unterschieden werden von Anthelminthikatoleranz, die durch mangelnde
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Wirkstoffkonzentration, unterschiedliche Sensibilitét verschiedener Entwicklungstadien,
geschlechtsabhangige Unterschiede, geographische Unterschiede derselben Spezies oder
unterschiedliche Eigenschaften einer Spezies in verschiedenen Wirtstieren hervorgerufen
werden kann (CONDER u. CAMBELL 1995; SANGSTER u. GILL 1999). Das Entstehen
von AR ist abhangig von genetischen und biologischen Eigenschaften der Parasiten sowie von
Anthelminthika-abhangigen Faktoren (DARGATZ ET AL. 2000; SANGSTER 2001).

2.3.2 Vorkommen

AR bei Endoparasiten des Pferdes sind bisher eindeutig fur kleine Strongyliden nachgewiesen
worden (KAPLAN 2002). Obwohl es einige Hinweise auf vereinzelte AR bei grof3en
Strongyliden gegen BZ und PYR gibt (COLES et al. 1999), besteht die Moglichkeit, dass es
sich dabei eher um mangelnde Wirksamkeit der Wirkstoffe gegen grof3e Strongyliden handelt
(KAPLAN 2002). LYONS et d. (1996) konnten trotz der Verwendung von BZ Uber 18 Jahre
keine Resistenzentwicklung gegen grof3e Strongyliden feststellen. BOERSEMA et a. (2002)
fanden bei einem Pferdebestand eine verminderte Wirkung von ML gegen P. equorum und
vermuteten Resistenz. Bei kleinen Strongyliden sind bisher weltweit Resistenzen gegen BZ,
Phenothiazin, Piperazin und PYR nachgewiesen worden, wéhrend IVM in allen
Untersuchungen noch die volle Wirkung zeigte (LYONS et al. 1999; SANGSTER 1999z
KAPLAN 2002). Seit den ersten Berichten Uber AR in den 70er Jahren (BARGER 1979) sind
in zahlreichen Landern Untersuchungen mit verschiedenen Anthelminthika durchgefiihrt

worden. In Tab. 2 sind einige davon aufgefihrt.
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Land Literaturangaben

Deutschland BAUER et al. 1983; BAUER 1986; BURGER u. BAUER 1987;
ULLRICH et. Al. 1988; PFULLER 1990; ZEEUW 1997; KLEI et
al. 2001; SCHUMANN 2001;

Osterreich LIPPERT 1992 ;

Niederlande EYSKER et a. 1989 u. 1991 ; BORGSTEEDE et al. 1993 ;
BOERSEMA et al. 1995 u. 1996 ; EYSKER et al. 1997 ;

Belgien DORNY et a. 1988 ; DEMEULENAERE €t a. 1997 ;

Schweden NILSSON et al. 1989;

Danemark BJZRN et al. 1991 ; CRAVEN et al. 1998 u. 1999 ;

Norwegen IHLER 1995; IHLER und BJZRN 1996;

Slovenien VARADY et a. 2000;

Ukraine BORGSTEEDE et al. 1997 ;

Frankreich COLLOBERT et al. 1998;

Grofbritanien LOVEetal. 1989 ; LUMSDEN eta. 1989 ; KING et a. 1990 ;
MAIR u. CRIPPS 1991 ;

Irland O'BRIAN uGERAGHTY 1990;

U.SA. CHAPMAN et al. 1991, 1996 ; REPETA et a. 1993 ;
TOLLIVER et al. 1993 ; MONAHAN et al.1996 ; LYONS et d.
1996 u. 2001 ; YOUNGet al. 1999 ; KLEI et al. 2001 ;
MARTIN-DOWNUM et a. 2001 ;

Kanada SLOCOMBE u. COTE 1977 ; SLOCOMBE et a. 1989 ; PICHE
et al. 1989 ;

Brasilien PEIRERA et a. 1991 ; COSTA et al. 1998 ;

Australien BARGER u. LISLE 1979; WHITLOCK et a. 1980; KELLY et

al. 1981,

Tabelle 2 : Untersuchungen zu AR in verschiedenen Landern.
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2.3.3 Diagnostik

2.3.3.1Invivo-Tests

2.3.3.1.1 Kontrollierter Test

Nach den Richtlinien der World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology
(W.A.AAV.P.) ist der kontrollierte Test eine zuverldssige Methode um die Effizienz von
Anthelminthika zu bestimmen. Eine Gruppengréf3e von mindestens sechs Tieren wird
empfohlen. Die Tiere sollen nach dem Zufalsprinzip in eine Behandlungss und eine
Kontrollgruppe eingeteilt werden. Ein bis maximal zwei Wochen nach Behandlung werden
die Tiere getttet und die Wurmbtirde gezahlt und identifiziert. Zur Berechnung der Effizienz
wird folgende Formel empfohlen: Effizienz% = (mittlere Wurmzahl der Kontrolltiere —
mittlere Wurmzahl der behandelten Tiere) x 100 / mittlere Wurmzahl der Kontrolltiere. Als
statistische Tests sind der t-Test und der Mann-Whitney-Test geeignet (DUNCAN et al. 1988;
JOHANSEN 1989).

2.3.3.1.2 Kritischer Test

Der kritische Test wird bel einzeln gehaltenen Tieren durchgefiihrt, die experimentell oder
natirlich infiziert und behandelt werden. Jedes Tier fungiert als eigene Kontrolle. Nach der
Behandlung werden bis zur Totung der Tiere nach sieben Tagen taglich Kotproben
genommen und die Wirmer gezéhlt. An Tag sieben wird die im Tier verbliebene Wurmbiirde
ausgezéahlt. Die Ausgangswirmburde ergibt sich aus der Summe der einzelnen Zahlungen.
Die Berechnung der Effizienz erfolgt nach: Anzahl der ausgeschiedenen Parasiten / (Anzahl
der ausgeschiedenen Parasiten + Anzahl der im Tier verbliebenen Parasiten) x 100. Der
gepaarte t-Test und der Wilcoxon-Test konnen zur statistischen Uberpriifung verwendet

werden.

Sowohl der kontrollierte als auch der kritische Test sind geeignet zur Untersuchung der
Parasitika-Effizienz gegen adulte und luminale larvale Stadien von kleinen und grofen
Strongyliden, P. equorum, O. equi sowie gegen Larven von Gasterophilus spp. (DUNCAN et
al. 1988). Der kontrollierte Test ist auch geeignet fur die Untersuchung der Larvenstadien in
der Darmwand. Die Nachteile dieser Tests sind der hohe Zeit- und Kostenaufwand und die
Notwendigkeit der Schlachtung von Versuchstieren (JOHANSEN 1989).
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2.3.3.1.3 Eizahlreduktionstest

Der EZRT ist der einfachste und am haufigsten angewendete AR-Test. Er vergleicht die
Eizahl pro einem Gramm Kot (EpG) vor und nach einer anthelminthischen Behandiung
(GEERTS und GRYSSELS 2000; JOHANSEN 1989). Die W.ALA.\V.P. gibt genaue
Empfehlungen fir die Durchfihrung des EZRT bel kleinen Wiederkauern bezlglich
Gruppengrofie, Kotuntersuchung mit modifiziertem McMaster-Verfahren, Behandlung sowie
Auswertung und Interpretation der Ergebnisse. Die Angaben fir Pferde beschrénken sich auf
einen kurzen Kommentar, der auf die meist kleinen Gruppengréf3e der Pferdebesténde im
Vergleich zu Schafbetrieben hinwelst, wodurch meist zuwenig Tiere fir eine Kontrollgruppe
vorhanden sind. Des Weiteren wird eine Eizahlreduktion (EZR) von weniger as 90 % als
hinweisend fir AR angenommen, ohne allerdings eine Empfehlung fir die Berechnung beim
Pferd zu geben (COLES et a. 1992). Die in verschiedenen AR-Studien bel Pferden
durchgefihrten EZRT unterscheiden sich oft in Durchfihrung und Berechnung der EZR, was
einen direkten Vergleich schwierig macht (KAPLAN 2002). Verschiedene Formeln zur

Berechung von EZR beim Pferd werden in der Literatur angegeben:

(1) EZR = (EpGys — EpGng) X 100/ EpGia

(CHAPMAN 1991; YOUNG et al. 1999)

EZR = Eizahlreduktion in Prozent

EpG,s = Eizahl pro Gramm Kot vor der Behandlung
EpGs = Eizahl pro Gramm Kot nach der Behandlung

(2) EZR=100x(1-T/C)

(PEREIRA et al. 1991)

T = geometrisches Mittel der (EpG +10) in der behandelten Gruppe
C = geometrisches Mittel der (EpG +10) in der unbehandelten Gruppe
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(3) EZR = (1-t10/1p) x 100

(KING et al. 1990)

to = geometrisches Mittel der EpG in der behandelten Gruppe am Tag 0
t10 = geometrisches Mittel der EpG in der behandelten Gruppe am Tag 10

(4) EZR =100x (1 - EpGg / EpGk)

(COLES et al. 1992)

EpGs = es Mittel der EpG in der behandelten Gruppe Tag 10-14 nach Behandlung
EpG« = es Mittel der EpG in der Kontrollgruppe Tag 10-14 nach Behandlung

CRAVEN et a. (1998) verglichen verschiedene Methoden der EZR-Berechnung. Methode 1
(COLES et a. 1992) berechnete EZR mit dem arithmetischen Mittel. Eine EZR < 95 % oder
ein unterer Konfidenzintervall (uKL) von <90 % war hinweisend auf AR. Methode 2
(COLES et a.1992) war modifiziert fir die Anwendung am Pferd. Hier war eine EZR von
<90 % ein Zeichen fir Resistenz. Methode 3 (DASH et al. 1988) berechnete ebenfalls das
arithmetische Mittel, aber Resistenz wurde mit einer EZR von < 80 % definiert. ANDERSON
et al. (1988) ging in Methode 4 ebenfalls von einer Reduktion von < 80% aus, berechnete aber
das geometrische Mittel. Methode 5 (BJJRN et al. 1991) verwendete geometrische Mittel
und berechnete die EZR aus den EpG vor und nach Behandlung. Die Resistenzdefinition
erfolgte wie in Methode 1. Diese Berechnungen fihrten zu sehr unterschiedlichen
Ergebnissen hinsichtlich des Auftretens von AR, wobel Methode 1 am sensitivsten war
(CRAVEN et a. 1998). Weitere Berechnungen wurden von POOK et al. (2002) durchgefuhrt.

Dadas arithmetische Mittel einfacher zu berechnen ist als das geometrische Mittel und es eine
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bessere Schédtzung der Wurmburde erlaubt, wird es von vielen Untersuchern empfohlen
(COLES et al. 1992; DASH et a. 1988; MCKENNA 1990).

Die Vortelle des EZRT liegen in der einfachen Durchfihrung und dem geringen
Kostenaufwand BAUER 1983; COLES et al. 1992, JOHANSEN 1989). Zudem l&sst er sich
im Vergleich zu den in vitro Tests fur alle Anthelminthika anwenden (COLES et al. 1992;
VARADY u. CZRBA 1999). Die Nachteile liegen in dem hohen Zeitaufwand und der
geringen Sensitivitét, da Resistenz unter 25 % nicht nachgewiesen werden kann. Man benétigt
grof3ere Tiergruppen, deren EpG-Werte > 150 liegen sollten (COLES et al. 1992; DARGATZ
et al. 2000; JOHANSEN 1989; MARTIN et. Al. 1989; WALLER 1997). Unreife
Larvenstadien, die noch keine Eier ausscheiden, werden durch den EZRT nicht erfasst und die
Beteiligung verschiedener Spezies am Resistenzgeschehen bleibt unberticksichtigt. Ein
weiterer Nachtell ist, dass manche Anthelminthika die Eiauscheidung zeitweilig senken, ohne
alerdings die adulten Wirmer abzutéten. Um diesen Effekt zu vermindern, sollten mind. 10
Tage zwischen Behandlung und zweiter Probennahme liegen (JOHANSEN 1989;
PRICHARD et al. 1980). Trotzdem wird der EZRT als beste Moglichkeit fir AR-Screening
im Feld angesehen (COLES 1992, JOHANSEN 1989, KAPLAN 2002).

Dadie in vivo-Methoden haufig zeitaufwendig und schwer zu reproduzieren sind und sich
einzelne Tieren hinsichtlich Eiausscheidung, Immunitét und Wirkstoffstoffwechsel
(CRAVEN et a. 1999) stark unterscheiden konnen, wurde in den letzten Jahren vermehrt

nach praktikablen und sensitiven in vitro-Tests geforscht.

2.3.3.2In vitro-Tests

2.3.3.2.1 Larvenschlupfhemmtest

Der Larvenschlupfhemmtest (LSHT) ist as erstes von LE JAMBRE (1976) angewendet
worden. Er wird von der W.A.A.V.P. s AR-Test fir BZ empfohlen (COLES et a. 1992) und
wurde von verschiedenen Untersuchern in unterschiedlichen Varianten durchgefthrt
(JOHANSEN 1989; JOHANSEN u. WALLER 1989; DORNY et a. 1994, BOERSEMA u.
PANDEY 1997; MAINGY et a. 1998a, Iy ULLRICH 1987, VARADY u. CORBA 1999).
Generell macht man sich hierbei die ovizide Wirkung von BZ zunutze und die Eigenschaft

resistenter Individuen, in hoheren Wirkstoffkonzentrationen zu schlipfen als sensible
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(JOHANSEN 1989). Man inkubiert unembryonierte Nematodeneier mit verschiedenen
Konzentrationen von Wirkstoff und stellt das Verhdltnis von geschlipften zu
nichtgeschlUpften Larven fest. Dabel mufd beriicksichtigt werden, dass Nematodeneier mit
zunehmender Entwicklung gegen BZ resistent werden und die Eier bis zur Durchfihrung des
Tests maximal 24 Stunden bel vier °C, oder bis zu sieben Tage unter anaeroben Zustanden
aufbewahrt werden kénnen (HUNT u. TAYLOR 1989; ULLRICH 1987; WHITLOCK 1980).
Durch die Berechnung von LDso-Werten (BZ-Konzentration bei der 50 % der Larven nicht
schltipfen) mittels der Probitanalyse kdnnen Daten verschiedener Studien verglichen und AR
anhand von Schwellenwerten definiert werden (ULLRICH 1987; JOHANSEN 1989).
Verschiedene LDso-Werte fir BZ-resistente kleine Strongyliden des Pferdes wurden in
diversen Untersuchungen festgestellt (s. Tab. 3).

LDso-Werte Untersucher

0,16-0,20 ng/ml TBZ WHITLOCK et al. 1980
0,092-0,19 ng/ml TBZ KELLY et al. 1981; BAUER 1983
0,1 my/ml TBZ COLES et al. 1992

0,44 M (0,088 mg/ml) TBZ | IHLER u. BJZRN 1996

0,06-0,08 mg/ml TBZ ULLRICH 1987
0,141-0,158 miml TBZ VON WITZENDORFF 2001
Tabelle 3: Verschiedene Angaben der LDso-Werte fir BZ im LSHT aus verschiedenen
Unter suchungen.

Der LSHT wird in der Regel mit TBZ durchgefiihrt, da dieser Vertreter der BZ sich im
Vergleich zu anderen Wirkstoffen durch seine hohe Lodlichkeit in Wasser auszeichnet. Die
Ubertragbarkeit auf andere BZ wird mit dem haufigen Auftreten von Nebenresistenzen
begriindet (GEERTS u. GRYSSELS 2000; JOHANSEN 1989). Der LSHT wird haufig in
Kombination mit dem EZRT empfohlen und gilt bei einigen Untersuchern als sensibler Test
(VARADY u. CORBA 1999; LE JAMBRE et d. 1976; JOHANSEN u. WALLER 1989).
Nach den Angaben der W.A.A.V.P. kann AR mit dem LSHT erst ab einer Prévalenz von
> 25 % festgestellt werde (COLES et a. 1992). Der Vorteil ist, dass der Test innerhalb von
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drei Tagen ohne grolen Kostenaufwand durchgefihrt werden kann. Allerdings sind die
Ergebnisse unterschiedlicher Laboratorien nicht unmittelbar miteinander zu vergleichen
(JOHANSEN 1989).

Obwohl der LSHT generell nur fur BZ empfohlen wird (COLES et a. 1992), gibt es
Ergebnisse, die zeigen, dass auch eine Anwendung mit LEV mdglich ist. Dabel wird im
Gegensatz zu BZ die Wirkung auf embryonierte Eier kurz vor dem Schlupf untersucht
(DOBSEN et al. 1986).

2.3.3.2.2 Larvenentwicklungshemmtest

Von verschiedenen Autoren beschrieben AMARANTE et al. 1996; COLES et al. 1988;
GIORDANO et al. 1988; HUBERT u. KERBOEUF 1992; IHLER 1995; JOHANSEN u.
WALLER 1989, VARADY u. C@RBA 1999), dient der Lavenentwicklungshemmitest
(LEHT) dazu, den Einflul® verschiedener Anthel minthikakonzentrationen auf die Entwicklung
von Nematodeneiern zu ersten, zweiten und dritten Larven zu messen. Dabel werden die Eier
seben Tage lang in einem N&hrmedium mit verschiedenen Konzentrationen von
Anthelminthikum inkubiert und anschlief?end die Entwicklungstadien differenziert und
ausgezéhlt. Als Anhaltspunkt fir mogliche Resistenz dient wie bei dem LSHT die
Konzentration, bel der 50% der Eier, bzw. Larven sich nicht zum né&chsten Stadium
entwickeln (COLE et a. 1988). Es gibt auch einen kommerziell erhdtlichen Test
(DrenchRite®) von der Firma Horizon Technology, Australien, der fir BZ, LEV und ML bei
H. contortus, T. colubriformis und O. circumcincta angewendet werden kann. Der LEHT ist
zeitaufwendiger und arbeitsintensiver als der LSHT, benttigt aber keine frischen
Nematodeneier fur die Durchfuhrung, was die Anwendung bei Feldversuchen erleichtert, da
der Kot nicht innerhalb einer bestimmten Zeit verarbeitet werden mul3 (CONDER u.
CAMBELL 1995; GEERTS u. GRYSSELS 2000). Der Vortell ist, dass man mehrere
Wirkstoffe parallel untersuchen kann. Zudem ist eine Speziesdifferenzierung anhand der
dritten Larvenstadien moéglich. Der Test zeigt gute Korrelation mit in vivo-Versuchen und
wird von manchen Autoren sensitiver eingestuft als EZRT und LSHT (DOBSON et al. 1986;
GILL et al. 1995; JOHANSEN u. WALLER 1989, POOK et a. 2002; VARADY u. CORBA
1999; YOUNG et al. 2000). CRAVEN et a. (1999) fanden schlechte Ubereinstimmung
zwischen dem LSHT, LEHT und dem EZRT. Sie zogen die Schlussfolgerung, dass ein Test
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aleine nicht ausreicht um AR anzuzeigen. Auf3erdem gibt es nur wenige Untersuchungen an
kleinen Strongyliden des Pferdes und somit wenig Referenzwerte (CRAVEN et al. 1999;
IHLER 1995; POOK et a. 2002).

2.3.3.2.3 Larvenparaysetest

Ein weiterer in vitro-Test, der haufig fir MOR und LEV eingesetzt wurde, ist der
Larvenparalysetest (LPT). Bei diesem Test lasst eine herabgesetzte Anzahl an paralysierten
dritten Larven einer sonst sensiblen Spezies in Anwesenheit eines Anthelminthikums auf
Resistenz schlief3en (SUTHERLAND u. LEE 1990). Fir diesen Test werden dritte Larven in
einer  Kotkultur  angezichtet und dann 24  Stunden mit  verschiedenen
Anthelminthikakonzentrationen inkubiert. Anschlief3end werden die paralysierten und motilen
Larven ausgezdhlt und zueinander ins Verhdltnis gesetzt. Auch fir diesen Test werden LDso-
Werte ausgerechnet MARTIN u. LE JAMBRE 1979; VARADY u. CORBA 1999). Dieser
Test ist nicht geeignet fur die Resistenzdiagnostik von BZ SUTHERLAND u; LEE 1990).
Allerdings haben FOLZ et al. (1987a) ein Gerét zur Messung von Mikromotilitét verwendet
und konnten damit BZ-resistente H. contortus nachweisen. SUTHERLAND u. LEE (1990)
fanden eine weitere Methode mit der im LPT auch TBZ untersucht werden konnte. Ihr Test
beruhte auf der Tatsache, dass TBZ-resistente Trichostrongyliden im Vergleich zu sensiblen
Individuen eine grofiere Menge AchE produzieren. Eine Zugabe von Eserin (Physostigmin),
einem AchE-Hemmer, fuhrt bei sensiblen Larven zu einer reversiblen Paralyse, da dieser
Wirkstoff ebenso wie AchE kompetitiv an Ach-Rezeptoren bindet. Bel resistenten Larven ist
die Lahmung herabgesetzt, da der Uberschul? an AchE das Eserin verdrangt (SUTHERLAND
u. LEE 1990). VARADY u. C@RBA (1999) verwendeten sowohl die Methode nach FOLZ et
al. (19874d) ds auch die Methode nach SUTHERLAND und LEE (1990) zur Diagnose von
LEV-Resistenz bei H. contortus und O. circumcincta, konnten aber keine Resistenzen
nachweisen. Der LPT wird widerspruchlich beurteilt. Der Vorteil des LPT ist die
Verwendung von dritten Larven, die leicht anzuziichten sind und sich Uber einen langeren
Zeitraum lagern lassen. Der Nachteil ist, dass es zwischen den Ergebnissen verschiedener
Untersucher zu grofRen Schwankungen kommt (BOERSEMA 1983). GEERTS et a. (1989)
konnten alerdings keine Unterschiede zwischen der Auswertung verschiedener Untersucher

feststellen. Der Zeitpunkt der Auswertung des Tests ist kritisch und kann nicht zu einem
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spateren Zeitpunkt wiederholt werden, um Ergebnisse aus verschiedenen Tests vergleichen zu
kénnen (JOHANSEN 1989).

2.3.3.2.4 Tubulinbindungstest

Der Tubulinbindungstest (TBT) beruht auf der vergleichsweisen geringen Bindungsaffinitét
der BZ zum Tubulin bei BZ-resistenten Nematoden im Vergleich zu BZ-sensiblen LACEY
u. PRICHARD 1986). Bei diesem Test wird Tubulinextrakt aus sensiblen und resistenten
Parasiten (Adulte, Larven oder Eier) mit Tritium-markiertem BZ versetzt und inkubiert, bis
ein Gleichgewicht eintritt. Mit einer Kohleextraktion wird der Uberschiissige Wirkstoff
entfernt und das gebundene BZ mit einem Szintillationspektrometer gemessen. Die
Proteinkonzentration wird ins Verhdtnis zur gebundenen BZ-Menge gesetzt (JOHANSEN
1989). Dieser Test kann sehr schnell durchgefihrt werden und ist sehr sensitiv. Die
Ergebnisse sind zwischen Laboren einfacher zu vergleichen as bei den Ubrigen in vitro-Tests.
Von Nachteil sind der Kostenaufwand sowie die Arbeit mit radioaktivem Material, was
geeignete Raumlichkeiten und geschultes Persona voraussetzt (JOHANSEN 1989; LACEY
u. SNOWDON 1988).

2.3.3.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.3.3.1 Allelspezifische PCR

KWA et d. (1994) entwickelten die ersten spezifischen Primer zur Detektion von AR bel
parasitischen Nematoden. Mit einer allelspezifischen klassischen PCR konnte zwischen
homozygoten und heterozygoten BZ-resistenten H. contortus und T. colubriformis
unterschieden werden. Fur diese PCR wurden zwei allelspezifische Vorwérts und ein 3
Tubulin Isotyp spezifischer Rickwartsprimer verwendet, mit denen eine mogliche Mutation
am Codon 200 von Phe zu Tyr identifiziert werden konnte. Mittels einer Gelelektrophorese
konnte das PCR-Ergebnis sichtbar gemacht werden. Inzwischen wurde diese Methode auch
far T. circumcincta und die kleinen Strongyliden des Pferdes etabliert (ELARD et al. 1996,
1999; SILVESTRE u. HUMBERT 2000; PAPE 2001; SAMSON-HIMELSTJERNA 2002).
Nach ROOS et a. (1995) erlaubt die PCR eine Detektion von AR be nur 1% resistenter
Individuen in einer Population. Der Nachtell ist, dass die Produkte aus der PCR mittels einer

Gelelektrophorese anaysiert werden mussen, was sehr arbeitsaufwendig ist. Zudem ist die
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Quantifizierung des PCR-Produktes anhand der Bandenstérke begrenzt und andere
Quantifizierungsverfahren arbeits und zeitaufwendig. (ZARLENGA et a. 1998).

Mit der Entwicklung einer quantitativen Echt-Zeit- oder Real-time PCR konnte dieses
Problem umgangen werden BUSTIN 2000; HELPS et a. 2001). Die Kombination von
Fluoreszenzdetector, PCR Cycler und integrierter Software macht es moglich, wahrend jedes
Zyklus der PCR die Menge der Nukleinsduren zu messen. Die Grundlage hierfur ist die
Verwendung fluoreszierender Farbstoffe, die sich entweder unspezifisch in doppelstragige
DNA einlagern oder als genspezifische Sonden eingesetzt werden (ZARLENGA u. HIGGINS
2001). Es werden inzwischen verschiedene Sondenformate auf dem Markt angeboten, die sich
in Struktur, Mechanismus und Anwendbarkeit unterscheiden, alle aber basieren auf dem
Effekt des sogenannten ,, Quenching”. Man verwendet zwei Farbstoffe, einen ,, Quencher und
einen ,Reporter*. Der Quencher resorbiert Licht im gleichen Wellenlangenbereich, in dem
auch das Emmisionspektrum des Reporters liegt. Werden die beiden in réumliche Néhe
gebracht, resorbiert der Quencher das vom Reporter emitierte Licht. Trennt man die beiden,
kommt es zu einem Fluoreszenzsignal (ZARLENGA u. HIGGINS 2001). Die am haufigsten
verwendeten Sonden sind die TagMan-Sonden (KUTYAVIN et a. 2000), die Molecular
Beacons (TYAGI u. KRAMER 1996) und die kirzlich entwickelten TagMan Minor Grove
Binder AFONINA et a. 1997). Ba TagManSonden sind Quencher und Reporter an ein
spezifisches Oligonukleotid gebunden welches an die gesuchte Stelle in der Template-DNA
bindet. Durch die 5-3-Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase wird die Sonde
hydrolisiert und die Markermolekile getrennt (BUSTIN 2000). Die Molekular Beacons
hingegen haben an beiden Enden der spezifischen Sequenz eine sechs bp umfassende
komplementédre Stammsequenz, an die wiederum Quencher und Reporter gebunden sind. Die
intramolekularen Anziehungskréfte bedingen die Ausbildung einer Haarnadelformation,
welche Quencher und Reporter in rédumliche Nahe bringt. Bei Anlagerung an den
Matrizenstrang streckt sich das Molekil und es kommt zu einem Fluoreszenzsignal. Diese
Sonden werden wéahrend der Elongation nicht hydrolisert (TYAGI u. KRAMER 1996).
MGB-Sonden sehen &hnlich aus wie die einfachen Tag-Man-Sonden mit dem Unterschied,
dass sie zusétzlich am 5°- oder 3"-Ende mit einem MGB (z.B. Dihydrocyclopyrroloindol)
konjugiert sind. Wenn die Sonde bindet, lagert sich dieser in die kleine Kurvatur der

doppelstréngigen DNA der anschliefienden finf oder sechs bp und stabilisiert den
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Doppelstrang. Das Quenching erfolgt, wahrend sich die Sonde in Ldsung befindet, da es dabel
zu einer Knaulform des Oligonukleotidstrangs kommt, wobei Quencher und Reporter in
raumlich Nahe zueinander kommen. Bei Anlagerung streckt sich die Sonde KUTYAVIN et
al. 2000). Die verstérkte Bindungsintensitét der MGB-Sonden erlaubt eine Erhéhung der
Annealing- Temperatur und damit eine hohere Spezifitét. Das Prinzip der Quantifizierung liegt
in der Messung des ,Threshold Cycle® (C;). Bel jedem Zyklus wird die Fluoreszenz
gemessen. Der Zyklus, bei dem eine Probe die Hintergrundfluoreszenz Uberschreitet wird as
sogenanner G-Wert festgehalten, welcher immer in der exponentiellen Phase liegt und vom
Verbrauch einzelner Reaktionskomponenten nicht beeinflut wird. Zusédtzlich wird zur
Quantifizierung ein Standard eingesetzt, welcher in bekannter Menge verwendet wird. Er
dient zur Berechnung der DNA-Menge in der zu untersuchenden Probe zu Beginn der PCR.
(BUSTIN 2000). Der Vorteil der Real-time PCR ist, dass die PCR-Produkte schon wéhrend
der Reaktion beurteilt werden konnen und die Analyse im Anschlu3 mittels eines
Softwareprogramms durchgefihrt wird (HELPS et a. 2001). Der Schritt der Elektrophorese
entfdlt. Die Real-time PCR bietet eine schnelle und zuverlassige Verarbeitung vieler Proben
bei gleicher oder bessere Sensitivitét und Spezifitét als die klassische PCR. Die Nechteile sind
ein hoher Kostenaufwand fur die Anschaffung der Apparaturen und die notwendige
Optimierung herkébmmlicher PCR-Protokolle (Bustin 2000). Bisher ist diese Methode
erfolgreich fur den speziesspezifischen Nachweis eniger Trichostrongyliden bei
Wiederkduern angewendet worden (SamsonHimmelstjerna et a. 2002b). SAMSON-
HIMMELSTJERNA e d.! entwickelten eine allelspezifische Rea-time PCR zur
Untersuchung des A/T-Polymorphismus im Codon 200 des R-Tubulins der kleinen
Strongyliden. Mit dieser Technik konnte zuverléssig und reproduzierbar zwischen den drei
Genotypen TTC/TTC, TTC/TAC und TAC/TAC unterschieden werden. Sie ermdglichte die

Untersuchung vieler Individuen und gab Aufschluss tber die Allelfrequenz.

Die Nachteile der molekularbiologischen Methoden generell sind ein hoher Kostenaufwand
und die Tatsache, dass die molekularen Grundlagen der AR noch viele Fragen offenlassen.
Welche Bedeutung die Zusammenhange, die man bis heute herausgefunden hat, fur die

Resi stenzentstehung und —mechanismen wirklich haben, ist letztendlich noch nicht geklért.

aut personlicher Mitteilung von Herrn G. von Samson-Himmelstjerna, Hannover am 10. Januar 2003
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24 Statistik

24.1 Probitanalyse

Die Probitanalyse wird héufig in der Toxizitétsforschung eingesetzt. Mittels einer Probit-
Transformation der Versuchsergebnisse kann die mittlere letale (LDso) oder effektive (EDso)
Dosis berechnet werden, die als Mal3 fur die Wirkung eines toxischen Stoffes verwendet wird.
LDso bezeichnet die mittlere Dosis, bel der 50 % der Testorganismen sterben, wahrend die
EDso die mittlere Dosis ist, bei der bel 50 % ein bestimmter Effekt eintritt. Die graphische
Darstellung ergibt eine Summenprozentkurve, wobei die Konzentrationen als x-Werte und die
Prozente der korrespondierenden Uberlebenden Testorganismen als yWerte dienen. Diese
Kurve wird durch Transformation in eine Gerade Uberfiihrt. Der LD(ED)so-Wert kann
entweder abgelesen oder berechnet werden (HEALY 1988; LOZAN u. KAUSCH 1988).
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Ubersicht

In den Jahren 2000 und 2001 wurden insgesamt 1.383 Pferde auf 64 Betrieben untersucht. Bel
der ersten Probennahme wurden ale verfugbaren Pferde eines Betriebes mittels EpG auf
Strongylidenbefall untersucht und eine Fragebogenerhebung zu Haltung, Entwurmungs- und
Weidemanagement durchgefiihrt. Von den Proben stammten 3,5 % aus sieben Kleinbetrieben,
58,8 % aus 36 Reitstdllen und 36,7 % aus 21 Zuchtbetrieben. Bei mehr als funf Pferden mit
einer Strongylideneizahl von > 150 EpG pro Betrieb (20 Betriebe) wurden die betreffenden
Tiere zwel bis vier Tage spater im Rahmen eines EZRT mit FBZ (10 Betriebe) bzw. IVM (10
Betriebe) behandelt, dessen Ergebnis durch Untersuchung einer dritten Kotprobe 14 Tage
gpéater abgelesen wurde. Am Tag nach der ersten Probennahme wurde vom Kot der noch nicht
behandelten Tiere im Labor ein LSHT mit TBZ bzw. PYR sowie von jeder Kotprobe
Larvenkulturen angesetzt. Die dritten Larven wurden pro Tier in zwei Portionen geteilt und
zum einen fur einen LPT mit lvermectin und zum anderen fur eine allelspezifische PCR
verwendet. Mit dieser PCR sollte eine eventuelle Punktmutation von TTC (Phe) zu TAC
(Tyr) an Position 200 im 3-Tubulin-Gen festgestellt werden. Die Kotproben wurden in der
Regel rektal entnommen, es sei denn, das Tier hatte gerade frischen Kot abgesetzt. In diesem
Fal wurde der Kot unter Vermeidung von Kontamination durch Erde, Gras oder Einstreu
vom Boden aufgenommen. Die Proben wurden nach der Entnahme sofort in Kihlboxen
Uberfihrt und ins Labor transportiert. Dort erfolgte die Lagerung bis zur weiteren
Verarbeitung in Kihizellen bei 4°C. Um Referenzwerte fir die in vitro-Tests zu gewinnen,

wurde jeder Test ebenfalls mit Kotproben institutseigener Versuchsponies durchgefihrt.
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3.2 Material

3.2.1 Anthedminthika

Ivomec P ®
Panacur ®

3.2.2 Chemikalien

Agarose NEEO Ultra Qualitét Rotiagarose®
Ampuwa®

DMSO

Ethanol 99,6 %, DAB10

Ivermectin, Reinsubstanz
Natriumhypochlorit, 12 % ClI

Pyrantel, Reinsubstanz

Sazsaure, min. 37 %

SYBRE® Green

Thiabendazol, Reinsubstanz
3.2.3 Enzyme

Surestart’ ' Polymerase
Proteinase K

3.24 Kits

NukleoSpin® Tissue Kit

Brilliant Core Buffer

Merial, Hallbergmoos
Intervet, Boxmeer, Holland

Carl Roth, Karlsruhe
Fresenius, Bad Homburg
Merck, Damstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
B1Ozym, Hessisch Oldendorf
Sigma, Steinheim

Applied Biosystems, Weiterstadt
Mackerey und Nagel, Diren

Mackerey und Nagel, Diren
Stratagene, Amsterdam, Holland

Eigene Untersuchungen: Material
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3.25 DNA, Primer und dNTPs

3.25.1DNA

Die DNA fir die alelspezifische PCR wurde aus adulten kleinen Strongyliden aus zwel
Versuchspferden sowie aus einzelnen dritten Larven isoliert, die von funf Pferden aus der
Probennahme des Jahres 2000 stammten.

3.2.5.2Primer

Name Sequenz (5® 3I') Hersteller

Vorwarts AAT GCT ACCCTA TCCGTT CAT CA Life Technologies, Eggenstein
primer

Rickwéartss CAA ATA TCA TAG AGA GCT TCA TTG Life Technologies, Eggenstein
primer TCA AT

3.2.5.3 Sonden

Name  Sequenz (5® 3) Hersteller

Sonde T 5-FAM-AAT ACA GAC GAA ACT TTC TG- Applied Biosystems,
MGB Weiterstadt

Sonde A 5-FAM- AAT ACA GAC GAA ACT TAC TG — Applied Biosystems,
MGB Weiterstadt

3.25.4DNTPs

dATP, dCTP, dGTP, dTTP Stratagene, Amsterdam, Holland

Low DNA MASS™ Ladder Life Technologies, Eggenstein

3.26 Losungen und Puffer

L adepuffer, 6fach: 0,25 % Bromphenolblau + 40 % Saccharose
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Lugol sche Losung:

Natriumchloridlésung, geséttigt:
TAE-Pufer, 1fach:
Ethanol 70 %

3.2.7 Einwegartikel

Einwegrektalisierhandschuhe
Mikrotitterplatten, 6, 12, 24 wells
Pasteurpipetten, 1 ml

Pipettenspitzen, 0,5-10 m; 1-200 m; 100-
1000 m

Reaktionsgefalze, 0,2 ml; 1,5 ml; 120 ml
Reaktionsgefalde, 11 ml

Savel ock- Reaktionsgefalie, 0,5 ml

Scip Tube, 8%, 2 ml

Optical Cap, 8x

Sterilfiltertips, 10 m, 100 M

3.2.8 Mehrwegartikel

Einmachglaser 250 ml
MoOrser, Pistill
Plastikmesszylinder, 100 ml
Haushaltssiebe
Becherglaser, 250 ml; 2 |
Reagenzgléser, 10 ml
Petrischale, @ 10 cm

in destiliertem Wasser

10 g Kaliumjodid und 5 g Jod, kristallin, ad
destiliertem Wasser

100 % NaCl in H,O

40 mM Tris-Acetat, 1ImM EDTA, pH 8
700 ml 99,6 % Ethanol, 266 ml destilliertes

Wasser

Carl Roth, Karlsruhe
Renner GmbH, Dannstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

B1Ozym, Hessisch Oldendorf
Renner GmbH, Dannstadt
Eppendorf, Hamburg
Stratagene, Amsterdam, Holland
Stratagene, Amsterdam, Holland
B1Ozym, Hessisch Oldendorf

Hersteller unbekannt
Schott-Duran, Mainz
Carl Roth, Karlsruhe
Hersteller unbekannt
Schott-Duran, Mainz
Schott-Duran, Mainz
Schott-Duran, Mainz
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Plastikspritzflasche, 500 ml
K Uhlbox

Khlakkus
McMaster-Zahlkammern

3.29 Gerate

Elektrische Prézisionswaage L610 D
Elektrische Prézisionswaage 1413M P38
Elektrische Prézisionswaage PN1210
Mikroskop Axiophot

Pipetten:

Eppendorf Research 10 1, 100 n1, 1000

Thermobldeke:
Uno-Thermobl ock
Tischzentrifugen:
Centrifuge 415 C
Centrifuge A 14
Warmeschrank (7801109)

3.2.10 Computerprogramme

ABI PRISM™ Primer Express

Carl Roth, Karlsruhe

Camping Gaz, Lyon, Frankreich
Hersteller unbekannt
MSD-AGVET, Minchen

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Goéttingen
Mettler, Giefsen
Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Jouan, Unterhachingen

Heraeus, Osterode

Applied Biosystems, Weiterstadt
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3.3 Methoden

3.3.1 Vesuchsiere

Es handelte sich hierbei um drei Ponies, die mit unterschiedlich BZ-empfindlichen
Strongylidenpopulationen infiziert waren. Tier eins war ein Helminthen-naiver 3 jahriger
Shettlandpony-Hengst, der mit einer BZ-sensiblen Population (Population P) kleiner
Strongyliden infiziert worden war (PAPE et al. Im Druck). Das Tier wurde an der
Tierérztlichen Hochschule Hannover einzeln in einer betonierten Stallung gehalten, die nur
mit Einmallberziehschuhen betreten wurde, um eine Kontamination mit anderen
Strongylidenpopulationen zu vermeiden. Die Versuchstiere zwei und drei waren eine 3
jahrige Ponystute unbekannter Rasse und eine Shettlandponystute unbekannten Alters, die mit
den BZ-resistenten Populationen L bzw. M infiziert waren und in dreiwdchigem Abstand mit
einer Dosierung von 15 mg FBZ/Kg KGW (Panacur®) behandelt wurden. Diese Tiere wurden
in Weidehatung gehalten. Alle drel Tiere wurden mit autoklaviertem Heu ad libitum und
pelletiertem Fertigfutter gefittert. Die EpG Werte wurden wochentlich untersucht und lagen
bei allen drei Versuchstieren zur Zeit der Untersuchungen zwischen 200 und 900. Der
Vorversuch | (LSHT mit TBZ) wurde mit den Populationen P und L, die Vorversuche Il
(LSHT mit PYR) und 111 (LPT mit IVM) mit den Populationen L und M durchgefiihrt.

3.3.2 Auswahl der Betriebe und Probennahme

Die Betriebe wurden aus der Liste der ,Deutschen Reiterlichen Vereinigung® (FN) fir
Bremen, Hannover, Celle und Hamburg ausgewahlt sowie aus den , Gelben Seiten”, aus
Internetannoncen und UGber mindliche Empfehlung von Tierdrzten und Pferdehaltern. Von
177 kontaktierten Betrieben zeigten 91 Interesse, an der Studie teilzunehmen. Um in die
ndhere Auswahl fir eine Probennahme zu kommen, mussten folgende Bedingungen erfillt
sein: Ein Bestand musste mindestens zehn Pferde halten, der Abstand zur letzten Entwurmung
sollte mindestens acht Wochen betragen und die Besitzer mussten sich mit dem
Versuchsaufbau einverstanden erkldren. Dazu gehorte auch, dass die Kotproben rektal
entnommen wurden, womit einige Pferdehalter nicht einverstanden waren und somit aus der

Wahl genommen wurden. Insgesamt gingen 64 Betriebe in die Studie ein. Fir die weiteren
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Untersuchungen kamen nur Betriebe in Betracht, die mindestens fiinf Pferde mit einem EpG
> 150 aufwiesen, von denen genug Kot gewonnen werden konnte. Dies war bei 20 Betrieben
der Fal. Die Probennahme erfolgte bel alen zur Verfigung stehenden Pferden eines
Bestandes, von denen rektal Kot gewonnen oder frisch vom Boden genommen werden
konnte. Bei funf Betrieben wurden die Proben von den Pferdehaltern fir ein Screening auf
MDS-Eier eingeschickt. Sofern die Proben den Voraussetzungen entsprachen, wurden diese
Betriebe angefahren und die Probennahme sowie die Untersuichungen wie bei allen anderen
Betrieben durchgefhrt.

3.3.3 Erfassung der Daten

3.3.3.1 Erléauterung des Fragebogens

Bei allen Betrieben, die beprobt wurden, wurde eine Fragebogenerhebung durchgefiihrt. Die
Betriebe, die Proben eingeschickt hatten, wurden telefonisch befragt. Ein Muster des
Fragebogens ist in den Abb. 4 und 5 ersichtlich. Die Daten galten jewells fir alle Tiere des
Betriebes. Einzelne Tiere, die anders gehalten wurden, als der Rest der Herde, wurden nicht
berticksichtigt. Der Bogen wurde in vier Abschnitte unterteilt, die im Folgenden erlautert

werden:
Abschnitt 1: Betriebsdaten:

Betriebsart: Es wurde zwischen Reitstall, Zuchtbetrieb und Kleinbetrieb unterschieden. Als
Reitstélle galten Betriebe, die mehr als 15 Tiere hielten und nicht mehr as zwei Fohlen pro
Jahr zogen. Betriebe mit weniger als 15 Tieren und weniger als zwel Fohlen pro Jahr galten
as Kleinbetriebe. Betriebe, die im Jahr mehr als zwel Fohlen zogen, wurden als Zuchtbetriebe
eingestuft. Anzahl der Pferde: Alle Pferde, die sich zur Zeit der Probennahme auf der

Betriebsflache befanden, wurden gezahit. Tiere, die sich auf Weiden anderer Hofe befanden,

oder in anderen Betrieben aufgestallt waren, wurden nicht berticksichtigt.

Jahrlinge und Fohlen wurden extra aufgefiihrt. Da Jungtiere erfahrungsgemafd eine héhere

Eiausscheidung zeigen als dtere Tiere, sollte diese Information Zusammenhange zwischen
der Anzahl der Jungtiere und einer erhthten Eiausscheidung des gesamten Pferdebestandes

aufzeigen. Gastpferde: Pferde, die noch nicht langer as acht Wochen auf dem Betrieb waren,
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wurden extra aufgefuhrt. Entwurmung bel Einstallung: Es wurde notiert, ob Neuzugénge vor

dem Aufstallen entwurmt wurden. Diese Information sollte Auskunft dariber geben, ob das
Einbringen neuer Tiere in den Betrieb einen Einfluss auf das Auftreten von Wurmbefall durch

EinfUuhrung neuer Populationen von Strongyliden zeigte.
Abschnitt 2: Weidemanagement

Es wurde notiert, ob und wie lange die Tiere Weidegang hatten, um festzustellen, ob die
Dauer der Beweidung einen Einfluss auf die Irtensitét des Parasitenbefalls austibt, da Heu
und Gras die Hauptquellen fur ene Infektion mit Strongylideneiern darstellen. Die
Weideflache wurde in Hektar (ha) erfasst, hierbei handelte es sich um die gesamte Grasfléche
des Betriebes einschliefdlich der Flachen, die zur Heuernte verwendet wurden. Da
verschiedene weidehygienische Malinahmen einen Einfluss auf die Infektion mit Strongyliden

haben kénnen, wurden folgende Daten erfasst: Haufigkeit des Weidewechsels, Absammeln

des Kotes von der Weide, Entfernung von Geilstellen und der Einsatz von Dungemitteln. In

Kombination mit den Informationen tUber Weidepflege, Anzahl der Pferde und der Haltung
anderer Tiere sollten diese Daten Aufschluss Uber Infektionsdruck und Einfluss dieser
Malnahmen auf die Infektion mit Endoparasiten geben. Uber die Besatzdichte konnten die
meisten Besitzer der Betriebe keine Aussage machen, da die Groflen der Einzelweiden

unbekannt waren oder die Anzahl der Pferde pro Weide variierte.
Abschnitt 3: Stall

Hier wurde notiert, ob die Stédlle taglich oder unregelmalig gemistet wurden bzw. Tiefstreu

verwendet wurde. Zudem wurden Desinfektionsmalinahmen vermerkt. Diese Informationen

sollten kl&ren, ob die einzelnen Stallhaltungen sowie Hygienemal3hahmen einen Einfluss auf
Strongylidenbefall zeigen.

Abschnitt 4: Entwurmung

Es wurden Daten zur Haufigkeit der Entwurmung und zu den eingesetzten Anthelminthika

erhoben, um den Einfluss des Entwurmungsmanagements auf die Infektion mit kleinen

Strongyliden zu erfassen. Der letzte Entwurmungstermin  und das eingesetzte

Anthelminthikum wurde notiert um die Wirksamkeit verschiedener Anthelminthika zu

untersuchen. Das Auftreten klinischer Symptome wurde vermerkt, um festzustellen, ob eine
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erhdhte Eiausscheidung im Zusammenhang mit einer klinischen Erkrankung steht und ob
Betriebe, die Probleme mit Wurmbefall haben, vermehrt AR aufweisen.

Unabhangig von der Fragebogenuntersuchung wurde von jedem Probentier das Alter, die
Rasse und das Geschlecht erfasst.

Um festzustellen, ob das Klima in den Jahren 2000 und 2001 der Probennahme einen Einfluld
auf die Pravalenz von kleinen Strongyliden zeigte, wurden die Daten der Hochst- und
Tiefsttemperaturen sowie des Niederschlags analysiert. Die Daten wurden vom Deutschen
Wetterdienst [http://www.dwd.de] Ubernommen und stammten aus der Wetterstation
Hannover. Zur Analyse wurden immer finf Tageswerte gemittelt und die Ergebnisse fur die
beiden Jahre miteinander verglichen.
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Name: Adresse: Tel..
Haltung

Betriebsart

é Reitstall & Zuchtbetrieb é Kleinbetrieb
Anzahl der Pferde:

davon ____Jéhrlinge ____Fohlen
Neuzugange, Gastpferde seit ____Wochen _____Monaten
Entwurmung bei Einstallung éja & nein
Weidemanagement

Weidegang éja € nein

é ganzjahrig & Sommer é tagstber

& stundenweise

Weideflache  ha

Weidewechsd éja € nein

é jahrlich € halbjéhrlich € monatlich
& wdochentlich

Absammeln von Kot éja € nein

€ unregelmaidig é ale 2 Wochen € 1x / Woche
& 2x/Woche

Geilstellenentfernung éja é nein

é 1xjahrlich é 2x jahrlich é ofter
AndereTiere & Wiederkéuer é Schweine

é Esel é Wildwiederkauer

Dingung éja é nein

& Mineral é Gille é Pferdemist
é Sonstiges

Abbildung 4: Teil 1 und 2 des Fragebogens, der im Rahmen der Kotuntersuchungen mit den

Besitzern zusammen ausgefullt wurde — Erkl&rungen zu den einzelnen Punkten

sind im Text unter Punkt 3.3.3 ,, Erfassung der Daten* zu finden.
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Stallhygiene
Misten
€ unregelmafdig é taglich é Tiefstreu
Jahrliche Desinfektion éja € nein

Entwur mungsstrategie

Entwurmung éja € nein

é jahrlich é halbjahrlich é vierteljahrlich
é alle2 Monate é alle 4 Wochen

Wechsel der Medikamente éja € nein

& Banminth® & Ivomec® & Panacur®
é Rintal® é Equest® & Telmin®

é Dectomax® & Sonstige

Letzter Entwurmungstermin mit
Klinische Symptome éja & nan

€ Durchfall é Kolik é Bléasse

& Abmagern & Kummern € Inappetenz

Abbildung 5: Teil 3 und 4 des Fragebogens, der im Rahmen der Kotuntersuchungen mit den
Besitzern zusammen ausgefullt wurde — Erkl&rungen zu den einzelnen Punkten

sind im Text unter Punkt 3.3.3 ,, Erfassung der Daten* zu finden.

3.3.4 Kotuntersuchung

Zur quantitativen Bestimmung der Eiausscheidung wurden die Proben mit einem
modifizierten McMaster-Verfahren untersucht. Pro Probe wurden 4 g Kot mit 60 ml
gesdttigter Kochsazlésung durch einen Haushaltssieb gespritzt und in  einem
Plastikmesskolben aufgefangen. Die Suspension wurde in eine Glasflasche mit Glasstopfen

Uberfiihrt, geschwenkt und ein Teil davon mit einer Einmalpipette in eine modifizierte
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McMaster-Zahlkammer gefiillt. Die Eier wurden nach drei bis finf Minuten Flotationszeit in
den zwel Zahlrastern ausgezahlt. Das Ergebnis mal 50 multipliziert ergab den EpG-Wert. Die
Empfindlichkeit der Methode lag bel 50 EpG.

3.3.5 Larvenkultur

Von alen Kotproben, von denen in vitro-Tests durchgefihrt werden sollten, wurden je zwei
Kotkulturen angesetzt, damit genug Larvenmaterial fir einen Larvenparalysetest und die
alespezifische PCR gesammelt werden konnte. Dafir wurde der restliche Kot auf zwei
Einmachgléser verteilt und in einer Kulturkammer bel 25 °C und 80 % L uftfeuchtigkeit tber
sieben Tage inkubiert. Die Glaser wurden am siebten Tag dann mit Leitungswasser gefllt,
mit einer Petrischale bedeckt und gestilpt. Der Rand der Petrischale wurde ebenfalls mit
Leitungswasser gefillt. Am achten Tag wurden die Uber Nacht ausgewanderten Larven aus
dem Rand der Petrischale abgesaugt und in Glasgefél3e mit Schraubverschluss Uberfihrt. Die
Larven aus der Probennahme 2000 wurden dann mit 70 % Ethanol konserviert und im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Da diese Larven durch den Alkohol so dehydriert waren,
dass keine spétere Differenzierung anhand der Mitteldarmzellen mehr méglich war, wurden

die Larven bel der Probennahme 2001 in Wasser aufbewahrt.
3.3.6 Eizahlreduktionstest

Zwe bis vier Tage nach der ersten Probennahme wurde der EZRT durchgefihrt. Dafir
wurden die Tiere in zehn Betrieben mit FBZ (Panacur®) und in zehn Betrieben mit IVM
(Ivermectin P) behandelt. Die Dosierung erfolgte nach der Empfehlung des Herstellers fiir
Panacur® mit 7,5 mg TBZ/Kg KGW und fir Ivermectin F® mit 0,2 mg IVM/Kg KGW. Das
Gewicht der Tiere wurde durch mindestens zwei Personen (Untersucher und Tierbesitzer, gof.
Helfer) geschétzt und der hdhere Wert fir die Dosierung angenommen. 14 Tage nach der
Behandlung wurde erneut eine Kotprobe genommen und auf Eiausscheidung untersucht. Das
Ergebnis wurde nach folgender Formel (BAUER 1986) berechnet.

EZR = (EpG/s — EpGns) X 100/ EpGyp
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Samitliche Ergebnisse sind Tab. 25 im Anhang zu entnehmen.

3.3.7 Larvenschlupfhemmtest

3.3.7.1 Gewinnung der Eisuspension

Die Kotproben der zweiten Probennahme vor der Behandlung wurden innerhalb von 24
Stunden nach der Probennahme verarbeitet. In der Zwischenzeit fand die Lagerung bei 4 °C
weitestgehend unter Luftabschluss statt, um eine frihzeitige Embryonierung zu verhindern
und das Entstehen einer natlrlichen Resistenz zu vermeiden (ULLRICH 1987). Um die
Eisuspension zu gewinnen, wurden ca. 200 — 300 g Kot in kleinen Portionen mit geséttigter
Kochsalzlésung in einem Morser zerrieben und mit einer Plastikspritzflasche mit moglichst
viel Druck durch einen Haushaltssieb in zwe bis vier 250 ml Bechergléaser gespritzt. Je
niedriger die EpG war, umso mehr Kot wurde verwendet um moglichst viele Eier
auszuwaschen. Nach einer Flotationszeit von 30 Minuten wurden die flotierten Eier mit einer
an der Spitze schrég abgeschnittenen Einmalpipette aus Plastik abgesaugt und in einem
Volumen von etwa funf ml in ein 2 | Becherglas Uberfuhrt. Dieses wurde mit Leitungswasser
gefillt. Nach einer einstiindigen Sedimertation wurde der Uberstand abgegossen. Ubrig

blieben ca. 50 ml einer Eisuspension, die fir die in vitro-Tests verwendet wurde.

3.3.7.2 Herstellung der TBZ-V erdiinnung

Fur die TBZ-Verdunnung wurde zuerst eine TBZ-Stammlésung hergestellt. Dazu wurden 100
mg Thiabendazol in 100 ml destiliertem (dest.) Wasser unter stdndigem Rihren und Zugabe
von 600 m von 1IN HCl vollstandig gelost. Mit dieser Stammlosung | wurde eine
Verdinnungsreihe hergestellt, die folgende Konzentrationen aufwies. 2; 6; 14; 18; 20; 30; 40;
50 und 60 ng TBZ/ml. Die Endkonzentrationen in den Proben waren 0,01; 0,03; 0,05; 0,07;
0,09; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 und 0,3 ng TBZ/ml. Fir die Negativkontrolle wurde eine
Stammlésung |a angesetzt. DafUr wurden 10 ml dest. Wasser mit 60 1 1N HCI gemischt.
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3.3.7.3 Herstellung der PY R-Verdiinnung

Fur die Herstellung der Pyrantelverdinnungen wurde eine Stammldsung 1l von 30 mg
PYR/ml hergestellt. Dazu wurden 3 g Pyrantel unter sténdigem Rihren in 100 ml dest.
Wasser gelost. Es wurde eine Verdinnungsreihe mit 0,03; 0,1; 0,3; 3 und 5 mg PYR/m
hergestellt. Die Endkonzentrationen in den Proben waren 0,15; 0,5; 1,5; 15 und 25 ng
PYR/ml.

3.3.7.4Vorversuch | und Il

Fir den LSHT wurden 12er, bzw. 24er Mikrotiterplatten mit 1990 ml Eisuspension besttickt
und jeweils mit 10 ml der entsprechenden Anthelminthikaverdinnung (s.0.) versetzt.
Vorversuch | wurde mit TBZ mit den Populationen P und L durchgefihrt und fur VVorversuch
Il wurde Pyrantel bei den Populationen L und M verwendet. Pro Tier und Substanz wurden
immer zwel Parallelansétze angesetzt. Zusatzlich wurde als Negativkontrolle fur jeden Ansatz
1990 m der Eisuspension mit 10 m der Stammlésung la bzw. mit dest. Wasser versetzt.
Danach wurden die Platten fur 48 Stunden bei 25 °C in einem Wéarmeschrank inkubiert. Jeder
Versuch wurde finfmal wiederholt. Da das Ablesen der Tests sehr zeitaufwendig war, wurden
die Tests nach der Inkubationszeit mit 2 Tropfen Lugol scher Ldsung pro Vertiefung
abgestoppt. Das Jod tétete die Entwicklungsstadien ab und garantierte den Status praesens des
Testendes fUr eine spéatere Auswertung. Die Auswertung erfolgte durch Auszdhlen des
Verhdtnisses von Eiern zu Larven unter dem Mikroskop bel 16- und 40facher Vergrof3erung.
Dafur wurden von jeder Probe 100 Entwicklungsstadien ausgezéhit. Da bei dem LSHT mit
PYR ein anderes Verhdtnis zwischen embryonierten und nicht embryonierten Eiern im
Vergleich zu TBZ auffiel wurde fir drei weitere Wiederholungen zusétzlich das Verhdtnis
von Larven, emryonierten und nichtembryonierten Eiern ausgezahlt. Tests, bei denen weniger

als 100 Stadien gezahlt wurden, wurden verworfen.

3.3.7.5Versuch | und Il

Die Versuche wurden nach den Protokollen der Vorversuche durchgefihrt. Fir TBZ wurden
die Proben vom Jahr 2000 mit den Endkonzentrationen 0,06; 0,1 und 0,25 ng TBZ/ml
getestet. Da sich drei Werte in manchen Félen fur die Berechnung der LDso-Werte as
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zuwenig erwiesen, wurden fur die Proben im Jahr 2001 folgende Endkonzentrationen
verwendet: 0,03; 0,06; 0,1, 0,15 und 0,2 ng TBZ/ml. Fir PYR wurden die gleichen
Konzentrationen eingesetzt wie bei den Vorversuchen. Jede Probe wurde fir beide
Substanzen doppelt angesetzt. Nach Inkubation wurden die Tests abgestoppt und in den
folgenden Wochen ausgewertet. Die StammlGsungen und die Verdinnungsrethen wurden

wochentlich neu angesetzt.

3.3.8 Larvenparalyse-Test

3.3.8.1.1 Herstellung der VM-V erdiinnung

Fur die IVM-Verdinnung wurde eine Stammldsung mit 1 mg IVM/ml hergestellt. Dafur
wurden 10 mg IVM in 10 ml Dimethylsulfoxid (DM SO) unter leichtem Schiitteln gel6st. Aus
dieser Stammldsung wurden Verdiinnungsstufen von 0,002; 0,02; 0,1; 0,2 und 1 mg IVM/ml
hergestellt. Die Endkonzentrationen in den Proben betrug 0,01, 0,1, 0,5, 1 und 5 ng IVM/m.

3.3.8.1.2 Vorversuchlll

Der LPT wurde im Vorversuch mit den Populationen L und M durchgefihrt. Daftr wurden
1990 ml einer Larvensuspension, die mittels Kotkulturen gewonnen worden war, in 6er
Mikrotiterplatten pipettiert. Diese Suspension wurde so eingestellt, dass sie etwa 200 Larven
enthielt. Hohere Besatzzahlen der Wells hatten eine erhohte Larvensterblichkeit in der
Kontrolle zur Folge. Zu der Larvensuspension wurden je 10 m der Verdinnungsstufen
gegeben. Die Negativkontrolle bestand aus 1990 m Larvenlésung und 10 ml DMSO. Die
Patten wurden anschlief3end 24 Stunden bei 25 °C in einem Warmeschrank inkubiert. Die
Auswertung erfolgte dann durch mkroskopisches Auszahlen von 100 Larven bel 2,5 und
16 facher VergroRerung (paralysierte und motile Larven), wobel jede Larve 3 Sekunden
beobachtet wurde. Tests, bei denen weniger as hundert Larven gezéhlt wurden, wurden

verworfen.

3.3.8.1.3 Versuch Il

Im Versuch Il wurde der LPT nach Protokoll des Vorversuchs durchgefuhrt. Aufgrund der

Ergebnisse des Vorversuchs I11 wurden die VM-V erdinnungen 0,01, 0,1, 0,5, 1,0 und 5,0 ng
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IVM/ml eingesetzt. Jede Probe wurde doppelt angesetzt. Die Verdinnungen von IVM
mussten alle zwei Tage neu angesetzt werden, da laut Hersteller nach dieser Zeit die Stabilitét

verloren ging.

3.3.9 Auswertungder in vitro-Tests

Die Larvenschlupfhemmung wurde fur TBZ und PYR wie folgt berechnet:

LS-H (%) = 100- LS

LS (%) =LS anTh X100/ LSk

LS-H : Larvenschlupfhemmung

LS: Larvenschlupf

LSanTH: Larvenschlupf in der entsprechenden Anthel minthikakonzentration

LS« : Larvenschlupf in der Negativkontrolle

Die LDso-Werte wurden mit der Probitanalyse (Sigma Plot 2000) ausgerechnet. Daftir wurden
die Werte der Larvenschlupfhemmung gegen die Konzentrationsstufen in ein Achsenkreuz
eingetragen und dann in Probits transformiert. Es wurde eine Regressionsgerade erstellt und
mit den Werten by und by die LDsp-Werte ausgerechnet. Daflr wurden by und by in folgende
Gleichung eingesetzt:

LDso(mg Anthelm/ml) = ((5- (bo))/(by)

Die Daten aus dem LPT wurden auf die gleiche Weise berechnet. Statt der
Larvenschlupfhemmung wurde die Larvenparalyse berechnet. Fir LSantw Wurde die Menge
der beweglichen Larven in den Ansdtzen mit Anthelminthikum eingesetzt. Als LSk dienten
die beweglichen Larven in den Kontrollansétzen. Die Ergebnisse der Parallelansatze wurden

zu einem arithmetischen Mittelwert pro Tier zusammengefasst.
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3.3.10 Gewinnung der DNA

3.3.10.1 Vorbereitende M al3nahmen

Die dritten Larven der kleinen Strongyliden sind mit einer Scheide ausgestattet, die fur die
hohe Widerstandsfahigkeit verantwortlich ist. Um die DNA extrahieren zu kdnnen, muss die
Scheide vorher entfernt werden. Das geschieht durch Zugabe von Natriumhypochlorit,
wodurch die Larven veranlasst werden, aktiv aus ihren Scheiden zu schlupfen. Eine
unbestimmte Larvenmenge in 3 ml Wasser wurde mit 62,5 m Natriumhypochlorit versetzt
und 30 min bei 41 °C geschittelt. Um das Natriumhypochlorit wieder zu entfernen, wurde das
Gemisch mit autoklaviertem dest. Wasser auf ein Volumen von 10 ml aufgefallt, 20 min. bei
2.000 U/min (g = 649,6) zentrifugiert und bis auf ein Volumen von 1 ml abgesaugt. Dieser
Schritt wurde dreimal durchgefiihrt.

Die Larven aus der Probennahme 2000 waren in Alkohol konserviert und abgestorben.
Demzufolge konnten sie nicht entscheidet werden. Allerdings wird bei toten Larven die
Scheide mit der Zeit durchlassig und so konnte auch von diesen Larven nach Auswaschung
des Alkohols ohne weitere Behandlung die DNA exrahiert werden. Um den Alkohol
auszuwaschen, wurde jeweils 1 ml Larvensuspension mit einer unbestimmten Menge Larven
mit 10 ml autoklaviertem dest. Wasser verdinnt, mehrere Stunden sedimentiert und der

Uberstand abgesaugt. Dies wurde dreimal wiederholt.

3.3.10.2 DNA-Préparation

Die DNA einzelner Larven wurde mit Hilfe des NukleoSpin®Tissue Kits der Firma Mackerey
und Nagel isoliert, wobei die mitgelieferten Puffer und die Proteinase K verwendet wurden.
Die genaue Zusammensetzung der Puffer ist nicht bekannt. Das vom Hersteller empfohlene
Protokoll wurde der geringen Menge des Larvengewebes angepasst. Flr jede Larve wurde ein
Verdaumedium aus 18 m T1-Lysis Puffer und 25 m Proteinase K hergestellt. Da die
Ausbeute der DNA-Préparation gering war, wurden spater 5 m Proteinase K eingesetzt. Die
einzelnen Larven wurden unter dem Mikroskop bel 16 facher VergrofRerung in einem
Volumen von je 1 ml herauspipettiert und in dem Verdaumedium dber Nacht bel 55 °C im

Uno-Thermoblock verdaut. Zur Inaktivierung der Proteinase erfolgte die Zugabe von 20 m
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B3 Puffer und eine weitere Inkubation fir zehn Minuten bel 70 °C. Im Weiteren wurden zur
Falung der DNA 21 m von 99,6 % Ethanol hinzupipettiert und das Gemisch dann Uber die
Saulen des Kits gegeben. Es erfolgte ein Zentrifugationsschritt fur eine Minute bei 10.000
U/min (g = 8.400), bei dem die DNA in der Séule gebunden und der Durchfluss in einem
Sammel gefal} aufgefangen wurde. Zur Aufreinigung erfolgten zwei Waschschritte mit einmal
50 m BW Puffer und einmal 60 ml B5 Puffer wobei dazwischen immer wieder eine Minute
bei 10.000 U/min zentrifugiert wurde. Um die Silica Membran zu trocknen, wurden die
Saulen dann drei Minuten bei 14.000 U/min (g = 16.464) zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und die Saulen auf 1,5 ml Reaktionsgefal3e umgesteckt. Zuletzt erfolgte die
Eluierung der DNA in zwei Schritten mit je 20 nl autoklaviertem dest. Wasser, das auf 70 °C
angewarmt war, in zwel weiteren Zentrifugationsschritten von je einer Minute bel 14.000
U/min. Die isolierte DNA wurde bis zum weiteren Gebrauch bel —20 °C eingefroren. Das Ziel
war es, mindestens 100 Larven von funf verschiedenen Pferden mittels der Real-time PCR zu
charakterisieren. Die DNA der 52 adulten kleinen Strongyliden stand aus friheren
Untersuchungen bereits zur Verfiigung (SAMSON-HIMMEL STJERNA 2002a).

3.3.11 Real-timePCR

Es wurden 52 adulte Wirmer von acht verschiedenen Arten charakterisiert (Cc. Nassatus, Cc.
Insigne, Cc. Elongatus, Cc. Radiatus, Cy. Catinatum, Cy. Coronatus, Cy. Pateratum, Cs.
Hybridus), deren DNA in friheren Untersuchungen mit der klassischen PCR untersucht
worden war (SAMSON-HIMMELSTJERNA 2002a). Von den Wirmern stammten 22 aus
dem Versuchspferd, welches mit dem Stamm M infiziert war und 30 Wirmer aus einem
Anthelminthika- naiven Dilmener Wildpferd. Von jedem Wurm wurden zwel PCR-Laufe
durchgefihrt. Zusdtzlich wurden dritte Larven von funf verschiedenen Pferden aus der
vorliegenden Studie untersucht, welche sowohl mit dem LSHT als auch dem EZRT als BZ-
resistent diagnostiziert worden waren (mittlere EZR 46,5 %, mittlerer LDso-Wert 0,16 mg/ml
TBZ). Als Standard wurde linearisierte [3-Tubulin Plasmid-DNA von Cc. Nassatus verwendet
(SAMSON-HIMMELSTJERNA 2002a), mit der eine Verdinnungsreihe von 10; 10% 103
10% 10° und 10" Gen Kopien hergestellt wurde. Ein Plasmid enthielt fiir das Codon 200 die
Sequenz TTC (Sonde T), die fur Phe kodierte, das andere enthielt die Sequenz TAC (Sonde

A), welche fir Tyr kodierte. Die Verdinnungsstufe von 10’ Kopien wurde as heterologe
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DNA eingesetzt. Als Sonden wurden MBG-Konjugate verwendet, die mit FAM markiert
waren. ROX wurde als Referenzfarbstoff eingesetzt. Bei der Negativkontrolle wurden anstelle
von DNA 17 m doppelt dest. Wasser hinzupipettiert.

Pro Reaktion wurden folgende Mastermixe (Endkonzentrationen) eingesetzt:

Standardreihe (Plasmid-DNA) und adulte Wirmer:
16,06 m autoklaviertes dest. Wasser

2,5 m  10x Resktionspuffer

278 m MgChk (5mM)

1 m  dNTP (200 nM)

0,03 m  Vorwartsprimer (10nM)

0,63 m  Ruckwartsprimer (300 nM)
je05 nl SondeA bzw. T (200 nM)
0,38 m  Referenzfarbstoff ROX

0,25 m  PCR-Polymerase (0,025 U/m)
1 m  Plasmid, bzw. genomische DNA
Larven:

2,5 m  10x Resktionspuffer

278 m MgChk (5mM)

1 m  dNTP (200 nM)

0,03 m  Vorwartsprimer (10nM)

0,63 m  Ruckwértsprimer (300 nM)
je05 nl SondeA bzw. T (200 nM)
0,38 m  Referenzfarbstoff ROX

0,25 m  PCR-Polymerase (0,025 U/m)
17 m  genomische DNA

Die PCR wurde as sogenannte ,,two-step” PCR durchgefiihrt, bei der im Gegensatz zu der
haufigeren ,threestep” PCR, bei der unterschiedliche Temperaturen fir Anneaing und

Extension eingesetzt werden, die Bindung und Verlangerung der Primer bei gleicher
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Temperatur stattfindet. Folgendes Temperaturprofil wurde angewendet (VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA et al. 2002a):

1.  Aktivierung der Hotstart-Polymerase 95°C 10min
2. Denaturierung 95°C 15sk
3. Annealing und Extension 64°C 1min

Die PCR wurde mit dem MX4000 durchgefihrt.

Die Auswertung der PCR erfolgte mittels des Software-Programms des Herstellers anhand
der G-Werte. Fur die Analyse der Ergebnisse wurde die gemessene normalisierte Baseline-
korrigierte  Fluoreszenz verwendet (dRn). Die Ci-Werte wurden anhand  der
Hintergundfluoreszenz von mindestens drei Zyklen wahrend der ersten 15 Zyklen berechnet.
Die Option der , adaptive baseline® wurde angewendet. G-Werte = 39,0 wurden nicht als
positiv gewertet, da es bel 40 Zyklen gegen Ende der PCR zu Bildung von unspezifischen
DNA-Produkten kommen kann.

3.3.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde an Rechnern der Tierdrztlichen Hochschule
Hannover mit den Programmen SAS, SigmaStat 2.0 und SigmaPlot durchgefihrt.
Signifikante Korrelationen und Unterschiede in der Fragebogenauswertung wurden mit dem
Chiquadrattest und dem t-Test berechnet (SAS, SigmaStat). Die Normalverteilung der
Ergebnisse des Larvenschlupftests wurde mit Kolmogorov-Smirnov (SigmaStat) Uberpruft.
Die Korrelation der Ergebnisse aller Proben aus den in vitro-Tests, den EZRT und der PCR
wurde mit dem Chiqudratttest (SAS, SigmaStat) berechnet. Die Berechnung der
Stichprobengrofie erfolgte nach BOCK (1998) und wurde bestétigt durch Frau Glaser, Institut
fur Biometrie, Epidemiologie und Informationsverarbeitung der Tierérztlichen Hochschule

Hannover. Folgende Formel wurde angewendet:
n=p@l-p)/?%X U.ar’

n = Anzahl der Proben
p = vermutete Prévalenz
? = Genauigkeit (0,1)
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1 —a=Konfidenz (95 %)
Dabei bezeichnet w4, das 1 — a/2—Quantil der Standardnormal verteilung.
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3.4 Ergebnisse

34.1 Betriebe

In den Jahren 2000 und 2001 wurden insgesamt 1.383 Pferde auf 64 Betrieben untersucht. Die
FN gibt in ihrem Jahresbericht von 1996 fur Niedersachsen 19.500 Pferdehalter und 105.900
Pferde an, wobei aber nur die FN-registrierten Betriebe erfasst wurden. Die hier untersuchten
Betriebe stellen aso 0,3 % der registrierten Betriebe dar. Die Anzahl der untersuchten Pferde
belauft sich auf 1,3 %. Die Betriebe verteilten sich auf die Regierungsbezirke (RB) Lneburg
einschliefdlich Bremen (50 %), Braunschweig (9,4 %) und Hannover (40,6 %) (s. Abb. 4). Bis
auf sechs Betriebe (9,4 %) konnte bel alen Pferdehaltern mindestens ein Tier mit MDS-Befall
festgestellt werden. Vier dieser Betriebe lagen im RB Hannover, einer im RB Luneburg und
einer im RB Braunschweig.

3.4.2 Larvendifferenzierung

Die dritten Larven konnten zum Zeitpunkt der mikroskopischen Untersuchung nicht mehr
differenziert werden. Durch die Lagerung in Alkohol bzw. Wasser Uber mehrere Wochen

waren die Mitteldarmzellen nicht mehr erkennbar.
3.4.3 Kotprobenuntersuchung

Die Kotprobenuntersuchung ergab fur die gesamte Probennahme bei 39,8 % der Proben den
Nachweis fir MDS-Befall; insgesamt erfillten aber nur 25,2 % die Voraussetzung mit einer
EpG > 150. Beim Vergleich der Proben aus den Jahren 2000 und 2001 konnte ein
hochsignifikanter Unterschied zwischen den Héufigkeiten der Eiausscheidung festgestellt
werden. Wahrend im ersten Jahr der Untersuchungen 61,5 % der 369 Proben positiv fur MDS
waren (95 % Konfidenzintervall 56,3 — 66,5), konnten im folgenden Jahr nur bei 31,8 % von
1.014 Proben (95 % Konfidenzintervall 28,9 — 38,7) MDS nachgewiesen werden (p<0,001).
Bel funf Tieren konnten Spulwirmer nachgewiesen werden (0,36 %). Drei (0,22 %) waren

positiv fur Bandwirmer. Die Vertellung der gesamten und der positiven Kotproben im



Eigene Untersuchungen: Ergebnisse 74

Verlauf der Probennahme ist in Abb. 7 dargestellt. Die Analyse der Wetterdaten vom
Deutschen Wetterdienst [http://www.dwd.de] aus den Jahren 2000 und 2001 ergab keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Hochst-, Tiefst- und Niederschlagswerte.
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Abbildung 6: Die Sandorte der untersuchten Pferdebetriebe in Niedersachsen.
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Abbildung 7: Verteilung der untersuchten und der positiven Kotproben in den Jahren 2000
(n=369) und 2001 (n=1014).

Die meisten Proben wurden in den Monaten August bis November 2001 gesammelt. Im Jalr
2001 mussten aufgrund der signifikant niedrigeren EpG-Werte wesentlich mehr Proben
gesammelt werden als im Jahr 2000 (p<0,001). Wahrend im Jahr 2000 220 von 369 (59,6 %)
Proben im EpG > 150 lagen, waren es im Jahr 2001 nur 331 von 1014 (32,6 %).

Die Hohe der EpG unterschied sich signifikant zwischen den Jahren 2000 und 2001 fir die in
beiden Jahren betrachteten Monate August bis September. Der arithmetische Mittelwert der
Proben von August bis November 2000 betrug 387,98 (x 160,4), wahrend die
Kotprobenuntersuchung in diesen Monaten im Jahr 2001 einen Mittelwert von 156,64 (+
83,8) ergab (p<0.001) (Abb. 8).
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Abbildung 8: Arithmetische Mittelwerte der EpG pro Monat fir die Probennahmen in den

Jahren 2000 (n=369) und 2001 (n= 1014) (p<0,001).

Bel 54,7% der Betriebe lagen die mittleren EpG-Werte <200. Bal 94% waren ale
untersuchten Proben negativ. Bel Kleinbetricben waren nur mittlere EpGWerte < 200
festzustellen, womit bel diesen Betrieben keine weiteren Untersuchungen durchgefiihrt
werden konnten. Die mittleren EpG-Werte von Reitstdllen und Zuchtbetrieben unterschieden
sich signifikant. Wahrend 63,9 % der Reitstdle eine mittlere Eiausscheidung < 200 zeigten
(n=36), lagen nur 23,8 % der Zuchtbetriebe in diesem Bereich (n=21). 8,3 % der Reitstélle
zeigte EpG-Werte > 500. Bei den Zuchtbetrieben waren 28,6 % der Betriebe > 500 (p=0,005)

(s. Abb. 9).
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Abbildung 9: Arithmetische Mittel der EpG-Werte bei den verschiedenen Betriebsarten
» Reitstall* (n= 36), ,, Zuchtbetrieb® (n= 21) und ,, Kleinbetrieb* (n= 7).

3.4.4 Fragebogen

Die Tabellen der Fragebogenauswertung beziehen sich jeweils auf den prozentualen Anteil
der verschiedenen Untersuchungskategorien an allen Proben (n=1.383) und den darin

enthaltenen Prozentsatz an positiven Proben.
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Alter:

Tiere zwischen 0,5 und 2 Jahren wiesen eine signifikant héufigere Eiausscheidung auf
(p=0,001) als &ltere Tiere (s. Tab. 4). Die Anzahl der Fohlen aus Zuchtbetrieben unterschied
sich hochsignifikant von deren der anderen Betriebsarten (p=0,001). Von 126 Fohlen
stammten 85,7 % aus Zuchtbetrieben, 12,7 % aus Reitstéllen und 1,6 % aus Kleinbetrieben.

Kategorie  |untersuchte Proben positive Proben

Alter n [%0] n [%0]
05-2J. 50 3,6 42 84,0
25-5J. 201 14,5 98 48,8
55-10J. 500 36,2 182 36,4
10,5-15J. 438 31,7 159 36,3
155-20J. 116 8,4 37 31,9
>20J. 46 3,3 20 43,5
keine Angabe 32 2,3 13 40,6

Tabelle 4: Verteilung der untersuchten Kotproben sowie deren Anteil an positiven Proben in
den verschiedenen Alter sklassen (n=1.383) (p=0,001).

Kategorie untersuchte Proben positive Proben
Rasse n [%] n [%]
KB 2 0,1 1 50,0
WB 871 63,0 335 38,5
VB 77 5,6 32 41,6
KP/PO 401 29,0 170 42,4
keine Angabe 32 2,3 13 40,6

Tabelle 5: Verteillung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben bel
den verschiedenen ,, Rassen” (n=1.383). KB: Kaltblut; WB: Warmblut; VB:

Vollblut; KP/PO: Kleinpferd/Pony

Rasse:

Fur den Fragebogen wurde fur alle Tiere die genaue Rasse erfasst. Fir eine bessere Ubersicht
wurde hier ene Einteilung in Kaltblut (KB), Warmblut (WB), Vollblut (VB) und
Kleinpferde/Pony (KP/PO) vorgenommen. Es konnte kein signifikanter Unterschied
bezlglich der Eiausscheidung zwischen den Rassen festgestellt werden (p=0,33) (s. Abb. 5).
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Geschlecht:

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern hinsichtlich der
Eiausscheidung festgestellt werden (p=0,942) (s. Tab. 6).

Kategorie  |untersuchte Proben positive Proben
Geschlecht n [%%0] n [%%0]
Stute 680 49,2 302 44,4
Hengst 65 4,7 32 49,2
Wallach 638 46,1 217 34,0

Tabelle 6: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben bei
Suten, Hengsten und Wallachen.

Weidegang:

Die Tiere wurden entsprechend der Dauer des Weidegangs in verschieden Gruppen unterteilt:
»kein Weidegang®, ,, stundenweise”, , tagstiber”, ,, Sommer“, , ganzjahrig“. Die Ausscheidung
von Strongylideneiern wies bei den verschiedenen Gruppen einen signifikanten Unterschied
auf. Die Tiere, die stundenweise Weidegang hatten, waren weniger haufig befallen als die
Tiere, die tagsiber Weidegang hatten (p=0,034). Auch bei dem Vergleich zwischen den
Gruppen ,Sommer* und ,ganzjdhrig® war ein signifikanter unterschied festzustellen
(p=0,015). Allerdings zeigte der Vergleich von ,tagsiber* und ,, Sommer” eine signifikant
hohere Befallsrate bei den Tieren, die nur tagsiuber auf der Weide waren (p=0,005). Die

prozentuale Haufung der gesamten sowie der positiven Proben ist in Tab. 7 dargestellt.
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Kategorie  |untersuchte Proben positive Proben
Weidegang n [%] n [%0]
stundenweise 342 24,7 115 33,6
tagsiiber 722 52,2 320 44,3
Sommer 199 144 55 27,6
ganzjahrig 68 49 36 52,9
keine Angabe 52 3,8 25 48,1

den ver schiedenen Weidehaltungen (n=1.383) (p<0,05).

Tabelle 7: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben bei

Betriebsart:

Die untersuchten Proben teilten sich folgendermalien auf die verschiedenen Betriebsarten auf

(n=1.383):

Kleinbetrieb

Reitstall < 20

Reitstall > 20

Zucht < 20

Zucht > 20

Weniger as 15 Pferde und hochstens zwei Fohlen, ein Besitzer
(3,5 %).
Pferde von einem oder mehreren Besitzern mit mehr as 15 Tieren,
insgesamt hochstens 20 Tiere, darunter hochstens zwei Fohlen
(11,1 %).

Pferde von einem oder mehreren Besitzern, insgesamt mehr als 20

Tiere, darunter hochstens zwei Fohlen (47,7 %).

Pferde von einem Besitzer, insgesamt hochstens 20 Tiere, darunter
mehr als zwei Fohlen (3,6 %).

Pferde von einem Besitzer, insgesamt mehr as 20 Tiere, darunter
mehr als zwei Fohlen (4,0 %).
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Kategorie untersuchte Proben positive Proben
Betriebsform n [%] n [%]
Kleinbetrieb 49 3,5 26 53,1
Reitstall <20 T. 153 11,1 50 32,7
Reitstall > 20 T. 605 43,7 198 32,7
Zucht<20T. 87 6,3 52 59,8
Zucht >20T. 489 354 225 46,0

Tabelle 8: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben bei
den ver schiedenen Betriebsformen (n=1.383).

In jeder Betriebsform wurden MDS-infizierte Pferde gefunden. Bel Zuchtbetrieben mit mehr
als 20 Pferden wurde eine signifikant héhere Befalsrate beobachtet als bel den anderen

Betrieben (p=0,001) (s. Tab. 8).

Bestandsgroélie:
Betriebe mit mehr als 70 Tieren unterschieden sich signifikant von kleineren Betrieben

(p=0,006). In diesen Betrieben waren mehr positive Probe festzustellen als bel den anderen.
Die Verteillung der gesamten und der positiven Proben ist in Tab. 9 dargestellt.

Kategorie untersuchte Proben positive Proben
Tierzahl n [%] n [%]
1-10Tiere 46 3,3 28 60,9
11-20Tiere 254 18,4 91 35,8
21— 40 Tiere 587 42,4 188 32,0
41 -70Tiere 252 18,2 97 38,5
>70T. 244 17,6 147 60,2

Tabelle 9: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben bei

unterschiedlicher Bestandsgrof3e (n=1.383).

Weidehygiene:
Verschiedene Daten zur Weidehygiene wurden bel den Betrieben erhoben. Es wurde nach der
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Haufigkeit des Entfernens von Kot und Gellstellen von der Weide sowie nach Weidewechsel

und Wechselbeweidung mit anderen Tierarten gefragt:

Weidewechsal:

Die Proben wurde nach der Art des Weidewechsels in folgende Gruppen eingeteilt: kein
Weidewechsel, jahrlicher Wechsel, halbjahrlicher Wechsal, monatlicher Wechsel und
wochentlicher Wechsel. Es konnte ein signifikanter Unterschied fur die Tiere ohne
Weidewechsel berechnet werden (p=0,01). Bei diesen Tieren waren im Vergleich zu den

Tieren mit Weidewechsel weniger Proben Strongyliden positiv (s. Tab. 10).

Kategorie untersuchte Proben positive Proben
Weidewechsel n [%0] n [%0]
nie 284 20,5 78 27,5
jahrlich 16 1,2 14 87,5
halbjahrlich 107 7,7 48 44,9
monatlich 803 58,1 333 41,5
waochentlich 173 12,5 78 45,1

Tabelle 10: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben in
Abhangigkeit von der Haufigkeit des Weidewechsels (n=1.383).

Kotsammeln:

Die Betriebe wurden eingeteilt nach der Haifigkeit des , Kotsammelns‘. Es konnte ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,001). Kotsammeln reduzierte den Antell
der positiven Proben von 50,3 % auf 28,6 % in den Betrieben (s. Tab. 11).
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Kategorie untersuchte Proben positive Proben
Kotsammeln n [%] n [%]
nie 718 51,9 361 50,3
unregelmaldig 395 28,6 128 32,4
alle 2 Wochen 162 11,7 38 23,5
1x / Woche 57 4,1 13 22,8
2x | Woche 51 3,7 11 21,6

Tabelle 11: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben in
Abhangigkeit von der Haufigkeit des Entfernens von Kot auf der

Weide(n=1.383).

Gellstellenentfernung:

Die Betriebe wurden danach eingeteilt, ob und wie haufig sie Geilstellen entfernten (s. Tab.
12). Es konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt zwischen den Betrieben, die diese
Malinahme durchfihrten und denen, die Geilstellen nicht entfernten (p=0,001). 41,2 % der
Proben von den Betrieben, bei denen keine Geilstellen entfernt wurden, waren positiv. Im
Vergleich waren nur 22,9 % der Proben aus den Betrieben positiv, die diese Malinahme in
unterschiedlicher Haufigkeit durchfuhrten. Die Mal3nahme ,, Geilstellenentfernung® reduzierte

also die Gesamteiausscheidung um fast die Halfte.

Kategorie untersuchte Proben positive Proben
Gellstellen n [%0] n [%0]
nie 105 7,6 24 22,9
unregelmaldig 232 16,8 111 47,8
alle 2 Wochen 739 534 293 39,6
1x / Woche 307 22,2 123 40,1
2x | Woche 0 0,0 0 0,0

Tabelle 12: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben in

Abhéangigkeit von der Haufigkeit des Entfernens Gellstellen auf der
Weide(n=1.383).
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Wechselbewe dung:

Die Proben wurden eingeteilt in die Gruppen , keine Wechselbeweidung”,Wiederkduer, Esel
und Wildwiederkauer (s. Tab. 13). Schweine wurden auf keinem der Betriebe gehalten. Fur
die Wechselbeweidung mit Wiederkduern und Wildwiederkduern konnte ein signifikanter
Unterschied zu den Betrieben ohne Wechselbeweidung festgestellt werden. Bei letzteren
wurden wesentlich weniger positive Proben gefunden (p=0,001). Der Unterschied zu
Haltungen mit Eseln war nicht signifikant (p=0,162).

Kategorie untersuchte Proben postive Proben
Wechsel beweidung n %) n %)
keine 935 67,6 319 34,1
Wiederk&uer 295 21,3 139 47,1
Esel 57 4,1 28 49,1
Wildwiederkauer 96 6,9 65 67,7

Tabelle 13: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Antell an positiven Proben in

Abhangigkeit von der Wechsel beweidung durch andere Tierarten (n=1.383).

Dingung:

Die Proben wurde eingeteilt nach dem Dungemittel, welches von den Betrieben eingesetzt
wurde: ,keine DUngung“, ,,Mineradinger, ,Gulle*, ,Pferdemist” und ,sonstiges’ (s. Tab.
14). Die Gruppen ,Gulle* und , Pferdemist” unterschieden sich signifikant von der Gruppe
»Minerd® durch eine haufigere Eiausscheidung (p<0,001). Alle dre Gruppen wiesen
signifikant mehr positive Proben auf als die Gruppe , keine Dingung* (p=0,018).
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Kategorie  |untersuchte Proben positive Proben
Dungemittel n [%0] n [%]

keine 51 3,7 7 13,7
Mineral 1094 79,1 402 36,7
Gulle 95 6,9 67 70,5
Pferdemist 96 6,9 65 67,7
sonstiges 47 34 10 21,3

Tabelle 14: Verteilung der unter suchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben in
Abhangigkeit von ver schiedenen Diingemitteln (n=1.383).

Stallhaltung:
Bel der Stallhaltung wurde unterschieden zwischen den Tieren, die unregelmaliig oder taglich

gemistet wurden und solchen, die auf Tiefstreu standen (s. Tab. 15). Es zeigte sich en
signifikanter Unterschied zwischen den Tieren, die taglich gemistet wurden und den Tieren,

die auf Tiefstreu gehaten wurden (p<0,001). Tiefstreu beglnstigte eine erhthte

Eiausscheidung.
Kategorie  |untersuchte Proben positive Proben
Misten n [%] n [%]
unregelmaldig 12 0,9 7 58,3
taglich 596 43,1 163 27,3
Tiefstreu 743 53,7 368 49,5
unbekannt 32 2,3 13 40,6

Tabelle 15: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben in
Abhangigkeit von der Sallhaltung und der Haufigkeit des Mistens (n=1.383).



Eigene Untersuchungen: Ergebnisse 86

Desinfektionsmal3nahmen:
Hier wurden die Betriebe danach eingeteilt, ob sie im Stall Desinfektionsmal3nahmen

durchfuhrten. Es konnte kein Zusammenhang zwischen Desinfektionsmal3nahmen und einer

reduzierten Eiausscheidung festgestellt werden (s. Tab. 16).

Kategorie untersuchte Proben positive Proben
Desinfektion n [%] n [%]
ja 925 66,9 379 41,0
nein 458 33,1 172 37,6

Tabelle 16: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben in
Abhangigkeit von der Durchfiihrung von Desinfektionsmal3nahmen (n=1.383).

Anthel minthikaginsatz:

Hier wurde das zuletzt eingesetzte Anthelminthikum erfasst. Die verschiedenen Prdparate
wurden nach den Wirkstoffgruppen zusammengefasst: ,, ohne Behandlung”, PYR, ML und BZ
(s. Tab 17). Der Einsatz von ML fuhrte zu einer signifikant niedrigeren Befalsrate im
Vergleich zu PYR, BZ und der unbehandelten Gruppe (p<0,001). Dagegen unterschieden sich
die Gruppen PYR, BZ und ,,ohne Behandlung“ nicht signifikant voneinander (p>0,2).

Kategorie  |untersuchte Proben positive Proben
Anthelminthikum n [%] n [%]
keine 16 1,2 14 87,5
PYR 410 29,6 210 51,2
ML 679 49,1 161 23,7
BZ 278 20,1 166 59,7

Tabelle 17: Verteilung der untersuchten Kotproben und deren Anteil an positiven Proben in

Abhangigkeit von dem zuletzt eingesetzten Anthelminthikum (n=1.383).

Klinik:
Waéhrend der Untersuchungen konnten bei keinem Pferd klinische Symptome hinsichtlich

eines Parasitenbefalls nachgewiesen werden. VVon 64 Betrieben berichteten vier Betriebe, dass
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sie haufiger Probleme mit dem Abmagern einzelner Tiere hatten. Ein Betrieb stellte vermehrt
Durchfall fest und ein Betrieb hatte in letzter Zeit Probleme mit Koliken gehabt. Diese
Betriebe machten Parasiten fir diese Symptome verantwortlich, eine tierdrztliche
Untersuchung und Diagnostik waren nicht durchgefuhrt worden. Nur drei dieser Betriebe

kamen fur die Resistenztests in Betracht.

3.45 Eizahlreduktionstest

3.4.5.1 Fenbendazol

Bel 21,7 % der mit FBZ behandelten Pferde konnte eine EZR von 100 % festgestellt werden.
Mehr als 50 % zeigten eine EZR von < 90 % (s. Abb. 10). In jedem Betrieb war mindestens
ein Pferd mit einer EZR von < 90 % vorhanden. Der arithmetische Mittelwert der EZR-Werte
lag bel 7 von 10 Betrieben < 90 %. Die arithmetischen Mittelwerte der EpGs vor und nach der
Behandlung mit FBZ sowie die gemittelten EZR-Werte sind in Tab. 25 im Anhang
angegeben.
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Abbildung 10: Verteilung der EZR bei 60 Proben in 10 Betrieben nach Therapie mit FBZ.
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Betrieb mMEpG, g MEpPGng MFECR [%]
1 1000 (+ 659) 429 (+ 225) 54,82 (+ 30)
2 490 (£ 178) 60 (+ 82) 90,20 (+ 13)
3 960 (+ 383) 140 (+ 139) 86,75 (+ 12)
4 1389 (+ 931) 56 (+46) 93,51 (+10)
5 725 ( 375) 75 (+ 42) 85,61 ( 16)
6 1019 (+ 592) 181 (+ 194) 75,90 (+ 10)
7 680 (+ 391) 150 (+ 158) 122,4 (£ 41)
8 730 (+ 1613) 350 (+ 591) 75,37 (& 45)
9 583 (+ 470) 142 (x 139) 74,76 (x 17)
10 1110 (+ 1620) 340 (+ 597) 80,37 (+ 13)

Tabelle 18: Arithmetische Mittelwerte der Eizahlen vor (mEpG,g) und nach (mMEpG;g) der
Anthel minthikabehandlung in den einzelnen Betrieben (Standar dabweichung) sowie
der arithmetische Mittelwert der Eizahlreduktionen pro Betrieb.

3.4.5.2 lvermectin

Fur die Betriebe 11 — 20 wurde der EZRT mit IVM durchgefiihrt. Nach der Behandlung lagen
die EpG-Werte bel allen Tieren unter der Nachweisgrenze von 50 EpG und die EZR fir ale
bei 100 %.

3.4.6 Larvenschlupfhemmtest

3.4.6.1Vorversuch |

Die Ergebnisse des Vorversuch |, der an zwei unterschiedlichen Strongylidenpopulationen
(Population L + P) in funf unabhangigen Wiederholungen jewells im doppelten Ansatz
durchgefiihrt wurde, sind den Anhangstabellen 26 und 27 zu entnehmen. Die Tab. 19 und 20
geben die Mittelwerte fir die LDso, LDgg und LDgg sowie die Larvenschlupfhemmung bel 0,1
ng TBZ/ml aus den finf Versuchswiederholungen wieder. Fir die BZ-sensible
Referenzpopulation P ergab sich aus allen Untersuchungen fir den LDso-Wert ein

arithmetisches Mittel von 0,06 ng TBZ/ml. Die Standardabweichung betrug 0,01. Bel der
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Schwellenkonzentration von 0,1 my TBZ/ml war eine Larvenschlupfhemmung von 94 %
(£ 2,5) zu beobachten. Fir den BZ-resistenten Stamm L lag der Mittelwert der LDso bei 0,26
ng TBZ/ml mit ener Standardabweichung von 0,11. Be diesem Stamm lag die
Larvenschlupfhemmung bei einer Konzentration von 0,1 ng TBZ/ml bei 24 % (x 2,44). Die

Larvenschlupfhemmung unterschied sich bel den beiden Populationen signifikant (p= 0,005).
Die Larvenschlupfhemmung fir beide Populationen ist in Abb. 11 dargestellt.

Wiederholung LS-H LDsg LDgs LDgg

be 0,1 pg TBZ/ml [pg TBZ/ml] [Mg TBZ/ml] [png TBZ/ml]
[%]

1 91 (+ 1,47) 0,06 (+ 0,00) 0,14 (+ 0,00) 0,17 (+ 0,00)
2 95 (+ 2,23) 0,06 (+ 0,01) 0,13 (+ 0,01) 0,16 (+ 0,01)
3 95 (+ 1,55) 0,06 (+ 0,00) 0.14 (+ 0,00) 0,17 (+ 0,00)
4 97 (+ 2,17) 0,06 (+ 0,01) 0,13 (+ 0,01) 0,16 (+ 0,00)
5 93 (+ 1,48) 0,07 (+ 0,01) 0,14 (+ 0,00) 0,16 (+ 0,00)
Mittelwerte 1-5 94 (+ 2,50) 0,06(+ 0,01) 0,14 (+ 0,00) 0,16 (+ 0,00)

Tabelle 19: Arithmetische Mittelwerte der Larvenschlupfhemmung (LSH), der LDsp-, LDgs-

und der LDgg-Werte aus den funf Wiederholungen des Vorversuchs | mit der

Population P.

Wiederhol ung LS-H LDsg LDgg LDgo

bel 0,1 pg TBZ/ml  [pug TBZ/ml] [Mg TBZ/mI] [ng TBZ/mi]
[%]

1 21 (+ 0,64) 0,28 (+ 0,02) 0,59 (+ 0,02) 0,69 (+ 0,01)
2 25 (+ 0,95) 0,27 (+ 0,02) 0,64 (+ 0,03) 0,76 (+ 0,04)
3 27 (+ 3,29) 0,27 (+ 0,01) 0.64 (+ 0,01) 0,76 (+ 0,01)
4 27 (+ 2,16) 0,23 (+ 0,01) 0,57 (+ 0,01) 0,69 (+ 0,01)
5 24 (+ 0,22) 0,27 (+ 0,01) 0,60 (+ 0,04) 0,71 (+ 0,04)
Mittelwerte 1-5 24 (2,44) 0,26 (+ 0,11) 0,61 (+ 0,30) 0,72 (+ 0,25)

Tabelle 20: Arithmetische Mittelwerte der Larvenschlupfhemmung (LS-H), der LDsp-, LDgg-
und der LDgg-Werte aus den funf Wiederholungen des Vorversuchs | mit der

Population L.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Larvenschlupfhemmung der BZ-resistenten
(?; Population L) und der BZ-sensiblen (? ; Population P)

Srongylidenpopul ation.

3.4.6.2Vorversuch Il

Fur den LSHT mit PYR wurden funf unabhéngige Wiederholungen im Paralellansatz mit den
Strongylidenpopulationen (L und M) durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in den
Anhangstabellen 28 und 29 aufgefiihrt. In Tab 21 und 22 sind die Mittelwerte der LDsp-,LDgs-

und der LDgo-Werte aus den funf Wiederholungsversuchen sowie die Standardabweichung
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dargestellt. FUr die Population L betrug der arithmetische Mittelwert der LDso aller
Versuchsdurchgange 2,69 ng PYR/mlI mit ener Standardabweichung von 1,65. Die
Population M lag mit ihrem LDso-Wert bei 13,94 ng PYR/mI. Die Standardabweichung
betrug hier 0,76. Trotz der unterschiedlichen LDso-Werte unterschieden sich die beiden
Populationen nicht signifikant in ihrer Larvenschlupfhemmung (p=0,229). Beide
Populationen gelten als PYR-sensibel. Mangels Referenzwerte fir PYR-Resistenz aus der
Literatur wurde hier as Schwellenwert der LDso-Wert der Population M plus dreifacher
Standardabweichung angenommen (16,22 ng PYR/ml).

Wiederhol ung LDsg LDgg LDgg
[my PYR/mI] [my PYR/mI] [my PYR/mI]

1,53 (+ 0,24) 18,87 (+ 1,70) | 24,57 (+ 2,18)
494(+001) | 20,16 (+0,29) | 25,16 (+0,39)
2.1 (+ 0,07) 16,24 (+532) | 20,88 (+ 7,05)
1,02 (+0,05) | 21,12(£2,00) | 27,72 (+2,67)

5 3,84 (+ 0,28) 18,92 (+ 7,74) | 23,87 (+ 10,18)
Mittelwerte 1-5 2,69( 1,65) 19,06 (+ 7,95) | 24,44 (+ 2,46)

AIWIN |-

Tabelle 21: Arithmetische Mittelwerte der LDsg-, LDgg- und der LDgg-Werte aus den 5
Wieder holungen des Vorversuchs |1 mit der Population L.
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Wiederhol ung LDsg LDgg LDgg
[mg PYR/m] [mg PYR/mI] [mg PYR/mI]
1 13,15 (£ 0,07) 29,10(£0,82) | 34,33 (+1,11)
2 13,55 (+ 2,44) 28,09 (£ 0,00) | 32,87 (+ 0,80)
3 13,78 (£ 0,51) 30,88(£0,32) | 36,50 (+ 0,59)
4 14,06 (+ 0,15) 29,91 (£2,99) | 3512 (+1,26)
5 15,16 (+ 1,34) 32,93 (£ 3,05) | 38,76 (+ 3,62)
Mittelwerte 1-5 13,94(% 0,76) 30,18 (£ 12,43) | 35,52 ( 2,24)

Tabelle 22: Arithmetische Mittelwerte der LDsg-, LDgg- und der LDgg-Werte aus den 5

Wiederholungen des Vorversuchs |1 mit der Population M.

Da bei dem LSHT mit PYR im Vergleich zu dem LSHT mit TBZ ein verdndertes Verhdtnis
von embryonierten zu nichtembryonierten Eiern festgestellt wurde, wurden weitere drei
Wiederholungen im Doppelansatz durchgefiihrt und dieses Verhdlitnis zusétzlich zur
Larvenschlupfhemmung ausgezahlt. Die arithmetischen Mittelwerte der Ergebnisse fir den
LSHT mit TBZ und mit PYR sind in den Anhangstabellen 30 und 31 aufgefihrt. Die
Verteilung der Entwicklungsstadien bei den verschiedenen Konzentrationsstufen mit TBZ und
PYRist in den Abb. 12 und 13 dargestellt. Der Unterschied an der Anzahl embryonierter Eier
zwischen vergleichbaren Konzentrationen ist hochsignifikant (p<0,001). Wahrend der Anteil
an embryonierten Eiern im LSHT mit TBZ etwa konstant bleibt, steigt er beim LSHT mit

PY R mit zunehmender Konzentration bis zu einem Anteil von 84,5 % an.
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Abbildung 12: Verhaltnis von embryonierten und nichtembryonierten Eiern und Larvenim
LSHT mit PYR fur Population L. Konzentrationsstufen: 1= Kontrolle
(O ng PYR/MI), 2=0,15 ng PYR/ml, 3=0,5 ng PYR/ml, 4=1,5ng PYR/ml, 5=15
ng PYR/ml und 6= 25ng PYR/m.
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Abbildung 13: Verhaltnis von embryonierten und nichtembryonierten Eiern und Larven im

LSHT mit TBZ fur Population L. Konzentrationsstufen: 1= Kontrolle
(0 ng TBZ/ml), 2=0,1 ng TBZ/ml, 3=0,15 ng TBZ/ml, 4=0,2 mg TBZ/ml, 5=0,25
ng TBZ/ml und 6=0,3 ng TBZ/ml.
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3.4.6.3Versuch |

Die Ergebnisse des LSHT mit TBZ fur die Betriebe 1-20 sind in den Anhangstabellen 34 und
35 aufgefiihrt. Von den 139 getesteten Proben konnten 4 Tests nicht ausgewertet werden und
wurden verworfen. Fur 69,63 % der untersuchten Proben wurde ein LDso-Wert von > 0,1 ng
TBZ/ml ermittelt. Im Vergleich der Proben aus den Jahren 2000 und 2001 war kein
signifikanter Unterschied festzustellen (p=0,24). Die Verteilung der LDso-Werte ist in Abb.
Dargestellt. Die Pravalenz von Pferden mit LDso-Werten > 0,1 ng TBZ/ml unterschied sich
nicht signifikant in den verschiedenen Betriebsarten (p=0,554). Bei drei von zehn
Zuchtbetrieben wiesen < 50 % der mittels des LSHT untersuchten Proben Resistenz auf, bei
Reitstéllen war es einer von zehn Betrieben (n=20) (s. Abb. 14).
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Abbildung 14: Verteilung der LDso-Werte der im LSHT fur TBZ unter suchten Proben
(n=135).



95 Eigene Untersuchungen: Ergebnisse

7
% 6
- 5
D
D 4
0]
© 3
g2
c
<1

O T T T

BZR <50% BZR=50% BZR >50% BZR =100%
Pravalenz der BZ-Resistenz in den Betrieben
O Zuchtbetriebe O Reitstalle

Abbildung 15: Auftreten von BZ-Resistenz (BRZ) (LDsp > 0,1 mg TBZ/ml) in Prozent der Tiere
pro Betrieb in den Betriebsformen ,, Zuchtbetrieb* und , Reitstall® .
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Abbildung 16: Haufigkeitsverteilung der LDso-Werte der Proben aus dem Jahren 2000
(n=61) und 2001 (n=74) im Vergleich.
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3.4.6.4Versuch |1

Der LSHT mit PYR wurde an 77 Tieren in 10 Betrieben im Jahr 2001 durchgefthrt. Bel 13
Proben konnten die Tests nicht ausgewertet werden und wurden verworfen. Die LDsp- und
LDgo-Werte sind in der Anhangstabelle 35 aufgefiihrt. 53,1 % der Proben ergaben einen L Dsp-
Wert von > 16,1 ng PYR/ml. Die Verteilung der LDso-Werte ist in Abb. 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Verteilung der LDso-Werte der im LSHT fir PYR untersuchten Proben (n=64).
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Abbildung 18: Verteilung der LDso-Werte aus dem LSHT mit PYR (n=64).
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3.4.7 Larvenparalysetest

3.4.7.1Vorversuch Il1

Fur den LPT mit IVM wurden funf unabhéngige Wiederholungen im Paralellansatz mit zwel
Strongylidenpopulationen (L und M) durchgefihrt. in den

Anhangstabellen 32 und 33 aufgefiihrt. In Tab 23 und 24 sind die Mittelwerte der LDsp-,LDgs-

Die Ergebnisse sind

und der LDgg-Werte aus den finf Wiederholungsversuchen sowie die Standardabweichungen
dargestellt. Fur Population L betrug der arithmetische Mittelwert der LDso dler
Versuchsdurchgange 0,22 g IVM/ml mit einer Standardabweichung von 0,20. Population M
lag mit seinem LDso-Wert bel 0,36 ng IVM/mI. Die Standardabweichung betrug hier 0,14.
Die beiden Populationen unterschieden sich nicht signifikant im Anteil der paralysierten
Larven (p=0,964). Beide Populationen galten als IVM-sensibel. Auch fur IVM gibt es keine
Referenzwerte aus der Literatur fir eine IVM-Resistenz im LPT mit kleinen Strongyliden.
Der Mittelwert der LDsp von Population M zuziiglich der dreifachen Standardabweichung soll

hier als Anndherungswert flr eine mogliche Resistenz gewertet werden (0,64 mg IVM/ml).

Wiederhol ung LDsg LDgg LDgg

[ug IVM/mI] [Mg IVM/mI] [ug IVM/mI]

1 0,03 (£ 0,04) 1,97 (= 2,14) 2,61 (x1,13)

2 0,19 (= 0,02) 2,09 (£ 2,08) 2,71(x 1,20)

3 0.13 (= 0,01) 2,02 (£ 2,11) 2,64 (+ 1,16)

4 0,57 (= 0,33) 2,29 (£ 1,91) 2,86 (£ 1,32)

5 0,20 (= 0,05) 2,10 (= 2,06) 2,73 (x 1,22)
Mittelwerte 1-5 0,22(+ 0,20) 2,09 (= 0,86) 2,71 (£ 0,10)

Tabdlle 23: Arithmetische Mittelwerte der LDsg-, LDgg- und der LDgg-Werte aus den funf

Wiederholungen des Vorversuchs 11 mit der Population L.
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Wiederhol ung LDsg LDgg LDgg
[ug IVM/mI] [ng IVM/mI] [ng IVM/mI]
1 0,22 (£ 0,20) 2,17 (x 2,00) 2,84 (+ 1,24)
2 0,36 (£ 0,15) 2,16 (+ 2,01) 3,88 (+ 1,25)
3 0.22 (£ 0,13) 2,06 (x 2,05) 2,66 (+ 1,20)
4 0,55 (£ 0,22) 3,06 (+ 1,97) 3,89 (+ 1,27)
5 0,44 (£ 0,022) 2,23 (£1,97) 2,82 (£ 1,27)
Mittelwerte 1-5| 0,36(x 0,14) 2,34 (1,02 3,22 (+ 0,61)

Tabelle 24: Arithmetische Mittelwerte der LDsg-, LDgg- und der LDgg-Werte aus den funf

Wiederholungen des Vorversuchs |1 mit der Population M.

3.4.7.2Versuch Il

Der LPT mit IVM wurde an 77 Tieren in 10 Betrieben durchgeftihrt. 14 der Tests konnten

nicht ausgewertet werden und wurden verworfen. Die LDsg- und LDgg-Werte sind in der

Anhangstabelle 19 aufgefuhrt. 60,3 % der Proben ergaben einen LDso-Wert von > 0,63 ny

IVM/ml (s. Abb. 311). Die Verteillung der LDso-Werte ist in Abb. 18 dargestdlit.
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Abbildung 19: Verteilung der LDso-Werte der im LPT fir VM unter suchten Proben (n=63)
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Abbildung 20: Verteilung der LDso-Werte aus dem LPT mit IVM (n=63).

348 PCR

In den Abb. 21 — 24 sind exemplarisch die Ergebnisse der Real-time PCR dargestellt. Bei
Abb. 21 handelt es sich um die Ergebnisse eines Standards fur die T-Sonde. Jede Kurve stellt
die Fluoreszenzentwicklung in einer Probe dar. Je mehr DNA in einem Ansatz war, umso
friher stieg die Kurve Uber den Schwellenwert. Die Menge an Ausgangs-DNA wurde mittels
des C-Wertes charakterisiert. Die Standards wurden in Konzentrationen von 10" — 10° Kopien
eingesetzt. Die Ci-Werte firr die A-Sonde lagen in dem Bereich von 20,83 (10°) — 35,82 (10%).
Eine Zehnerpotenz bei den Kopien machte einen G-Wert-Unterschied von ca. 3,0 aus. Die
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Variationskoeffizienten (VK) betrugen 1,93 % — 4,29 % mit einem arrithmetischen Mittelwert
von 2,79 % (x 0,75) (s. Anhangstabelle 37).
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Abbildung 21: Beispiel der Sandardkurve in der Real -time PCR.
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Abbildung 22: Nachweis des Genotyps TTC/TAC in einer Larvenpréparation in der Real-time
PCR

Die Larven, dieim Codon 200 im 3-Tubulin den Genotyp TTC/TTC aufwiesen wurden in der
PCR durch einen Fluoreszenzanstieg in den Ansdtzen mit der T-Sonde erkannt. Larvent DNA
mit dem Genotyp TAC/TAC fluoreszierte nur in Anwesenheit der A-Sonde, wahrend
Heterozygote mit dem Genotyp TTC/TAC mit beiden Sonden Fluoreszenz entwickelten.
Beispiele fUr die drei Genotypen sind in den Abb. 22 — 24 dargestellt.
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Abbildung 23: Nachweis des Genotyps TAC/TAC in einer Larvenpréparation in der Real-time
PCR.
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Abbildung 24: Nachweis des Genotyps TTC/TTC in einer Larvenpraparation in der Real-time
PCR

Mit der Real-time PCR wurden 53 adulte Wirmer aus 8 verschiedenen Arten (Cc. Nassatus,
Cc. Insigne, Cc.s elongatus, Cc. Radiatus, Cy. Catinatum, Cy. Coronatus, Cy. Pateratum,
Cylicostephanus hybridus) untersucht. Zudem wurden dritte Larven aus Kotproben funf
verschiedener Pferde der Feldstudie im Einzelansatz charakterisiert. Die Pferde waren ale
mittels des LSHT und des EZRT als BZ-resistent getestet worden (mittlerer EZR 46,6 %,
mittlerer LDso-Wert 0,16 ng TBZ/ml). Die Adulten sowie die Larven konnten anhand der
Ergebnisse der Rea-time PCR eindeutig den drei verschiedenen Genotypen TTC/TTC,
TTC/TAC und TAC/TAC zugeordnet werden. Die Wiederholung der DNA-Proben der
adulten Wirmer ergab Ubereinstimmende Resultate (s. Tab. 36).
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Von den adulten Wirmern ergaben 23 deutliche G-Werte mit der T-Sonde (33,0 + 3,6), aber
auch in einigen Fallen sehr hohe Ci-werte mit der A-Sonde (39,6 £ 1,2) und wurden somit als
homozygot fur TTC eingestuft, da Ct-Werte = 39,0 nicht als positiv galten (s. 3.3.12). Die C;-
Werte von 27 Wirmern, die als heterozygot diagnostiziert wurden, lagen bel 29,0 (+ 5,0) fur
die T-Sonde und 29,1 (x 4,3) fUr die A-Sonde. Der mittlere Variationskoeffizient (VK) der Ci-
Werte lag bel den fir TTC homozygoten Wirmern bei 1,6 % (x 2,4%) und 7,4 % (x 3,5 %)
fur die A-Sonde bzw. die T-Sonde. Bei den heterozygoten Wirmern lag der mittlere VK bel
11,1 % (£ 17,4%) und 11,2 (16,6 %) bei A und T-Sonde entsprechend. Ein Wurm, der als
homozygot fur TAC eingestuft wurde, zeigte Ct-Werte von 32,58 (x 0,08) fur die A-Sonde
und von 40,0 (x 0,0) fur die T-Sonde.

Die Genotyp-Vertellung der Larven der einzelnen Tiere ist in Abb. 25 dargestellt. Die
Genotypen waren bel den einzelnen Pferden folgendermal3en verteilt (Proben Nr.: l/a 22
Larven; 1/b: 16 Larven; 1/c: 24 Larven; 1/d: 23 Larven; 2/a: 17 Larven): Genotyp TTC/TTC
wurde bel 31,3 — 52,9 % und Genotyp TTC/TAC bei 30,4 — 68,8 % der Larven gefunden,
wahrend die Haufigkeit des Genotyps TAC/TAC zwischen 0 — 26,1 % lag.

In alen Untersuchungen blieben die Negativkontrollen sowie die Ansdtze mit heterologer
DNA ohne C;-Wert.
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Abbildung 25: Genotyp-Verteilung einzelner dritter Larven aus den Proben 1/a, 1/b, 1/c, 1/d
und 2/e, die mit der Real -time PCR untersucht wurden (n=105).
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Die Verteilung der gesamten LarvenErgebnisse aus der Real-time PCR ist in Abb. 26
dargestellt. 41,3 % der untersuchten dritten Larven zeigten den Genotyp TTC/TTC. 50,9 %
hatten den Genotyp TTC/TAC und 7,8 % den Genotyp TAC/TAC. Die arithmetischen Mittel
der C-Werte fir die verschiedenen Allele betrugen bei dem Genotyp TTC/TTC 34,7 (£ 2,8),
bei dem Genotyp TTC/TAC 32,3 (x 3,0) bzw. 31,5 (= 2,6) fur die A- Sonde und die T-Sonde
sowie 32,1 (£ 1,0) fr den Genotyp TAC/TAC. Daraus ergaben sich Allelhaufigkeiten von
66,7 % fur das Allel TTC und 33,3 % fir das Allel TAC in einer phéanotypisch resistenten
Population.

8%

41%

51%

] TTC/TTC
= TTC/TAC
Bl TAC/TAC

Abbildung 26: Genotyp-Verteilung der in der Real-time PCR untersuchten dritten Larven
(n=105).

349 Korrdation der Parameter

Der EZRT fand in 55 % der Félle BZ-Resistenz, wahrend mit dem LSHT fir die gleichen
Tiere 75 % der Proben als resistent galten (s. Tab. 38). Die Ergebnisse des EZRT und des
LSHT far FBZ, bzw. TBZ korrelierten bei 66,7 % der Proben. Fur 48,3 % zeigten beide Tests
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nach den festgesetzten Kriterien (EZR < 90%; LDsp > 0,1 ng TBZ/ml) Resistenz an, wahrend
bei 18,3% beide Tests BZ-Sensibilitét anzeigten. In 33,3% der Félle gaben die Tests
unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich des Resistenzstatus. Bel 73,3 % der Proben zeigte
mindestens ein AR-Test Resistenz an (n=60) (s. Abb. 27). Die Ubereinstimmung der beiden
Tests it signifikant (p=0,025).

80

~
o

(o)}
o

(o))
o

Enach EZRT oder LSHT
resistent

Onach EZRT und LSHT
resistent

w
o

Anteil der Proben in [%]
) IN
o o

=
o

o

EZRT LSHT
Art des Resistenztest

Abbildung 27: Zusammenfassende Darstellung der Resistenzlage gegen BZ in 10 Betrieben
nach EZRT und LSHT (n=60).
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Proben und Technik der Kotuntersuchung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Verbreitung von kleinen Strongyliden und das Auftreten
von AR be Pferden in Niedersachsen untersucht. Des Weiteren wurden von jedem
untersuchten Betrieb Daten hinsichtlich der Tierhaltung, des Entwurmungs- und des
Weidemanagements erhoben. Die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen werden im
folgenden diskutiert.

Fir eine dtatistisch gesicherte Auswertung war die Untersuchung von mindestens 62
Betrieben erforderlich. Die Berechnung dieser Stichprobengroéfie erfolgte nach BOCK (1998)
(s. 3.3.13). Es wurde hierfir von einer Pravalenz fur kleine Strongyliden von 80 %
ausgegangen, wie es in vielen Untersuchungen in der Literatur beschrieben wurde (GAWOR
1995; ECKERT 2000). Fir die Berechnung der StichprobengrofRe wurde eine
Grundgesamtheit aler pferdehaltenden Betriebe in Niedersachsen von 19.500 angenommen.
Da es keine Registrierungspflicht fur diese Tierart in Deutschland gibt und Pferde heutzutage
auch nicht mehr in der Viehzéhlung erfasst werden, wurde von den Z&hlungen der FN
ausgegangen. Diese erfasst alerdings nur FN-registrierte Betriebe. Obwohl die wahre
Grundgesamtheit aller pferdehaltenden Betriebe vermutlich hoher liegt als der hier
Ubernommene Wert, stellt die Zdhlung der FN den einzigen Anhaltspunkt fur die Anzahl der
Betriebe in Niedersachsen dar. Trotz der Abweichung der angenommenen von der hier
ermittelten Pravalenz fur kleine Strongyliden von 39,8 % und obgleich der angenommene
Wert fur die Grundgesamtheit der Betriebe moglicherweise vom wahren Wert abweicht, kann
dennoch davon ausgegangen werden, dass die gesammelte Stichprobe représentativ ist, dadie

Ergebnisse der Kotuntersuchung innerhalb des 95 %-Konfidenzintervalls liegen.

Untersucht wurden 64 Betriebe, die sich in Nutzungsart, Haltung, Tieranzahl, Rasse, Weide-
und Entwurmungsmanagement unterschieden, so dass man die gefundenen Ergebnisse als
représentativ fur diese Kriterien betrachten kann. Regionale Unterschiede wurden ebenfalls
berlicksichtigt, da die untersuchten Betriebe sich auf verschiedene Regionen der
Regierungsbezirke Hannover, Lineburg und Braunschweig verteilten (s. Abb. 6). Die
Probennahme umfasste die Monate August bis November 2000 und Mé&rz bis Dezember 2001.
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Es handelte sich Uberwiegend um die Monate der Weidesaison. Hierbel ist zu
berticksichtigen, dass es bel kleinen Strongyliden Unterschiede in der Prévalenz in
Abhangigkeit von der Jahreszeit gibt und im Frihling sowie im Herbst mit einem besonders
hohen Infektionsrisiko zu rechnen ist (REINEMEY ER 1986; ECKERT 2000). Um Jahreszeit-
bedingte Unterschiede zwischen verschiedenen Betrieben hinsichtlich der Pravalenz kleiner
Strongyliden zu vermeiden, wére es wunschenswert gewesen, die Proben im gleichen
Zeitraum zu sammeln. Aufgrund des grof3en Arbeitsaufwandes und der Abhangigkeit von den

Pferdebesitzern hinsichtlich der Probennahmetermine war dies nicht moglich.

Eine Voraussetzung fur die Auswahl der Betriebe war, dass die letzte Wurmkur mindestens
zwel Monate zuriickliegen musste. Die Prapatenz von kleinen Strongyliden betrégt aber
zwischen 5,5 und 14 Wochen (ECKERT 2000). Es bleibt daher zu beriicksichtigen, dass
Pferde, die zur Zeit der Probennahme infiziert waren, sich aber noch in der Prépatenz

befanden, nicht als MDS-positiv diagnostiziert werden konnten.

Die hier verwendete modifizierte McMaster-Methode, die haufig in der Diagnostik eingesetzt
wird, zeigt eine Probe erst ab 50 EpG als positiv an und ist somit nicht sehr sensitiv. Fir die
Feststellung der Prévalenz kleiner Strongyliden wurde von jedem Tier nur einmal eine Probe
genommen. Die Eiausscheidung kann bei kleinen Strongyliden aber zu unterschiedlichen
Zeitpunkten stark variieren, und die Hohe des EpG l&sst keinen direkten Rickschluss auf die
Befalsintensitdt beim Einzeltier zu (ECKERT 2000). Eine negative Kotuntersuchung
wiederum kann eine Infektion nicht ausschlief3en. Eine genauere Untersuchung wére anhand
mehrerer Proben eines Tieres zu unterschiedlichen Zeitpunkten mdglich gewesen, was aber
aus Grinden der Praktikabilitét nicht durchfhrbar war. Trotz der oben genannten Nachteile
stellt die modifizierte McMaster-Methode die praktikabelste Methode fir einen hohen
Probendurchsatz dar. Obgleich es nur eine schwache Korrelation zwischen der Hohe des EpG
und der Wurmburde beim Einzeltier gibt, eignet sich diese Methode fur die Herdendiagnostik.
Nach ECKERT (2000) konnen bei Berlcksichtigung des Alters der Tiere und
epidemiologischer Faktoren hohe Eizahlen im Kot als Hinweis auf eine hohe Befallsintensitét

gewertet werden.
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4.2 Kotproben- und Fragebogenunter suchung

Die in der hier durchgefiihrten Kotprobenuntersuchung ermittelte Pravalenz von MDS bei
1.383 Pferden betrug 39,8 %. Dieses Ergebnis unterscheidet sich von den haufig in der
Literatur fur Strongyliden beschriebenen Prévalenzen von 80 — 100 %, welche aber haufig auf
Befunde an Schlachttieren zuriickgehen. Diese erlauben eine prazisere Ermittlung der
Pravalenz als die Kotuntersuchung (GAWOR 1995; ECKERT 2000). ULLRICH (1987) fand
mittels der modifizierten McMaster-Methode bel Pferden in NordrheinWestfalen eine
Pravalenz von 61,3 % fur MDS. Aufgrund der schon beschriebenen Problematik von geringer
Sensitivitdt des Untersuchungsverfahrens, Prépatenz des Erregers und der Variabilitét der
Eiausscheidung ist die tatsichliche Befallsrate vermutlich wesentlich héher anzunehmen.
Geht man davon aus, dass die Pferde eines Betriebes, die Weidegang haben, dem gleichen
Infektionsrisiko ausgesetzt sind und die Untersuchungsmethode eine Spezifitdt von 100 %
betrégt, kann ein Betrieb als infiziert betrachtet werden, sobald mindestens ein Tier positiv
getestet wird. Auf Betriebsebene ergibt sich also nach diesem Kriterium fur MDS eine
Pravalenz von 94,5%. Nur bel 55 % der Betriebe waren ale Proben negativ. Um die
tatséchliche Préavalenz der Einzeltiere festzustellen, missten wahrend der gesamten Dauer der
Prépatenz regelméldig Proben der Einzeltiere untersucht werden. Genaue Aussagen Uber die
Befallsintensitét lief?en sich nur anhand von ausgiebigen Untersuchungen an Schlacht- oder
Sektionspferden machen. Die Pravalenz von Spulwirmern lag bel der Einzeltieruntersuchung
bei 0,36 %, die von Bandwirmern bei 0,21 %. BEELITZ und GOTHE (1997) wiesen eine
Pravalenz von 5,5 % fur Spulwurmbefall bel Pferden in Oberbayern nach. Sie fihrten die
niedrige Pravalenz darauf zuriick, dass sich bei Fohlen ab 6 Monaten eine Immunitét gegen
Spulwirmer ausbildet. Da in der vorliegenden Arbeit nur Tiere untersucht wurden, die alter
as 6 Monate waren, ist die hier gefundene niedrige Pravalenz vermutlich darauf
zuriickzufihren. BEHRENS (2001) fand bei der Untersuchung von Einzelkotproben bel
Pferden in Niedersachsen in dem Zeitraum von Oktober 1989 bis Juni 1999 eine Prévalenz fir
Bandwirmer von 3 %, auf Betriebsebene allerdings stellte sie eine Prévalenz von 35,2 % fest.
BEELITZ und GOTHE (1997) sellten in einer Untersuchung von funf bayrischen
Zuchtbetrieben von Mai 1994 bis August 1995 bel 25,2 % der 127 untersuchten Pferde
Bandwurmer fest. Sowohl BEHRENS (2001) as auch BEELITZ und GOTHE (1997) fuhrten
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in ihren Untersuchungen Anreicherungsverfahren mit Zinksulfat durch, welche sensitiver sind
als die hier verwendetete modifizierte McMaster-Methode. Das erkléart, warum die in diesen
Untersuchungen gefundene Prévalenz von Bandwirmern hoher liegt as die in der

vorliegenden Arbeit gefundene Pravalenz.

Die Betriebe, die in den Jahren 2000 und 2001 untersucht wurden, unterschieden sich
hochsignifikant hinsichtlich der mittleren EpG-Werte und der Anzahl der positiven Proben
(p<0,001) (s. Abb. 8). Eine niedrige Infektionsrate kann auf ein gutes Entwurmungs- und
Weidemanagement zuriickzufihren sein aber auch biologische oder klimatische Griinde
haben. Bezuglich der Betriebsdaten, des Entwurmungs- und des Weidemanagements konnten
zwischen den Betrieben aus den zwei Probenjahren keine Unterschiede festgestellt werden.
Auch die Analyse der Wetterdaten in bezug auf Temperatur- oder Niederschlagsunterschiede
zwischen den beiden Jahren ergab keine Signifikanzen, die dieses Phanomen erklaren
koénnten. Die Ursache fur die Diskrepanz der mittleren EpG-Werte und der Infektionsrate ist

unklar.

In alen Altersgruppen konnten positive Kotproben festgestellt werden. Jungtiere < 2 Jahren
schieden hochsignifikant haufiger Eier aus als dltere Tiere. Auch bel Tieren zwischen 2 und 5
Jahren wurden haufiger Eier gefunden as bel Tieren > 5 Jahren (p<0,001) (s. Tab. 4). In
dieser Untersuchung konnte die von HERD und GABEL (1990) und von BOERSEMA et d.
(1996) festgestellte Haufung des Strongylidenbefalls bel Jungtieren bestdtigt werden. Sie
erklarten dieses Phdnomen mit einer noch nicht so stark entwickelten Abwehrlage bei
Jungtieren. Dies fuhrt zu einer erhdhten Ansammlung inhibierter Larven in der Mukosa, auf
welche die Anthelminthika keine ausreichende Wirkung haben. In den letzten Jahren wurden
vermehrt Versuche zur Immunitétsentwicklung bei Pferden im Zusammenhang mit
Strongylideninfektionen durchgefihrt (MONAHAN et a. 1997, 1998, CHAPMAN et al.
2002). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich bei &dlteren Tieren im Vergleich zu
Jungtieren eine Teilimmunitdt gegen kleine Strongyliden ausbildet. Allerdings werden auch
bei dlteren Tieren massive Strongylideninfektionen beobachtet. Ob und in wie weit kleine

Strongyliden beim Pferd eine Immunantwort hervorrufen ist bisher noch nicht geklért.

Es konnten in der vorliegenden Untersuchung hinsichtlich Rasse und Geschlecht keine
signifikanten Unterschiede bel der Eiausscheidung festgestellt werden (p>0,3) (s. Tab. 5 u. 6).
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Die Untersuchung der Pferde auf eine Abhangigkeit zwischen der Ausscheidung von MDS-
Eiern und der Léange des Weidegangs ergab signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Untersuchungsgruppen (s. Tab. 7). Die Tiere, die stundenweise Weidegang
hatten, zeigten eine weniger positive Proben als die Tiere, die in den Monaten Mai bis
Oktober den ganzen Tag auf der Weide waren (p=0,034). Uberraschenderweise wurden bei
den Tieren, die den ganzen Sommer Weidegang hatten signifikant weniger positive Proben
gefunden als bei den Tieren, die von morgens bis abends wahrend der Weidesaison auf der
Weide standen (p=0,006). Wie zu erwarten, hatte erstere Gruppe auch eine niedrigere
Befdlsrate ds die Tiere, die ganzjdhrig Weidegang hatten. Wenn man davon ausgeht, dass
mit zunehmender Dauer des Weidegangs das Infektionsrisiko steigt, dann Uberrascht es, dass
die Tiere, die stundenweise auf der Weide standen, sich in der Haufigkeit der Eiausscheidung
nicht von den Tieren unterschieden, die den ganzen Sommer Weidegang hatten. Diese beiden
Gruppen aber zeigten weniger positive Proben als die anderen Kategorien. Zur Uberpriifung
der Bedeutung dieser Ergebnisse sind weitere Untersuchungen notwendig. In der Literatur

wurden solche Beobachtungen bisher nicht beschrieben.

Die untersuchten Betriebsarten wurden in funf Kategorien eingeteilt. In jeder Betriebsart
wurden MDS-Eier nachgewiesen (s. Tab. 8). Aufféllig war eine signifikant hthere Anzahl
positiver Proben in Zuchtbetrieben mit mehr als 20 Tieren (p<0,001). Auch die Zuchtbetriebe
mit weniger Pferden zeigten eine hohere Befallsrate als die Ubrigen Betriebe, auch wenn der
Unterschied nicht gignifikant war. Diese Beobachtung ist damit zu erkldren, dass
Zuchtbetriebe generell einen htheren Prozentsatz an Jungtieren und Fohlen halten. Wie auch
in diesen Untersuchungen beobachtet, wird bel Jungtieren haufig eine wesentlich hohere
Infektionsrate festgestellt, was das Kontaminationsrisiko fur die Ubrigen Pferde erhoht.
Weitere Merkmale von Zuchtbetrieben, welche hohe Infektionsraten beginstigen, sind ein
reger Tierverkehr und héhere Besatzdichten der Weiden (OSTERMAN LIND et al. 1999).

Bei der Analyse des Vorkommens Strongylidenpositiver Pferde bei Betrieben mit
unterschiedlichen Tierzahlen wurde festgestellt, dass Pferde aus Betrieben mit Tierzahlen
> 70 signifikant haufiger mit MDS infiziert waren as die Tiere aus kleineren Bestanden
(p=0,006) (s. Tab. 9). In der vorliegenden Untersuchung unterschieden sich die Betriebe mit >
70 Pferden hinsichtlich Betriebsart oder Weideflache nicht von den Ubrigen Betrieben.

Allerdings konnten keine Informationen hinsichtlich der Besatzdichte der Weiden ermittelt
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werden, da die genauen Weidegrof3en nicht bekannt waren und der Besatz wechselte. Obwohl
Bestande mit grofzeren Tierzahlen auch mehr Betriebsflache besalen, ist es trotzdem méglich,
dass die Besatzdichte im einzelnen grol3er war als bei anderen Betrieben, was einen hoheren
Infektionsdruck verursacht hétte und eine mogliche Erklarung fur eine hohere Befallsrate

ware.

Bel 70,3 % der Betriebe wurden die Tiere auf wechselnden Weiden gehalten (s. Tab. 10).
Uberraschenderweise hatten diese Betriebe eine signifikant hohere Befdlsrate as die
Betriebe, die auf ihren Weiden keinen Weidewechsel durchfiihrten. Auch bei den Betrieben,
die die Beweidung der Betriebsflachen durch Pferde, Wiederkauer, Wildwiederk&uer oder
Esel abwechselten, wurden mehr positive Pferde festgestellt als bei den Betrieben, deren
Weiden nur durch Pferde genutzt wurden (p<0,01) (s. Tab. 13). Allerdings waren keine
Informationen darlber erhdltlich, wie lange die einzelnen Weiden bis zur Wiederbeweidung
brach lagen bzw. wie haufig zwischen den Tierarten gewechselt wurde. Der Umitrieb der Tiere
auf eine in dieser Weidesaison noch nicht durch Pferde genutzte Weide in Kombination mit
einer anthelminthischen Behandlung fihrte in anderen Untersuchungen zur Reduktion des
Infektionsdruckes (RIBBECK 1997; LYONS et al. 1999). Die Weiden missen lange genug
brach liegen, damit die freilebenden dritten Larven absterben. Der gleiche Effekt tritt ein,
wenn Wiederkduer fir mehrere Monate Pferdeweiden abgrasen, da sie die Dichte der
Strongylidenlarven durch Aufnahme beim Grasen verringern, selbst jedoch nicht infiziert
werden (EYSKER et al. 1983; LYONS et a. 1999). Moglicherweise lagen die Weiden bei
den betreffenden Betrieben nicht lange genug brach bzw. wurde vielleicht der Weidewechsel
in zu kurzen Abstanden durchgefiihrt. Dies hétte eine Reduktion der freien Larven verhindert.
Das wurde alerdings nicht erkléren, warum die Befallsrate sogar hther war asin den tbrigen
Betrieben. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die Bedeutung dieser Ergebnisse

festzustellen. In der Literatur finden sich keine Hinweise auf eine mdgliche Erkl&rung.

Wie auch bel anderen Untersuchern beschrieben (DUNCAN 1985; HERD 1986a; HERD u.
COLE 1995) bewirkten weidehygienische Malinahmen wie das Absammeln von Kot und das
Entfernen von Geilstellen von der Weide signifikant niedrigere Befallsraten mit kleinen
Strongyliden (p=0,001) (s. Tab. 11 u. 12). Die Entfernung des Kotes von der Weide bewirkt
eine Reduktion der frellebenden dritten Larven und somit eine Senkung des
Infektionsdruckes. Je haufiger diese Mal3nahme durchgeftihrt wird umso effektiver ist die
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Larvenreduktion. Zudem verringert sie die Ausprégung von Gellstellen, welche ein
Kontaminationsrisiko darstellen da sie den Larven Schutz vor Austrocknung bieten und die
von den Pferden beweidete Fléche verkleinern. Das Entfernen der Geilstellen fihrt daher
ebenfalls zu einer Senkung des Infektionsdrucks (HERD 1986a; ABBOTT 19983, 1998b).

Bel dem Einsatz verschiedener DUngemittel ergaben sich signifikante Unterschiede in bezug
auf die Infektionsrate mit kleinen Strongyliden. Wie zu erwarten fihrte der Einsatz von
Pferdemist zu einer wesentlich hdheren Befdlsrate as der Einsatz von Mineraldiinger. Dies
ist dadurch zu erkléren, dass man mit dem Kot noch zusétzlich infektiose Larven auf den
Weiden verteilt und damit den Infektionsdruck erhoht (HERD 1986a; LY ONS et al. 1999).
Uberraschenderweise wurden bei den Betrieben, die keinen Diinger verwendeten, weniger
positive Proben festgestellt als bel den Betrieben, die Mineraldiinger einsetzten (s. Tab. 14).
Da die freilebenden dritten Larven keine Nahrung mehr aufnehmen, erscheint eine positive
nutritive Wirkung des Mineraldiingers unwahrscheinlich. Méglicherweise enthélt er aber
Stoffe, die fur die Entwicklung der ersten und zweiten Larven, welche sich von Bakterien im
Kot erndhren, von Nutzen sind. Eine weitere Erkldrung fur die Beglnstigung der
Strongylidenlarven durch die Anwendung von Dingemitteln ist vielleicht die Tatsache, dass
das Gras auf gediingten Weiden schneller und héher wachst und den Larven somit mehr
Schutz vor Austrockung bietet.

In Betrieben mit unterschiedlicher Stallhaltung waren hochsignifikante Unterschiede bei den
Befalsraten mit Strongyliden festzustellen. Pferde, die auf Tiefstreu standen, welche nur im
Abstand von mehreren Wochen gewechselt wurde, waren haufiger positiv fur MDS-Eier as
Tiere, die taglich gemistet wurden (p<0,001) (s. Tab. 15). Die tagliche Entfernung des Kotes
aus der Box fuhrt zu einer drastischen Reduktion der infektidsen Larven und erklart, warum

Tiere aus dieser Stallhaltung eine niedrigere Befallsrate zeigten.

Alle Betriebe wurden zu ihrem Entwurmungsmanagement befragt. Es stellte sich heraus, dass
die Entwurmung ausnahmslos nach einem eigenen bzw. vom Tierarzt aufgestellten
Prophylaxeplan durchgefiihrt wurde. Tiere, die kimmerten, wenig fral2en, deren Fell schlecht
war, oder die Durchfall hatten, wurden oft haufiger entwurmt ohne eine Diagnose durch eine
Kotuntersuchung zu stellen. Kotuntersuchungen wurden nur dann durchgefiihrt, wenn trotz
Behandlung oben genannte Symptome nicht verschwanden. Die Dosierung erfolgte auf allen

Betrieben anhand des geschétzten KGW des Einzeltieres. Allerdings wurde pro Tier maximal
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eine Packung eines Anthelminthikums verabreicht, deren Wirkstoffmenge nur fur 600 Kg
KGW ausreicht. Diese Art der Parasitenkontrolle ist bei vielen Pferdebesitzern verbreitet und
wurde auch in anderen Untersuchungen bestétigt (LENDAL et al. 1998; KAPLAN 2002). Die
oben genannten Methoden fihren durch einen erhthten Selektionsdruck auf resistente
Parasiten zu einem schnellen Wirkungsverlust von Anthelminthika (HERD 1992; LY ONS et
al. 1999; KAPLAN 2002).

Die Hélfte der in der vorliegenden Studie untersuchten Betriebe hatte as letztes Préparat vor
Beginn dieser Untersuchung Vertreter aus der Wirkstoffklasse der ML eingesetzt. Bei diesen
Betrieben war eine hochsignifikante Reduktion der Befallsrate mit Strongyliden nachweisbar
(p<0,001) (s. Tab. 17). Dies ist eventuell ein Grund, warum nur bei 39,8 % der untersuchten
Tiere MDS festgestellt werden konnten, da IVM, wie in den hier durchgefihrten EZRT
erwiesen, eine 100 % Wirkung zeigt. Die Tatsache, dass bis zu 90,6% der in der
vorliegerden Arbeit untersuchten Betriebe zusédtzlich zur Anthelmintikabehandlung
verschiedene weidehygienische Kontrollmal3nahmen durchfihrten, ist vermutlich ein weiterer

Grund, warum die MDS-Prévalenz so niedrig war.

In alen auf AR untersuchten Betrieben wurde BZ-Resistenz festgestellt. Es war daher nicht
festzustellen, ob sich BZ-sensible Betriebe in der Art des Entwurmungs- und des
Weidemanagements signifikant von BZ-resistenten Betrieben unterschieden. Signifikante
Unterschiede hinsichtlich der oben genannten Kriterien konnten auch zwischen Betrieben mit
unterschiedlicher Anzahl an BZ-resistenten Pferden nicht festgestellt werden. Das kann darauf
zurickzufiihren sein, dass unterschiedliche Strategien des Entwurmungs- und des
Weldemanagements vielleicht keinen Einfluf3 auf die Entwicklung und das Fortschreiten von
BZ-Resistenz haben. Allerdings liegt die Vermutung nahe, dass Maldnahmen, die eine
Reduktion des Parasitenbefalls bewirken, auch eine Reduktion der resistenten Population zur
Folge haben. ULLRICH (1987) fard bei der Untersuchung von Pferden in Nordrhein
Westfalen keinen Zusammenhang zwischen Weidemanagment und dem Auftreten von AR.
KELLY et a. (1981) wiederum stellten bei Gestiiten, die keine Weidepflege betrieben, ein
hohes Resistenzvorkommen fest. Nach BJJRN et a. (1991) waren Faktoren wie haufige
Anwendung von Anthelminthika, insbesondere derselben Wirkstoffgruppe, Unterdosierung,
permanente Standweiden, hohe Besatzraten und das Aufstallen von Gastpferden ohne

anthelminthische Behandlung haufig verantwortlich fir das Entstehen von AR.
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Moglicherweise haben diese Faktoren aber nur einen Einfluss auf Populationen mit einer
schwachen BZ-Resistenz. Vidleicht war die BZ-Resistenz in der vorliegenden Untersuchung

schon zu weit fortgeschritten, um noch durch diese Mal3nahmen beeinflusst zu werden.

Umstandehalber konnte im Rahmen dieser Untersuchung weder eine Unterscheidung
zwischen grof3en und kleinen Strongyliden noch eine Artdiagnose der kleinen Strongyliden
durchgefuhrt werden. Andere Untersucher fanden in verschiedenen Studien, dass die grof3en
Strongyliden in den letzten Jahren immer seltener auftraten (OGBOURNE 1976; HERD u.
GABEL 1990; GAWOR 1995; YOUNG et al. 1999; WITZENDORFF 2001; KAPLAN
2002). Daher liegt die Vermutung nahe, dass die in den Kotproben der vorliegenden
Untersuchung nachgewiesenen MDS-Eier Uberwiegend von kleinen Strongyliden stammten.
Im Vergleich zu den kleinen Strongyliden ist bel den Strongylusarten noch keine AR
nachgewiesen worden, was KELLY et a. (1981) darauf zurtckfihren, dass grof3e
Strongyliden mit 6,5 — 11 Monaten eine wesentlich langere Prdpatenz haben (ECKERT
2000). Die kleinen Strongyliden dagegen konnen unter guten Bedingungen in einem Jahr in
zwei bis drei Generationen auftreten, was den Selektionsdruck auf resistente Wirmer erhoht.
Die fehlende AR bei den grof3en Strongyliden wiederum erklart den starken Rickgang der
Pravalenz, da die haufig eingesetzten Anthelminthika immer noch volle Wirksamkeit gegen

Adulte und Larven dieser Arten haben.

Wie oben erwahnt handelt es sich bei retirlichen Infektionen mit kleinen Strongyliden in den
meisten Fallen um Mischpopulationen unterschiedlicher Zusammensetzung. Da die Hohe der
Eiausscheidung unterschiedlicher Arten variieren kann und EpG-Werte nur schwach mit der
Hohe der Wurmburde korreliert sind (s. 0.), ist eine Artdifferenzierung hinsichtlich der
Befallsintensitét mit verschiedenen Arten aus den Larven einer einzelnen Kotprobe nicht sehr
aussagekréftig (BAUER 1986; REINEMEY ER 1986; NIELSON et al. 1989; GAWOR 1995).
Zudem haben die einzelnen Arten unterschiedliche Bedeutungen hinsichtlich der Pathogenitét
und der Resistenzentwicklung. Um genauen Einblick in die Artenbeteiligung einer Infektion

Zu gewinnen ist, die Untersuchung mittels Sektion notwendig.
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4.3 Eizahlreduktionstest und L arvenschlupfhemmtest
4.3.1 Benzimidazole

Nach den Kriterien von BAUER (1986) konnte mittels des EZRT mit FBZ bel insgesamt
55% der in der vorliegenden Studie untersuchten Pferde Resistenz gegen BZ ermittelt
werden. Auf jedem Betrieb war mindestens ein BZ-resistentes Tier nachzuweisen. Bei 70 %
der Betriebe waren mehr als die Hélfte der Tiere resistent. Nach den Richtlinien der
W.A.AV.P. (COLES et a. 1992) wurde mittels des LSHT mit TBZ bel 75 % der gleichen
Proben BZ-Resistenz nachgewiesen. Auch mit diesem Test wurden bei alen Betrieben BZ-
resistente Pferde detektiert. Bel 90 % der Betriebe waren mindestens 50 % der untersuchten
Tiere resistent. Wie auch bei den Untersuchungen von VARADY et al. (2000) und CRAVEN
et a. (1999) korrelierten die Ergebnisse des EZRT und des LSHT wéahrend WITZENDORFF
(2001) keine Ubereinstimmung fand. VARADY et a. (2000) erklarten Diskrepanzen
zwischen den beiden Tests mit der Messung unterschiedlicher Wirkungen auf die Parasiten.
Wahrend der LSHT auf der oviziden Wirkung der BZ beruht, werden beim EZRT die adulten
Wirmer getttet. Beide aber messen eine verminderte Wirksamkeit eines Anthelmithikums,
daher sollte man von einem Resistenzgeschehen ausgehen, wenn auch nur einer der Tests
positiv ist. Die Tatsache, dass auf jedem Betrieb mit jedem Test mindestens ein Pferd positiv
auf BZ-Resistenz getestet wurde, deutet auf eine sehr hohe Pravalenz hin. Wirde man als
Definition fUr BZ-Resistenz statt des Schwellenwertes einer EZR von < 90 % einen Wert von
< 95 % annehmen, wie es von COLES et a. (1992) fur die Durchfihrung des EZRT beim
Schaf empfohlen wurde, dann stiege die Resistenzrate der untersuchten Proben auf 73,3 %. In
diesem Falle wirden 76,7 % der Ergebnisse des EZRT mit den Ergebnissen des LSHT

korrelieren im Vergleich zu 66,7 % bei einem Schwellenwert von < 90 %.

Bel zwel der Betriebe gab es grofRe Schwankungen bel den EZR der einzelnen Pferde,
obgleich die Tiere in der Regel auf den gleichen Weiden standen (s. Tab. 18). So konnten bei
Betrieb Nr. 1 EZR zwischen 0% - 87,8 % ermittelt werden. Bei Betrieb Nr. 8 war die EZR
bei vier Tieren 100 %, wdahrend sie bei einem Tier 0% war. Solche Streuungen der
Ergebnissen des EZRT sind auch bei anderen Untersuchungen festgestellt worden (NIELSON
et a. 1989; WITZENDORFF 2001). Eine mégliche Erklarung wére ein Unterschied in der
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Dosierung des applizierten Anthelminthikums aufgrund falscher Schétzwerte des
Korpergewichtes oder falscher Applikation mit Verlust des Medikaments. Um den
Schétzfehler gering zu halten, wurde das Gewicht immer von mindestens zwei Personen
geschétzt und die Dosierung mittels des htheren Wertes ausgerechnet. Bei der Applikation
wurde darauf geachtet, dass die Tiere die Substanz vollstdndig aufnahmen. Eine andere
Ursache fir die Schwankung der EZR kénnten individuelle Unterschiede der Absorption und
des Metabolismus einzelner Pferde sein (YOUNG et a. 2000). Mdglicherweise kommen
Schwankungen der EZR auch durch unterschiedliche Wirksamkeit der Anthelminthika auf
verschiedene Arten und Gattungen einer Mischpopulation zustande (NIELSON et al. 1989;
CRAVEN et a. 1999).

In der Diagnostik der BZ-Resistenz mittels des LSHT wird von COLES et a. (1992) ein
Schwellenwert fur die LDsp von 0,1 ng BZ/ml angegeben. LDso-Werte > 0,1ng BZ/ml sind
demnach ein Nachweis fur BZ-Resistenz. Diese Definition ist international anerkannt und
wird in vielen Untersuchungen as Kriterium verwendet, obgleich in einigen Untersuchungen
auch andere Grenzwerte fur Resistenz diskutiert wurden. In der vorliegenden Untersuchung
stand dieser Wert in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Vorversuche, bei denen der
LSHT mit der BZ-sensiblen Population P und der BZ-resistenten Population L durchgefihrt
wurde (s. Tab.19 u. 20). Dabel ergab sich fir die sensible Population P ein LDso-Wert von
0,06 (£ 0,01) g TBZ/ml und fir die resistente Population L ein LDso-Wert von 0,26 (+ 0,11)
ng TBZ/ml. Der sehr hohe Referenzwert bei Population L im Vergleich zu den Daten aus der
Literatur erklart sich durch die jahrelange Selektion dieser Strongylidenpopulation mittels
regelmaldiger BZ-Behandlung des Versuchstieres. Dies zeigt, dass das Resistenzniveau durch
dauerhafte Anwendung des gleichen Wirkstoffes gesteigert werden kann. Insgesamt wurden
bisher Schwellenwerte der LDsp flr BZ-Resistenz von 0,06 — 0,2 ng BZ/ml postuliert
(WHITLOCK et a. 1980; KELLY et a. 1981; BAUER 1983; ULLRICH 1987; IHLER u.
BJJRN 1996; WITZENDORFF 2001). IHLER u. BJJRN (1996) dstellten in ihren
Untersuchungen fest, dass ein LDsp-Wert von 0,1 ng BZ/ml ein deutliches Zeichen fir BZ-
Resistenz ist. Die Variabilitét der in der Literatur angegebenen Schwellenwerte fur BZ-
Resistenz ist vermutlich darauf zurlckzuftihren, dass sich die Methodik sowie die
untersuchten Populationen von Labor zu Labor unterscheiden (IHLER u. BJJRN 1996). Die

unterschiedliche Berechnung der LDsp-Werte kann ebenfalls eine Ursache fir das Auftreten
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unterschiedlicher Grenzwerte sein. In der vorliegenden Untersuchung wurde die
Larvenschlupfhemmung zu Probits transformiert, um die Dosis-Wirkungskurve als lineare
Beziehung darzustellen (s. Abb. 11). KELLY et a. (1981) transformierten die Daten
logarithmisch und die Prozentsitze des Larvenschlupfes in eine Arcus-Sinus-Funktion.
BAUER (1983) hingegen erstellte Dosis-Wirkungskurven ohne Transformation der Daten.

Eine andere Definition fir Resistenz im LSHT wurde von ULLRICH (1987) verwendet. Hier
wurde statt des LDso-Wertes der LDgs-Wert als Grundlage des Schwellenwertes eingesetzt.
Proben, die einen LDgs-Wert > 0,15 ng BZ/ml aufwiesen, wurden als resistent eingestuft. In
der vorliegenden Untersuchung wurden auch die LDgs-Werte mit den Ergebnissen der
Populationen P und L berechnet. Wahrend die sensible Population P mit einem Mittelwert
von 0,14 (= 0) ng TBZ/ml nur knapp unter dem Schwellenwert von 0,15 ng BZ/ml lag, ergab
Population L mit einem mittleren LDgs-Wert von 0,61 (= 0,3) ng TBZ/ml einen deutlich
hoheren Wert. Nach dieser Definition wéren 97,2 % der untersuchten Pferde resistent. Der
Vortell der Erhebung einer LDgs liegt darin, dass nur eine Konzentrationsstufe zur
Resistenzerkennung eingesetzt werden muss und somit der Arbeitsaufwand wesentlich
geringer ist, was einen hoheren Probendurchsatz ermdglicht. Fir die Berechnung individueller
LDso-Werte sollten pro Anthelminthikum mindestens finf Konzentrationen eingesetzt und
pro Konzentration mindestens 100 Entwicklungsstadien ausgezahit werden (WITZENDORFF
2001).

Wie auch beim EZRT beobachtet kamen in der vorliegenden Untersuchung bei den
Ergebnissen des LSHT grof3e Schwankungen innerhalb einiger Betriebe vor (s. Tab. 34 u. 35).
So wurden bei Betrieb Nr. 3 Werte von 0,03 bis 0,18 mg TBZ/ml und bei Betrieb Nr. 8 eine
Streuung von 0,05 — 0,22 ng TBZ/ml festgestellt. Zwischen den Ergebnissen der Proben aus
den Jahren 2000 und 2001 gab es keine signifikanten Unterschiede. WITZENDORFF (2001)
stellte in Untersuchungen an Pferden in drei chilenischen Betrieben ebenfalls eine starke
Streuung der LDso-Werte fest. Hier kdnnen dhnliche Erklarungen wie bei dem EZRT mdglich
sein. Einerseits wéren Pipettierfehler beim Ansatz der Tests eine mogliche Erklarung fur die
Streuung der LDso-Werte, andererseits kann die Varianz auch durch eine unterschiedliche

Wirksamkeit von BZ auf verschiedene Gattungen und Arten hervorgerufen werden.
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Nach (COLES 1992) ist der LSHT weniger sensitiv as der EZRT. In der vorliegenden
Untersuchung war das Gegenteil der Fall. Mit dem LSHT wurde bel 75 % der Pferde BZ-
Resistenz erkannt, der EZRT detektierte jedoch nur bei 55% BZ-Resistenz. Wéahrend
CRAVEN et a. (1999) und GRIMSHAW et a. (1994) ebenfalls den EZRT als sensibler
einstuften, hielt MCKENNA (1990) beide Tests fur ahnlich sensitiv. Da die Tests aber, wie
schon beschrieben, unterschiedliche Parameter messen, ist ein direkter Vergleich vielleicht
nicht moglich. Um Resistenz méglichst frih zu erkennen, sollten beide Tests in Kombination
angewendet werden, wie auch von COLES et a. (1992) empfohlen, und jedes positive
Ergebnis as Hinweis fir eine Resistenzentstehung gewertet werden, da keiner der beiden
Tests BZ-Resistenz unter einer Prévalenz von 25 % erkennt (MARTIN et al. 1989).

4.3.2 Pyrantel

Aufgrund der in den letzten Jahren haufigeren Feststellung von PYR-Resistenz in
verschiedenen Landern (CHAPMAN et al. 1996; BEELITZ u. GOTHE 1997; CRAVEN et al.
1998), sollte hier der aktuelle Stand in Deutschland ermittelt werden. Obgleich sich der LSHT
nach COLES et al. (1992) nicht zur Durchfiihrung mit PYR eignet, wurde nach erfolgreicher
Evaluierung dieses Verfahrens unter Verwendung der Populationen L und M dieser Test as
Methode zur AR-Bestimmung gewdahlt. Dieser Test ist im Vergleich zu den fir die
Untersuchung von PYR empfohlenen LEHT und LPT leichter abzulesen und zu
standardisieren. Der Grund, warum PY R bisher nicht fir den LSHT verwendet wurde, ist die
Tatsache, dass diese Wirkstoffgruppe keine direkte ovizide Wirkung zeigt (SCHOLTSIK u.
STEUBER 2002). In dieser Untersuchung wurde allerdings festgestellt, dass es bei steigenden
Konzentrationen auch mit PYR zu einer Hemmung des Larvenschlupfes kam. Im Vergleich
zum LSHT mit TBZ wurde, wie zu erwarten, eine signifikant hohere Zahl an embryonierten
Eiern festgestellt (p<0,001) (s. Abb. 12 u. 13). Haufig wurden auch Larven beobachtet, die die
Eihulle schon durchstof3en hatten, sich aber nicht von ihr befreien konnten. Da der Wirkstoff
bei der Herstellung der Verdinnungsreihen in dest. Wasser gelost wurde, entféllt eine
mogliche Wirkung durch ein Ldsungsmittel. Moglicherweise andert sich kurz vor dem
Schlupf der Larven die Durchlassigkeit der Eischale, so dass der Wirkstoff eindringen kann.
An freien Larven wird die Wirkung des PYR als nicotinerger Agonist postuliert, welche zur

Paralyse fuhrt MARTIN 1997). Dieser Mechanismus konnte auch auf die Larven in der
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Eischale wirken und den Schlupf durch Paralyse verhindern. Vielleicht ist die Eischale aber
auch generdll durchgangig fir PYR, welches moglicherweise erst dann eine Wirkung
entfaltet, wenn die Rezeptoren ausgebildet sind. Das wirde die fehlende ovizide Wirkung
erklaren. DOBSON et a. (1985) fuhrten den LSHT mit LEV an Trichostrongyliden des
Schafes durch und fanden ahnliche Ergebnisse wie beim LSHT mit BZ. Gleichzeitig fanden
sie deutliche Unterschiede zwischen LEV-sensiblen und LEV-resistenten Populationen. Im
Gegensatz zu der vorliegenden Untersuchung, die genauso durchgeftihrt wurde wie der LSHT
mit TBZ, inkubierten DOBSON et al. (1985) die Eier bis kurz vor dem Schlupf, bevor sie das
Anthelminthikum hinzugaben. VARADY u. CORBA (1999) fiihrten einen @hnlichen Test
unter der Bezeichnung Larvenschlupfparalysetest durch. In der vorliegenden Untersuchung
wurde der LSHT mit PYR an den Populationen L und M evaluiert. Die Ergebnisse des
Stammes L ergaben fir die LDso-Werte ein arithmetisches Mittel von 2,69 (x 1,65) ng
PYR/mI (s. Tab.21). Fur Population M wurde ein Mittelwert von 13,94 (£ 0,76) mg PYR/ml
ermittelt (s. Tab. 22). Dieser Unterschied zwischenden beiden Populationen ist Gberraschend,
da beide Versuchsponies auf der gleichen Weide standen und wahrend sie in Besitz der
Hochschule waren keinen Kontakt mit PYR hatten. Uber die Zeit davor kann keine Aussage
getroffen werden. Aufgrund der Tatsache, dass das mit der Population M infizierte
Versuchspony seit mindestens funf Jahren vor Versuchsbeginn nicht mit PYR behandelt
wurde, wird vermutet, dass es sich bei den hohen LDsp-Werten dieser Population nicht um
PYR-Resistenz handelt. Fir die Ergebnisse des Versuchs Il der Feldstudie wurde daher der
LDso-Wert der Population M zuzlglich der dreifachen Standardabweichung (16,22 nygy
PYR/mI) as Naherung an einen Schwellenwert fir Resistenz verwendet. 53,1 % der Proben
lagen Uber diesem LDso-Wert (s. Abb. 17 u. 18). Die Ergebnisse des Vorversuches |1 mit den
Populationen L und M zeigten starke Streuungen zwischen den verschiedenen
Wiederholungsversuchen. Maoglicherweise handelt es sich hierbei  um natlrliche
Schwankungen in ener sensiblen Population. Da keine nachweidich PYR-resistente
Strongylidenpopulation zur Verfigung stand, konnten keine Referenzwerte fir PYR-
Resistenz gewonnen werden. Daher ist unklar, welche Bedeutung die starken Schwankungen
der Ergebnisse hinsichtlich einer PYR-Resistenz haben. Aus Mangel an MDS-positiven

Pferden, war es auch nicht mdglich einen EZRT zum Vergleich durchzufiihren. Es konnte
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daher nicht festgestellt werden, ob die Ergebnisse des LSHT fir PY R-sensible und —resistente
MDS-Populationen mit den Ergebnissen eines EZRT korrelieren

4.4 Eizahlreduktionstest und Larvenparalysetest mit |ver mectin

Seit der Einfuhrung der ML vor zwanzig Jahren wurde der EZRT mit IVM und MOX immer
wieder durchgefihrt, um eine mdgliche Resistenzentwicklung friih zu entdecken. In den
achtziger Jahren fanden BAUER et a. (1986) eine EZR von 97 — 100 % in deutschen
Vollblutbetrieben. Bis heute bestétigten zahlreiche Untersuchungen die gute Wirksamkeit der
ML, bei denen immer eine EZR von > 95 % festgestellt wurde (BURGER u. BAUER 1987,
COLLOBERT et al. 1998; EYSKER et a. 1991 u. 1997; KLEI et al. 2001; POOK et al. 2002;
REPETA 1993; SCHUHMANN 2001). Der EZRT aus den vorliegenden Untersuchungen
ergab eine 100% ige EZR fur IVM. Obwohl trotz héufigem Einsatz bisher kein
Wirkungsverlust festgestellt wurde, sind viele Autoren der Ansicht, dass es nur eine Frage der
Zeit ist bis sich eine IVM-Resistenz entwickeln wird (PRICHARD 1990; SANGSTER 1999z,
KAPLAN 2002). BOERSEMA et a. (2002) fanden kirzlich IVM-Resistenz bei P. equorum
bei Pferden in den Niederlanden. Die hohe Pravalenz von IVM-Resistenz bel einigen
Trichostrongyliden von Schaf und Ziege (GEERTS u. GRYSSELS 2000) lasst darauf
schlief3en, dass friher oder spéter auch bel kleinen Strongyliden die ersten Fale von IMV-
Resistenz auftreten werden. Obwohl sich die Trichostrongyliden der kleinen Wiederkéuer und
die kleinen Strongyliden des Pferdes in der Biologie sehr dhnlich sind, gibt es doch einige
Unterschiede, die moglicherweise der Grund sind, weshalb sich bel den kleinen Strongyliden
bisher noch keine IVM-Resistenz gezeigt hat (SANGSTER 1999a; KAPLAN 2002). Die
langere Prépatenz kleiner Strongyliden und ein grofes Refugium in Form von inhibierten
Larven in der Darmschleimhaut, sind Faktoren, die einen Selektionsdruck senken. Obwohl in
Betracht gezogen werden muss, dass die kleinen Strongyliden moglicherweise nicht das
Potential haben, eine IVM-Resistenz zu entwickeln, ist dieser Fall eher unwahrscheinlich, da
mehrere Gattungen nachweidlich Resistenz gegen BZ und teilweise auch schon gegen PYR
entwickelt haben (SANGSTER 1999a).

Bei den Trichostrongyliden der Wiederkduer ist der Resistenzmechanismus fur 1VM-

Resistenz nicht vollends geklart und man weil3 nicht, ob die bel diesen Tierarten verwendeten
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AR-Tests fur die Feststellung von IVM-Resistenz geeignet sind. Daher ist es schwierig,
abzuschétzen, wie sich die Resistenzsituation bei den kleinen Strongyliden entwickeln wird
(DARGATZ et a. 2000). Bedenklich ist auf jeden Fall der héufige Einsatz dieser
Wirkstoffgruppe, da ML, solange keine neuen Wirkstoffe auf dem Markt sind, die letzte
Maoglichkeit fur die medikamentelle Bekdmpfung von AR kleiner Strongyliden sind.

Es gibt keine Erkenntnisse hinsichtlich eines moglichen Resistenzmechanismus kleiner
Strongyliden gegen ML. Aus diesem Grund ist die Auswahl eines geeigneten AR-Test, der
Resistenz-relevante Eigenschaften prift, schwierig. Da sich IVM aufgrund der fehlenden
oviziden Wirkung nicht fir einen LSHT eignet und der LEHT sehr zeitsaufwendig ist, wurde
hier der LPT an dritten Larven kleiner Strongyliden durchgefiihrt. Dieser Test ist bisher in der
Literatur fur kleine Strongyliden nicht beschrieben worden, eignete sich aber zur Diagnose
von LEV, MOR und IVM-Resistenz bei verschiedenen Trichostrongyliden (GEERTS et al.
1989; SUTHERLAND u. LEE 1989; GILL u. LACEY 1998; VARADY u. CGRBA 1999).
Nach erfolgreicher Evaluierung des LPT mit IVM an den IVM-naiven Referenzpopulationen
L und M wurde dieser Test zur Untersuchung der Proben aus der vorliegenden Feldstudie
angewendet. Die arithmetischen Mittel der LDso-Werte lagen bel 0,22 ng IVM/ml (= 0,2) fir
Population L und bei 0,36 ng IVM/ml (x 0,14) fur Population M (s. Tab. 23 u. 24). Die
beiden Versuchsponies, die mit diesen beiden Populationen infiziert waren, hatten wahrend
sie in Besitz der Hochschule waren, keinen Kontakt it ML gehabt. Uber die Zeit davor sind
keine Angaben erhdltlich gewesen. Wie schon fir Pyrantel beschrieben, wurde der hohere
Wert zuziglich der dreifachen Standardabweichung (0,64 ng IVM/mI) as moglicher
Schwellenwert fir eine IVM-Resistenz betrachtet. Bei den hier mittels des LPT mit IVM

untersuchten Proben lagen 60,3 % Uber diesem Schwellenwert (s. Abb. 20 u. 21). Dabe

hatten 6,4 % der Proben einen LDso-Wert von > 1,5 ng/ml 1VM. Die unterschiedlichen LDsp-
Werte der beiden Referenzstamme sind moglicherweise auf eine natlrliche Varianz einer
sensiblen Population zurtickzufihren. Die Ergebnisse des EZRT lassen darauf schlief3en, dass
dle getesteten Tiere mit IVM-sensiblen Strongyliden infiziert sind. Allerdings liegen die
Ergebnisse des LPT zu einem grof3en Prozentsatz tber dem hier definierten Referenzwert. Da
es keine Informationen hinsichtlich eines Resistenzmechanismus gibt, ist es unklar, ob sich
Resistenz Uberhaupt in einer verminderten Paralyse der dritten Larven &ul3ert. Andererseits

handelt es sich aber hier vielleicht schon um schwachresistente Wirmer, die mit dem EZRT
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nicht detektiert werden konnten. Eine genaue Aussage zur Relevanz des hier beschriebenen
Verfahrens wird erst méglich sein, wenn man phéanotypisch resistente Strongylidenstdmme
isoliert hat. Zwischenzeitlich ist es wichtig, moglichst viele Informationen zu ermitteln, um

eine Resistenzentwicklung moglichst frih zu erkennen.
4.5 Allespezifische PCR

Die alelspezifische PCR wurde mit der Real-time PCR an 53 adulten Wirmern von acht
Strongyliderarten sowie an 200 dritten Larven kleiner Strongyliden von funf verschiedenen
Pferden durchgefiihrt, die mit BZ-resistenten kleinen Strongyliden infiziert waren. Wie bel
anderen Untersuchungen (BUSTIN 2000, SAMSON-HIMMELSTJERNA 2002b) lagen die
berechneten VK-Werte fur die Standardkurven < 5% (s. Tab. 37). Trotzdem ergab sich bei
der Quantifizierung der DNA der untersuchten Larven und Wirmer eine hohe Variabilitét, da
die Abweichungen der Standards sich zu den Schwankungen der Ci-Werte aus den
Doppelansdtzen addierten. Daher wurde in der vorliegenden Untersuchung auf eine
Quantifizierung verzichtet und der Schwerpunkt auf die Diagnose der Genotypen des Codons
200 des 3 Tubulin-Gens gelegt. Die Genotypen der hier untersuchten adulten Wirmer waren
in friheren Untersuchungen mittels der konventionellen PCR charakterisiert worden und
korrespondierten zu den hier ermittelten Genotypen'. Alle 53 Wirmer ergaben in zwel
unabhéngigen Untersuchungen dieselben Ergebnisse (s. Tab. 36). Von den 200 préparierten
Larven konnten 102 Ergebnisse erzielt werden (s. Abb. 25). Die Genotyp-Vertellung ergab
Anteile von 41 % an Larven mit dem Genotyp TTC/TTC, 51 % mit TTC/TAC und 8% an
Larven, die den Genotyp TAC/TAC aufwiesen (s. Abb. 26). Diese Genotypverteilung
unterscheidet sich von den Ergebnissen von PAPE (2001), die bei einer BZ-resistenten
Strongylidenpopulation Allelfrequenzen von 28,7 — 49,6 % fur TTC/TTC, 12,4 — 38,6 % flr
TTC/TAC und 32,7 — 38 % fur TAC/TAC fand. Wahrend der Anteil von TTC/TTC Larven
bei beiden Untersuchungen im gleichen Bereich liegt, ist das Verhdtnis von TTC/TAC und
TAC/TAC Larven in der vorliegenden Untersuchung zugunsten der heterozygoten Larven
verschoben. Allerdings ergab die Genotypisierung adulter Wiurmer bei PAPE (2001) ein

ahnliches Verhdtnis wie bel den hier untersuchten dritten Larven. Die niedrige Anzahl der

1 laut personlicher Mitteilung von Herrn G. von Samson-Himmelstjerna, Hannover am 03 Februar 2003
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TAC/TAC aufweisenden Larven in der vorliegenden Untersuchung ist moglicherweise auf die
sehr variable Eiausscheidung einzelner adulter Weibchen zurlckzufthren. WITZENDORFF
(2001) fand bei Untersuchungen an Pferden in Chile bei drei verschiedenen Betrieben
Genotyp-Verhdtnisse von 9,3 — 47,7 % fur TTC/TTC, 33,1 — 61, 4% fur TTC/TAC und
124—- 472% fur TAC/TAC. Dabel gab es keine signifikanten Unterschiede der

Genotypverteilung vor und nach einer BZ-Behandlung.

Die Ergebnisse aus verschiedenen Untersuchungen zeigen demnach eine grof3e Variabilitat
der Allelfrequenzen bel BZ- resistenten oder teilweise BZ-resistenten Populationen.
Uberraschend ist, dass die Haufigkeit des Allels TAC in phanotypisch resistenten
Populationen eher niedrig ist. Faktoren, die fir dieses Phanomen verantwortlich sein konnten,
sind mogliche Fitnessunterschiede resistenter und sensibler Wirmer oder Larven, die nicht in
Zusammenhang mit der Wirkung von BZ stehen. ELARD et al. (1998) untersuchten
Parameter wie Eiproduktion, Entwicklungsraten von Eiern und Larven, Lebensdauer der
Adulten und Anzahl der Larven, die sich im Wirt ansiedelten, bei BZ-sensiblen und —
resistenten Populationen von T. circumcincta. Sie konnten keinen signifikanten Unterschied
hinsichtlich der Fitness der verschiedenen Populationen feststellen. In  anderen
Untersuchungen mit TBZ an H. contortus stellte sich heraus, dass BZ-Sensibilitét mit der
grofdten Fitness gekoppelt war, alerdings hatten stark resistente Populationen einen selektiven
Vortell gegenuber schwach resistenten Populationen (MAINGI et a. 1989). Die Autoren
begriindeten damit auch die Tatsache, dass in einer schwach resistenten Population ohne
weitere BZ-Selektion die Resistenz reversibel ist, wahrend sich unter dauerhaftem BZ-
Einfluss eine stark resistente Population bildet, die sich auch bei spaterer Abwesenheit von
BZ nicht mehr zum sensiblen Status zurtickentwickelt. Die Untersuchung dieser Parameter
bei den kleinen Strongyliden kénnte einen wichtigen Einblick in die Resistenzentwicklung
geben.

Ein weiterer wichtiger Aspekt hinsichtlich unterschiedlicher Haufigkeiten des TAC-Alles ist
der Vererbungsmodus. LE JAMBRE et a. (1979) fanden bel Kreuzungsversuchen an TBZ-
resistenten und —sensiblen H. contortus Hinweise darauf, dass es sich bei dieser Spezies um
einen autosomalen co-dominanten Erbgang handelt. Allerdings fihrte in  spéteren
Untersuchungen die Behandlung von H. contortus und T. circumcincta mit TBZ zur
vollstandigen Elimination von Larven, die TTC/TTC oder TTC/TAC aufwiesen (ROOS et a.
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1995; ELARD u. HUMBERT 1999). Daraus schlossen die Autoren, dass bel diesen Spezies
die BZ-Resistenz rezessiv vererbt wird. Moglicherweise fuhrt Entstehung von BZ-Resistenz
unter unterschiedlich starkem Selektionsdruck zu verschiedenen Resistenztypen mit
unterschiedlichen  Erbgéngen. Die in der vorliegenden Studie  untersuchte
Strongylidenpopulation wurde mittels zweler AR-Tests ads BZ-resistent diagnostiziert. Die
Tatsache, dass der Anteil von den Larven mit dem Genotyp TAC/TAC < 10 % betrug, |8sst
darauf schliefien, dass sich der Erbgang der BZ-Resistenz kleiner Strongyliden von dem
anderer Spezies unterscheidet. PAPE (2001) vermutete, dass es sich bei dem Codon 200 nicht
um die einzige fur die Entstehung von BZ-Resistenz verantwortliche Mutation im (3 Tubulin-
Gen handelt. Wie auch bei H. contortus wurde bel kleinen Strongylidenarten ein weiteres
Codon (167) gefunden, das einen Polymorphismus aufweist (PAPE et a. 2002). Die
Bedeutung dieses Codons hinsichtlich einer BZ-Resistenz ist noch nicht gekléart.

4.6 Beurtellung der Praktikabiliat der Verfahren

4.6.1 Kotuntersuchung

Die Sensihilitét der modifierten McMaster-Methode ist nicht besonders hoch. Durch die hohe
Nachweisgrenze von 50 EpG ist es mdglich, dass einige Proben als falsch negativ
diagnostiziert wurden. Dazu kommt, dass in der hier beschriebenen Untersuchung zur
Feststellung der Pravalenz von kleinen Strongyliden bei 1.383 Pferden nur eine Kotprobe pro
Pferd genommen wurde. Die Eiausscheidung bei kleinen Strongyliden variiert aber sowohl
von Art zu Art als auch zu verschiedenen Zeitpunkten. Daher ist eine hohere Pravalenz zu

vermuten alsin der vorliegenden Untersuchung gefunden wurde.
4.6.2 Eizahlreduktionstest

Der EZRT it vom Prinzip leicht durchfihrbar und wird international als Resistenztest
empfohlen. Die Probennahme ist allerdings sehr aufwendig, da man mindestens zweimal zu
den Betrieben fahren muf3. Zudem ist man von der Kooperation der Pferdebesitzer abhangig.
Weitere Nachteile ergeben sich aus der Variabilitdt der Eiausscheidung, wodurch die

Interpretation bel nur einer Probennahme vor und nach Behandlung erschwert wird. Die in der
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vorliegenden Untersuchung durchgefiihrte Dosierung anhand von Schétzwerten des KGW
stellt eine mdgliche Fehlerquelle dar. Da es aus Praktikabilitét nicht moglich war die Tiere zu
wiegen und die Gewichtsberechung anhand von Brustumfang und Korperlange fir einen
hohen Probendurchsatz zu aufwendig war, wurde in dieser Untersuchung trotzdem anhand
von Schétzwerten behandelt und darauf geachtet moglichst hohe Schéatzwerte zu wahlen.

4.6.3 Larvenschlupfhemmtest

Der LSHT zeigte sich hier ds sehr arbeits und zeitaufwendiges Verfahren. Um die
Ergebnsisse des hier durchgefiihrten LSHT mit anderen an der Hochschule durchgefiihrten
Untersuchungen vergleichen zu kdnnen (ULLRICH 1987; WITZENDORFF 2001), sollten
die Kotproben innerhalb von 24 Stunden verarbeitet werden. Unter dieser Voraussetzung
erwies sich der LSHT als sehr aufwendig hinsichtlich der Organisation, da innerhalb dieser
Zeit Probennahme, Kotprobenuntersuchung und die Verarbeitung der Proben durchgefihrt
werden musste. Die Gewinnung der Eisuspension durch Flotation und Sedimentation ist ein
effektives aber sehr mihsames Verfahren und erlaubt nur einen limitierten Probendurchsatz.
Dader LSHT in der vorliegenden Untersuchung mit je funf Verdiinnungsstufen im doppelten
Ansatz pro Wirkstoff durchgefihrt wurde, mussten mindestens 50 ml Eisuspension mit einer
Konzentration von mindestens 50 MDS-Eiern/ml gewonnen werden. Ein weiterer Nachteil ist
die zeitaufwendige Auswertung. Bei den Tieren, die ein niedriges EpG aufwiesen, dauerte die
Auswertung eines LSHT bis zu zwei Tage. Um diesen Arbeitsschritt zu verkirzen, wurden
statt 200 (ULLRICH 1987; VARADY et a. 1999) nur 100 Entwicklungstadien pro
Verdinnungsstufe ausgezahlt, wie es auch von WITZENDORFF (2001) durchgefiihrt wurde.
Aufgrund des limitierten Probendurchsatzes und des Arbeitsaufwandes eignet sich der LSHT
nicht fur epidemiologische Studien. WITZENDORFF (2001) diskutierte, dass die
Untersuchung anhand von Sammelproben geeigneter fir AR-Screening vieler Besténde wére.
Dadurch wirden auch die Schwankungen der Ergebnisse und die Anzahl nichtverwertbarer
Tests limitiert werden. Zudem konnten bei Sammelproben auch mehr Entwicklungsstadien
pro Konzentrationsstufe ausgezahlt werden, was ein genaueres Ergebnis liefern wirde. Eine
weitere Moglichkeit zur Steigerung der Praktikabilitét wéare die Resistenzdiagnose anhand
von LDgs-Werten. ULLRICH (1987) definierte als Schwellenwert fir BZ-Resistenz einen
LDgs-Wert von 0,15 ng BZ/ml. Sie setzte im LSHT nur diese Konzentration ein. Alle
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untersuchten Proben, deren Larvenschlupfhemmung bel dieser Konzentration < 96 % war,
wurden als BZ-resistent eingestuft. Durch die Verwendung nur einer Konzentration pro Probe

kann die Dauer der Auswertung stark reduziert werden.

4.6.4 Lavenparalysetest

Der LPT war leicht durchzufiihren und nicht sehr zeitintensiv. Bei der Auswertung durch
einen Untersucher war der Test zuverldssig und reproduzierbar. Die Ergebnisse zweier
verschiedene Untersucher bei einem LPT, der an einer anderen Spezies durchgefihrt wurde,
unterlag allerdings grof3en Schwankungen. Die subjektive Beurteilung des Paralysezustandes
erschwert den Vergleich verschiedener Untersuchungen. Eine moglich Verbesserung wére die
Standardisierung der Beurteilung durch Kategorisierung verschiedener Paralysestadien, was
den Test aber aufwendiger machen und die Festsetzung eines Grenzwertes fur IV M-Resistenz
erschweren wirde. Eine Alternative zu diesem Test ist die Methode von GATONGI et al.
(2002), die kirzlich einen Larvenmigrationshemmtest fir H. contortus entwickelten, bei dem
das Migrationverhalten unter dem Einfluss von IVM getestet wurde. Sie konnten mit diesem
Test signifikante Unterschiede zwischen IVM-sensiblen und IVM-resistenten H. contortus-

Populationen feststellen

465 Real-timePCR

Die Rea-time PCR wurde hier zur Genotypiserung hinsichtlich des TTC/TAC-
Polymorphismus im 3-Tubulin- Gen eingesetzt. Diese Methode erwies sich als ahnlich sensitiv
und spezifisch wie die alelspezifische konventionelle PCR (PAPE 2001). Die schnelle
Auswertung mittels Fluoreszenzmessung und eines Software Programms ermoglichte einen
hohen Probendurchsatz. Die Genotypfrequenz, die in diesen Untersuchungen ermittelt
wurden, entsprachen den Ergebnissen der klassischen PCR an einer experimentell
gewonnenen BZ-resistenten Population kleiner Strongyliden (PAPE 2001). Im Rahmen der
Diagnostik fir BZ-Resistenz erwies sich diese Methode als zeitsparende und reproduzierbare

Alternative zur aufwendigeren klassischen PCR.
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4.6.6 Schlussfolgerung

Obwohl die Pravalenz von MDS bei Einzelproben in diesen Untersuchungen nur bei ca. 40 %
lag, war die Préavalenz von BZ-Resistenz in den Betrieben, die mit AR-Tests untersucht
wurden, sehr hoch. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen auf eine weit verbreitete
und hochgradige BZ-Resistenz bei Pferdebetrieben in Niedersachsen hin. Diese Studie steht
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen, die in anderen Untersuchungen in Deutschland
sowie in anderen Landern weltweit festgestellt wurden. Uber das Auftreten von PYR-
Resistenz kann aufgrund mangelnder Referenzwerte keine Aussage gemacht werden.
Allerdings lasst die relativ haufige Anwendung dieses Praparates und die hier gefundenen
hohen LDso-Werte im LSHT darauf schlieffen, dass auch in Deutschland eine
Resistenzentwicklung zu beftrchten ist. Die Ergebnisse des EZRT fur IVM zeigen eine
uneingeschrankte Wirksamkeit. Trotzdem kann das Vorhandensein einer IV M-Resistenz nicht
ganzlich ausgeschlossen werden. Der haufige Einsatz dieser Substanz ist bedenklich, da auf
diese Weise der Selektionsdruck erhdht wird. Obwohl ein grofier Anteil an Pferdebesitzern
inzwischen mit weidehygienischen Malinahmen arbeitet, wird der anthelminthischen
Behandlung der hochste Stellenwert in der Parasitenbekampfung eingerdumt. Dabei wird die
Behandlung meistens ohne vorherigen Nachweis von Parasitenbefall durchgeftihrt. Fir eine
nachhaltige Parasitenkontrolle ist ein verninftiger Einsatz von Anthelminthika, der auf das
Notigste beschrankt werden sollte, notwendig. Insbesondere sollte der Einsatz von ML so
weit wie mdglich reduziert werden, um die Wirkung dieser Anthelminthikagruppe noch
moglichst lange zu erhalten. Zudem ist die Verstdrkung der Bekdmpfung mittels aternativer
Methoden, wie Kotabsammeln, Geilstellenentfernung und Weidewechsel von grof3er
Bedeutung. Des Weiteren sollte mindestens zweimal im Jahr eine Kotuntersuchung
durchgefuhrt werden, um festzustellen, ob eine anthelminthische Behandlung notwendig ist.
Ein geringer Befall der Pferde ist unbedenklich und auch winschenswert, damit die Tiere eine
Immunitét aufbauen konnen. Um eine erfolgreiche anthelminthische Behandlung
durchzufihren, ist es unerlasslich die Wirksamkeit der elngesetzten Praparate zu Uberprifen.
Dafir muss 10 bis 14 Tage nach der Behandlung eine K otuntersuchung durchgefihrt werden.
Bel reduzierter Wirksamkeit sollte die betreffende Wirkstoffklasse vorerst nicht mehr

angewendet werden.
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Bisher sind nur Praparate der oben genannten Wirkstoffklassen fur das Pferd zugelassen. In
Anbetracht der immer haufiger auftretenden AR ist die Entwicklung neuer Substanzen
notwendig, um auch in Zukunft Parasiten erfolgreich bek&mpfen zu konnen. Einige
Substanzen wurden in den letzten Jahren entdeckt, die anthelminthische Wirkung zeigten, fir
die aber bisher noch keine Zulassung fur die Anwendung beim Tier erreicht wurde. Das
Paraherquamid ist ein Oxindol Alkaoid, welches von Pinicillium paraherquei und P.
charlesii produziert wird und das in verschiedenen Versuchen an Nagetieren, Schafen und
Rindern hervorragende Wirkung gegen Nematoden bei guter Vertréglichkeit zeigte
(OSTLIND et a. 1990; SHOOP 1990, 1992a, 1992b). Allerdings kam es bei Versuchen an
Hunden nach der Anwendung zu starken Nebenresktionen wie Depression, Ataxie und
Nickhautvorfall (SHOOP et al. 1991). Gegen Arthropoden und Cestoden wurde bisher keine
Wirkung beschrieben. Uber Wirkungsweise und Zielort dieses Wirkstoffes ist noch nichts
bekannt (GEARY et al. 1999). Weitere neue Wirkstoffe mit antiparasitarer Wirkung sind das
PF1022A und dessen Derivat Emodepsid. Diese Substanzen sind Cyclooctadepsi peptide und
werden von dem Pilz Mycelia sterilia produziert. Das PF1022A zeigte in vitro und in vivo
eine hohe Effektivitdt gegen verschiedene intestinale Nematoden bel verschiedenen Tierarten
(KACHI et a. 1995; SAMSON-HIMMELSTJERNA et a. 2000; HARDER u. SAMSON-
HIMMELSTJERNA 2002). SAMSON-HIMMELSTJERNA et a. (2000) fanden bei der
orden Anwendung des PF1022A bel Pferden eine hohe Effektivitét gegen kleine
Strongyliden. Selbst funf Wochen nach Behandlung lag die EZR > 95 %. Das Emodepsid
zeigte eine hohe Wirksamkeit gegen zahlreiche Mikrofilarien (HARDER u. SAMSON-
HIMMELSTJERNA 2002). Auch bei dieser Wirkstoffklasse ist bisher keine Wirkung gegen
Arthropoden und Cestoden beschrieben worden. Der Wirkungsmechanismus dieser
Substanzen ist noch nicht hinreichend erklart. Es ist unerléssich, diese Wirkstoffe

weiterzuentwickeln, um neue Ressourcen in der Parasitenbekampfung zu schaffen.

Abgesehen von der Entwicklung neuer Wirkstoffe ist es dringend notwendig, mehr Uber die
Biologie der Parasiten, Wirkungsweise der Anthelminthika und Resistenzmechanismen zu
erfahren. Nur so wird es moglich AR friih und sicher zu erkennen und langfristig begrenzen

zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Nicole Catherine Margarethe Wirtherle (2003):
Untersuchungen zur Verbreitung von Anthelminthikaresistenzen
bel Pferden in Niedersachsen

Die kleinen Strongyliden z&hlen weltweit zu den wichtigsten Parasiten des Pferdes und haben
in den letzten Jahren aufgrund der Zunahme von Anthelminthikaresistenz (AR) immer mehr
an Bedeutung gewonnen. Die moglichst friihe Diagnose einer AR sowie ein umfangreiches
Wissen Uber die Resistenzmechanismen sind die wichtigsten Vorraussetzungen um Resistenz
bekadmpfen zu konnen. Ziel dieser Arbeit war zum einen die Ermittlung der Pravalenz von
kleinen Strongyliden sowie das Auftreten von AR bei Pferden in Niedersachsen, zum anderen
sollte ene explorative Datenandyse Uber Betriebsmerkmale, Wede- und
Entwurmungsmanagement mittels einer Fragebogenerhebung Aufschliisse Uber mdgliche

Zusammenhange mit einer Resistenzproblematik geben.

Insgesamt wurden in den Jahren 2000 und 2001 auf 64 Betrieben Kotproben von 1.383
Pferden auf den Befall mit MagenDarm Strongyliden (MDS) untersucht. Bel 39,8 % der
Proben wurden MDS nachgewiesen. Auf 91,6 % der Betriebe wurde mindestens ein Tier mit
MDS nachgewiesen, womit die betriebsbezogene Pravalenz wesentlich hoher lag as die
Pravalenz bei den Einzelproben. Die Préavaenz von MDS-Eiern im Kot und die mittleren
EpG-Werte unterschieden sich in den beiden Probenjahren signifikant. Jungtiere zeigten
signifikant hohere Eiausscheidungen as d&ltere Tiere. Bel Zuchtbetriecben wurde eine
signifikant hohere Befallsrate festgestellt als bei den anderen Betriebsformen. Rasse und
Geschlecht hatten keinen Einfluss auf den Befall mit MDS. Bei den Mal3nahmen der
Weidehygiene erreichte sowohl Kot- als auch Geilstellenentfernung eine signifikante Senkung
der Befdlsrate. Hinsichtlich des Entwurmungsmanagements stellte sich eine signifikante

Haufung der Anwendung von IVM heraus.

BZ-Resistenz konnte bel 73,3 % der auf AR untersuchten Proben mit mindestens einem AR-

Test ermittelten werden. Zur Anwendung kam der Larvenschlupfhemmtest (LSHT) und der
Eizahlreduktionstest (EZRT). Als Schwellenwerte dienten ein LDso-Wert von > 0,1 ng
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TBZ/ml (COLES et a. 1992) bzw. eine Eizahlreduktion (EZR) von < 90 % (BAUER 1986).
Die Ergebnisse der beiden Tests korrdierten. Der LSHT wurde zum ersten Ma fur PYR
angewendet. Der Test lief3 sich erfolgreich durchfiihren. LDso-Werte von zwei PY R-sensiblen
kleinen Strongyliden-Populationen lagen zwischen 2,69 (x 1,65) ng PYR/ml und 13,95 (+
0,76) mg PYR/mI. Mehr als 50 % der Proben lagen deutlich Uber diesen Werten. Mangels
Referenzwerte von PYR-resistenten Strongylidenpopulationen konnte keine Aussage
hinsichtlich der Pravalenz einer PYR-Resistenz gemacht werden. Die Durchfihrung des
EZRT mit IVM ergab in alen Fallen eine EZR von 100 %. Die Durchfihrung des
Larvenparaysetest (LPT) mit IVM an dritten Larven von zwe 1VM-sensiblen
Strongylidenpopul ationen ergaben Mittelwerte fur die LDsp von 0,22 (= 0,2) ng IVM/ml und
0,36 (+ 0,14) ng IVM/mI. Die Untersuchung der Proben mit dem LPT ergab LDso-Werte
zwischen 0,11 und 2,31 ng IVM/mlI mit einem Median von 0,76 ng IVM/ml. Auch hier
konnte mangels eines Schwellenwerts keine Diagnose anhand des in vitro-Tests gestellt
werden. Die Ergebnisse der EZRT lassen den Schluss zu, dass bei den hier untersuchten
Pferden noch keine IV M-Resistenz aufgetreten ist.

Zusammenhange zwischen dem Auftreten von Betriebsformen, Weide- und

Entwurmungsmanagements konnten nicht festgestellt werden.

Die Real-time PCR wurde as Mittel zur Resistenzdetektion an adulten Strongyliden und
dritten Larven eingesetzt. Anhand dieser Methode konnten die Genotypen hinsichtlich des
Codons 200 des 3 Tubulin-Gens von 53 Adulten und 102 Larven eindeutig und zuverlassig
charakterisiert werden. Die Pravalenz der Allele TTC und TAC in der Larvenpopulation
betrugen 66,7% bzw. 33,3%. Die Genotypisierung der adulten Wirmer waren
reproduzierbar und korrelierten mit den Ergebnissen der konventionellen PCR in
Untersuchungen. Da die quantitative Untersuchung mittels der Real-time PCR hier nicht
durchfihrbar war ist diese Methode fur den Einsaiz in der Klinik oder in der

Routinediagnostik zum Nachweis von Bezimidazlresistenz nicht geeignet.
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6 Summery

Nicole Catherine Margarethe Wirtherle (2003):
Investigation of the prevalence of anthelmintic resistance
in horsesin Lower Saxony

The small strongyles belong to the most important parasites in horses all over the world, and
due to the growing prevalence of anthelmintic resistance (AR) during these past years they
have become even more important. Early detection as well as distinct knowledge about the
mechanisms of resistance are essential for a successful control of AR. This study aims at
investigating the prevalence of small strongyles as well as the incidence of AR in horses in
Lower Saxony, Germany. Furthermore, an explorative anaysis of data about the
characteristics of the properties as well as pasture-management factors and anthelmintic

regimes was performed in order to determine possible causes of AR.

During the years 2000 and 2001, 1.383 fecal samples of 64 farms were tested for strongyle
eggs. Of these 39,8 % were tested positive. Compared to the number of infected horses,
prevalence on the properties turned out to be much higher; on 91,6 % of farms at least one
animal was found to harbour strongyle infection. There was a significant difference in the
mean fecal egg counts (FEC) between the years 2000 and 2001 athough no obvious
differences of property management or weather conditions were found. Significantly higher
rates of infection were also found for horses younger than 5 years as well as for those that
were kept on studs. Breed or gender did not influence the infection with strongyles. Measures
of pasture hygiene, such as removing faeces and clipping roughs, significantly reduced the
rate of infection. As for anthelmintic treatment IVM was used more frequently than other

anthelmintics.

Of those samples tested for AR, 73,3 % were positiv for benzimidazole (BZ) resistance
according to at least one AR-assay. A faecal egg count reduction test (FECRT) and an egg
hatch assay (EHA) was performed for 135 samples from 20 farms with fenbendazole (FBZ)
and thiabendazole (TBZ) respectively. LDsp-values > 0,1 ng/ml TBZ (COLES et al. 1992)
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and fecal egg count reduction (FECR) of < 90 % (BAUER 1986) were considered to indicate

resistance. The results of both tests were correlated.

The EHA was successfully performed for pyrantel (PYR) for the first time. Mean LDso-values
of two PYR-sensitive small strongyle populations were 2,69 (x 1,65) and 13,95 (+ 0,76)
ng/ml PYR. More than 50 % of the 64 tested samples noticeably exceeded the higher value.
Since there is no data of a known PYR-resistant strongyle population, no diagnosis
concerning the prevalence of PYR-resistance could be made. Due to the low prevaence of
small strongyles, FECRT with PY R could not be performed

The FECRT with ivermectin (IVM) was performed for 77 horses on ten fams. A FECR of
100 % was found in al cases. Larval paralysis assays (LPA) performed on two IV M-sensitive
strongyle populations resulted in mean LDsp-values of 0,22 (+ 0,2) and 0,36 (£ 0,14) ng/ml
IVM. The LDsp-values found for 63 samples ranged between 0,11 and 2,31 ng/ml with a
median of 0,76 ng/ml VM. Similar to PYR, no diagnosis of 1VM-resistance could be made
by the in vitro test due to the lack of the threshold limits for resistance. According to the
results of the FECRT with IVM, no detectable |VM-resistance has developed so far.

Possibly due to the low number of farms on which AR-tests could be performed, no
significant correlation was found between characteristics of the properties, pasture

management factors and anthelmintic regimes as far as AR is concerned.

Another method used for the detection of BZ-resistance was the allel-specific rea-time PCR
that was performed on adult worms and third stage larvae of small strongyles. This method
allowed specific and reliable genotyping of the codon 200 in 53 adults and 102 larvae. The
results showed allele frequencies of 66,7 % and 33,3 % in a BZ-resistant population of small
strongyles for the TTC and TAC alleles respectively. The genotypes of adult worms were
reproduceable and corresponded with earlier results of the conventional PCR. Since the
guantitative analysis did not yield very destinct results this method is not suitable for routine

diagnostics or clinical usein order to descern benzimidazole resistance.
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Anhang 180

Probe EpG, EpG, EZR Probe EpG, EpG, EZR
Nr. Nr.
Va 550 100 81,82 6/a 400 50 87,50
b 300 450 0,00 6/b 1100 300 72,73
lc 800 600 25,00 6/c 1550 150 90,32
vd 700 750 0,00 6/d 1500 200 86,67
Ve 1800 550 69,44 6le 800 50 93,75
1/t 800 300 62,50 6/f 1900 600 68,42
g 2050 250 87,80 6/g 650 100 84,62
2/a 700 50 92,86 6/h 250 0 100,00
2/b 450 50 88,89 7/b 1200 0 100,00
2/c 300 0 100,00 7lc 450 200 55,56
2/d 350 0 100,00 7/d 400 400 0,00
2le 650 200 69,23 7le 1000 100 90,00
3/a 600 150 75,00 7/t 350 50 85,71
3/b 600 0 100,00 8/a 1000 0 100,00
3/c 900 0 100,00 8/b 800 0 100,00
3/d 1450 250 82,76 8lc 50 50 0,00
3le 1250 300 76,00 8/d 1500 0 100,00
4/a 2500 50 98,00 8le 300 0 100,00
4/b 950 50 94,74 9/a 1500 400 73,33
4/c 2300 50 97,83 9/b 500 100 80,00
4/d 600 0 100,00 9/c 350 50 85,71
4/e 2950 100 96,61 9d 350 200 42,86
4/f 450 150 66,67 9e 600 50 91,67
4/g 750 50 93,33 o/f 200 50 75,00
4/h 1100 0 100,00 10/a 200 50 75,00
4/i 900 50 94,44 10/b 300 50 83,33
5la 1300 100 92,31 10/c 3950 1400 64,56
5/b 350 150 57,14 10/d 950 200 78,95
5lc 850 50 94,12 10/e 150 0 100,00
5/d 300 50 83,33
Sle 650 50 92,31

Tabelle 25: Ergebnisse des EZRT mit FBZ. EpGvB=EpG vor der Behandlung; EpGnB=EpG

nach der Behandlung; EZR%=Eizahlreduktion in % (n=60).
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Anhang

Larvenschlupfhemmung
Parallel- (%)
ansatz Wiederholungen

1 2 3 4 5
1 4 6 3 4 10
2 4 7 5 9 12
1 3 2 2 0 2
2 1 3 1 1 5
1 9 10 7 7 11
2 8 8 9 4 10
1 34 34 36 32 32
2 58 38 38 34 25
1 70 68 64 66 61
2 64 67 64 69 53
1 80 85 82 82 79
2 83 83 84 85 77
1 90 9 96 96 92
2 92 97 94 99 94
1 97 99 98 100 99
2 97 100 98 100 100
1 100 100 100 100 100
2 100 100 100 100 100
1 100 100 100 100 100
2 100 100 100 100 100
1 100 100 100 100 100
2 100 100 100 100 100

Tabelle 26: Ergebnisse des Vorversuch | mit der Population P.



Anhang

182

L arvenschlupfhemmung

Parallel- (%)
ansatz Wiederholungen

1 2 3 4 5
1 10 1 5 20 6
2 6 8 3 18 3
1 0 4 1 4 2
2 2 4 0 1 0
1 2 9 4 6 4
2 3 8 4 10 3
1 6 12 5 13 7
2 9 9 9 10 10
1 6 17 15 15 13
2 11 14 13 21 11
1 13 20 21 25 16
2 19 20 21 23 16
1 21 25 24 25 23
2 20 24 29 28 24
1 22 31 28 33 30
2 28 29 33 38 30
1 28 37 34 38 36
2 37 33 36 41 37
1 33 41 42 49 45
2 43 41 47 48 38
1 56 64 59 64 61
2 60 57 57 70 56

Tabelle 27: Ergebnisse des Vorversuch | mit der Population L.
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Anhang

Larvenschlupfhemmung
Parallel- (%)
ansatz Wiederholungen

1 2 3 4 5
1 5 5 40 5 50
2 3 5 38 10 46
1 19 11 8 36 6
2 20 12 16 34 13
1 43 29 50 39 40
2 40 32 45 43 37
1 78 64 83 74 74
2 78 62 79 74 74
1 96 87 93 87 88
2 93 84 92 82 83
1 99 99 98 99 100
2 98 99 100 98 96

Tabelle 28: Ergebnisse des Vorversuch 11 mit der Population L.
Larvenschlupfhemmung
Parallel- (%)
ansatz Wiederholungen

1 2 3 4 5
1 5 17 11 15 14
2 10 15 10 17 13
1 4 0 4 4 2
2 2 5 2 4 2
1 12 5 11 6 8
2 10 8 9 5 7
1 16 48 22 12 19
2 17 35 21 18 21
1 59 58 56 49 56
2 61 52 50 57 61
1 89 86 87 91 74
2 90 94 88 86 84

Tabelle 29: Ergebnisse des Vorversuch Il mit der Population M.




Anhang 184

Konzentration nicht- Larven
Hg PYR/ml |embryoniertel embryonierte
Eier Eier
0 405(4,2) | 11,3(24) 48,1 (3,1)
0,15 11,8(1,7) | 48,7 (4,0) 39,5 (2,7)
0,5 8,3(3,2) 59,3 (3,2) 32,3 (3,6)
15 9,3(3,6) 77,2 (3,9) 13,5(4,5)
15 10,7 (4,3) | 86,8(4,5) 2,5(1,0)
25 15,3(34) | 845(3,7) 0,17 (0,4)

Tabelle 30: Anteil von embryonierten, nichtembrynierten Eiern und Larven beim LSHT mit
PYR. Bei Population L.

Konzentration nicht- Larven
ug PYR/ml |embryoniertel embryonierte

TBZ Eier Eier

0 4,5 (3,8) 1,0(0,9) 94,5 (3,3)
0,1 24,2 (4,9) 4,0 (2,7) 71,8 (2,3
0,15 25,3 (4,6) 7,3 (3,5) 67,3 (2,0)
0,2 32,3(3,3) 5,5(2,6) 62,2 (1,9)
0,25 36,8 (4,2) 7,8 (3,8) 55,3 (3,2
0,3 56,0 (5,4) 4,8 (3,9) 39,2 (2,0)

Tabelle 31: Anteil von embryonierten, nichtembrynierten Eiern und Larven beim LSHT mit
TBZ bei Stamm L.
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Parallel- Larvenparayse (%)
ansatz Wiederholungen
1 2 3 4 5
1 22 26 37 15 24
2 35 38 32 15 38
1 22 14 11 6 16
2 14 18 15 6 19
1 29 28 21 7 33
2 25 29 26 7 34
1 73 65 78 72 64
2 80 74 75 72 68
1 97 95 98 o7} 93
2 98 94 97 94 92
1 100 100 100 98 100
2 100 100 100 100 100
Tabelle 32: Ergebnisse des Vorversuch 111 mit der Population M.
Parallel- Larvenparalyse %
ansatz Wiederholungen
1 2 3 4 5
1 27 23 30 15 24
2 22 42 12 10 56
1 29 10 13 6 8
2 8 12 8 11 7
1 38 21 20 12 17
2 17 22 19 12 20
1 88 87 67 72 64
2 65 72 70 72 75
1 97 91 99 o7} 93
2 97 93 98 94 98
1 100 99 100 98 100
2 100 100 100 100 100

Tabelle 33: Ergebnisse des Vorversuch Il mit der Population L.
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Probe |ug TBZ/ml Probe |ug TBZ/ml

Nr. LDsg LDgs LDgg Nr. LDsg LDgs LDgg
Va 0,16 0,28 0,32 6/a 0,17 0,43 0,51
b 0,19 0,39 0,45 6/b 0,07 0,37 0,47
lc 0,15 0,27 0,31 6/c 0,12 0,38 0,46
d 0,14 0,28 0,33 6/d 0,09 0,33 0,41
Ve 0,18 0,32 0,37 6/e 0,12 0,41 0,50
1/f 0,25 0,49 0,57 6/f 0,08 0,41 0,55
g 0,25 0,46 0,54 6/g 0,12 0,36 0,44
2/a 0,19 0,35 0,41 6/h 0,09 0,38 0,47
2/b 0,19 0,37 0,44 7/a 0,10 0,32 0,25
2/c 0,25 0,49 0,57 7/b 0,12 0,35 0,37
2/d 0,18 0,38 0,45 7lc 0,14 0,26 0,41
2le 0,03 0,30 0,39 7/d 0,12 0,31 0,39
3/a 0,15 0,40 0,48 7le 0,12 0,34 0,39
3/b 0,10 0,27 0,33 7/t 0,17 0,32 0,41
3/c 0,04 0,28 0,35 8/a 0,15 0,28 0,32
3/d 0,13 0,41 0,50 8/b 0,22 0,39 0,45
3le 0,18 0,34 0,39 8/c 0,13 0,24 0,28
4/a 0,10 0,30 0,36 8/d 0,05 0,29 0,37
4/b 0,04 0,23 0,29 8le 0,17 0,43 0,51
4/c 0,05 0,29 0,37 9/a 0,18 0,31 0,36
4/d 0,11 0,42 0,51 9/b 0,16 0,39 0,46
4/e 0,11 0,29 0,35 9/c 0,14 0,26 0,30
4/t 0,11 0,33 0,40 9/d 0,12 0,20 0,22
4/g 0,09 0,26 0,32 9/e 0,10 0,15 0,16
4/h 0,02 0,22 0,28 o/f 0,25 0,63 0,75
4/ 0,13 0,29 0,35 10/a 0,18 0,31 0,36
5a 0,26 0,48 0,55 10/b 0,17 0,39 0,46
5/b 0,17 0,39 0,46 10/c 0,14 0,26 0,30
5/c 0,26 0,50 0,58 10/d 0,12 0,20 0,22
5d 0,13 0,36 0,43 10/e 0,10 0,15 0,16
5le 0,22 0,43 0,50

Tabelle 34: Ergebnisse des Versuch I: Lsp-, LDgg- und LDgo-Werte aus den LSHT fur TBZ flr
die Probennahme aus dem Jahr 2000 (n=61)
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Probe |ug TBZ/ml pg PYR/m pg IVM/m
Nr. LDso LDos LDy LDso LDy LDso LDgygy
I/a 0,08 0,19 0,22 0,86 14,88 0,59 2,89
I/b 0,21 0,29 0,32 15,31 49,11 0,16 0,46
l/c 0,13 0,21 0,24 n.d. 13,9 0,64 2,94
I/d 0,18 0,35 0,41 3,77 15,77 0,57 2,89
l/e 0,16 0,29 0,33 11,71 31,23 0,95 3,04
I/ 0,14 0,32 0,38 5,07 17,44 0,73 2,98
I/g 0,16 0,32 0,38 5,7 23,35 0,73 2,99
Il/a 0,14 0,26 0,3 27,6 44,21 1,08 3,03
I1/b 0,19 0,28 0,31 31,53 50,4 n.d. n.d.
ll/c 0,21 0,39 0,48 28,3 44,96 1,15 3,04
I/d 0,09 0,2 0,24 28,05 46,26 1,07 3,01
ll/e 0,11 0,19 0,22 26,28 42,24 0,75 2,9
1/f 0,13 0,26 0,3 27,81 45,88 0,76 2,9
/g 0,14 0,27 0,31 29,95 52,31 n.d. n.d.
I1/h 0,14 0,27 0,32 31,14 75,98 n.d. n.d.
[1/1 0,14 0,28 0,28 30,15 63,81 0,98 3,03
1/] 0,12 0,28 0,24 32,34 90,35 n.d. n.d.
I/a 0,12 0,2 0,17 23,81 41,8 2,31 5,56
/b 0,14 0,26 0,22 25,46 41,64 n.d. n.d.
I/c 0,1 0,15 0,13 25,04 64,32 1,87 3,99
I/d 0,25 0,63 0,62 n.d. n.d. n.d. n.d.
/e 0,18 0,31 0,23 27,38 43,84 1,2 3,77
I1/f 0,16 0,39 0,3 25,55 43,69 1,11 3,01
IV/a 0,08 0,35 0,44 31,08 67 0,63 3,92
IV/b 0,22 0,36 0,41 43,53 97,81 0,3 2,72
IV/c 0,15 0,24 0,27 8,97 55,04 0,44 2,8
IVid 0,09 0,3 0,36 12,71 44,37 n.d. n.d.
IV/e n.d. n.d. n.d. n.d. 45,4 0,77 2,92
IV/f 0,23 0,41 0,47 27,1 58,94 0,41 2,8
IV/g 0,21 0,35 04 25,94 50,12 1,09 3,01

Tabelle 35: Ergebnisse des Versuchsl, I und I11: Lsg-, LDgs- und LDgo-Werte aus den LSHT
mit TBZ; LDso- und LDgg-Werte fir den LSHT mit PYR; LDso- und LDgg-Werte aus
dem LPT mit IVM flr die Proben aus dem Jahr 2001 (n=78); (n.d.:kein Ergebnis).
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Probe |ug TBZ/ml pg PY R/m pg IVM/m
Nr. LDso LDos LDggy LDso LDygy LDso LDygy
V/a 0,04 0,1 0,13 4,35 15,51 0,59 2,91
V/b 0,13 0,24 0,28 11,31 40,83 0,45 2,82
V/c 0,05 0,16 0,2 6,02 34,07 0,88 3,97
V/d 0,03 0,09 0,11 n.d. n.d. 0,89 2,99
Ve 0,1 0,23 0,28 14,14 39,2 0,88 4,12
V/f 0,08 0,17 0,19 n.d. n.d. 0,76 2,94
V/g 0,12 0,23 0,26 10,01 28,97 0,84 2,98
V/h 0,09 0,19 0,22 10,53 36,36 0,88 2,99
Vi/a 0,09 0,22 0,26 11,84 43,76 2,2 4,2
Vi/b 0,17 0,27 0,3 23,54 44,64 0,96 3,09
Vi/c 0,07 0,19 0,23 20,14 53,37 1,47 4,28
Vi/d 0,1 0,31 0,38 11,91 36,77 0,53 3,76
Vi/e 0,15 0,3 0,35 25,38 51,98 1,31 3,11
VI/f 0,05 0,11 0,14 12,75 51,98 n.d. n.d.
Vi/g 0,12 0,24 0,28 15,46 35,64 n.d. n.d.
Vi/h 0,15 0,38 0,45 14,51 47,7 n.d. n.d.
Vil/a 0,14 0,29 0,34 n.d. n.d. 1,33 3,14
Vil/b n.d n.d n.d n.d nd 0,71 2,9
Vil/c 0,14 0,28 0,32 n.d. n.d. 1,54 3,88
Vii/d 0,15 0,32 0,38 n.d. n.d. 1,33 3,52
Vil/e 0,15 0,27 0,3 n.d. n.d. 0,35 2,5
VII/f n.d. n.d. n.d n.d. n.d. 1,22 3,08
Vil/g 0,17 0,23 0,25 n.d. n.d. n.d. n.d.
Vllil/a 0,18 0,29 0,34 15,45 44,55 0,43 3,91
VIlil/b 0,16 0,31 0,37 9 38,06 n.d 3,69
Vlll/c 0,14 0,26 0,28 9,74 28,17 0,43 4,13
VIil/d 0,12 0,19 0,22 13,31 33,31 n.d. n.d.
Vill/e 0,1 0,15 0,16 11,87 31,6 0,61 2,87
VIII/E 0,25 0,39 0,46 7,1 30,47 0,26 43
VIIl/g 0,08 0,15 0,17 10,34 34,32 0,36 3,85
VIIl/h 0,08 0,14 0,16 7,18 43,67 n.d. n.d.
VI 0,18 0,31 0,36 9,33 35,79 0,56 5,01

Tabelle 35: Fortsetzung.
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Probe |ug TBZ/ml pg PY R/m pg IVM/m

Nr. LDso L Dgs LDgg LDso LDgg LDso L Dgg
IX/A 0,1 0,23 0,27 19,34 45,91 0,59 2,92
IX/b 0,18 0,37 0,43 18,14 45,85 0,48 2,81
IX/c 0,2 0,36 0,39 20,05 42,88 0,55 2,85
IX/d 0,12 0,23 0,27 17,89 45,44 0,96 3,03
IX/e 0,11 0,22 0,25 19,39 42,94 0,93 3

I X/f 0,11 0,31 0,34 18,31 40,55 0,47 2,85
IX/g 0,11 0,24 0,28 n.d. n.d. 0,8 2,94
Xl/a 0,14 0,35 0,42 8,42 24,29 0,49 2,85
X/b 0,04 0,1 0,12 21,56 61,15 0,86 3,61
Xlc 0,18 0,39 0,46 0,14 0,3 0,44 2,86
X/ 0,07 0,16 0,19 20,27 58,13 0,11 2,66
Xle 0,06 0,13 0,15 18,12 48,05 0,71 2,92
X/f 0,04 0,12 0,12 20,85 54,05 0,28 2,75
Xl/g 0,09 0,25 0,31 18,94 50,12 0,81 3
X/h 0,04 0,13 0,16 20,74 60,47 0,76 3,02

Tabelle 35: Fortsetzung.
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Wurm Spezies Real-time PCR Real-time PCR
Nr. 1. Versuch 2. Versuch
W345 Cylicocyclusinsigne TTC/TTC TTC/TTC
WA437 Cylicocyclus radiatus TTC/TTC TTC/TTC
W239 Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
W245 Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
W?246 Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
W253 Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
W260 Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
W269 Cylicocyclus radiatus TTC/TTC TTC/TTC
W274 Cylicocyclus nassatus TTCITAC TTC/ITAC
W278 Cylicocyclus elongatus TTC/ITAC TTC/ITAC
w282 Cylicocyclus radiatus TTC/TTC TTC/TTC
W285 Cylicocyclus elongatus TTC/TTC TTC/TTC
W289 Cylicocyclus radiatus TTC/TTC TTC/TTC
W296 Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
W324 Cylicocyclusinsigne TTC/TTC TTC/TTC
W325 Cylicocyclus radiatus TTC/TTC TTC/TTC
M38 Cyathostomum coronatum TAC/TAC TAC/TAC
W82 Cyathostomum catinatum TTC/ITAC TTC/ITAC
w142 Cylicocyclusinsigne TTC/TAC TTC/TAC
W176 Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
W177 Cylicocyclusinsigne TTCITAC TTCITAC
W143 Cylicocyclusinsigne TTC/ITAC TTC/ITAC
W154 Cylicocyclus nassatus TTC/ITAC TTC/TAC
W157 Cylicocyclusinsigne TTCITAC TTCITAC
W159 Cylicocyclusinsigne TTC/TAC TTC/TAC
W171 Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
W180 Cylicocyclus nassatus TTC/ITAC TTC/TAC
W183 Cylicocyclusinsigne TTC/TAC TTC/TAC
W193 Cylicocyclus radiatus TTC/TAC TTC/TAC
W197 Cylicocyclus nassatus Ken Ergebnis | Kein Ergebnis
w215 Cylicocyclusinsigne TTC/TTC TTC/TTC
W294 Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC

Tabelle 36: Ergebnisse der Genotypisierung von 52 adulten kieinen Srongyliden in zwei

Untersuchungen mit der Real-time PCR.
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Anhang

W300 Cylicocyclus radiatus TTC/TAC TTC/TAC
M19 Cyathostomum catinatum TTC/TAC TTC/TAC
M20 Cylicostephanus hybridus TTC/TAC TTC/ITAC
M4l Cyathostomum catinatum TTC/TAC TTC/ITAC
M42  |Cyathostomum catinatum TTCITAC TTCITAC
M44  |Cyathostomum coronatum TTC/TTC TTC/TTC
M45  |Cyathostomum catinatum TTC/TAC TTC/ITAC
M47  |Cyathostomum pateratum TTC/TAC TTC/ITAC
M57  |Cyathostomum pateratum TTCITAC TTCITAC
M64  |Cyathostomum catinatum TTC/TAC TTC/TAC
M69  |Cyathostomum catinatum TTC/TAC TTC/ITAC
M70 |Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
M72  |Cyathostomum catinatum TTCITAC TTCITAC
M75 |Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC
M78 |Cylicocyclus nassatus TTC/TAC TTC/ITAC
M81  |Cyathostomum catinatum TTC/TAC TTC/TAC
M96 |Cyathostomum catinatum TTCITAC TTCITAC
M98  |Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC

M100 |Cylicocyclus nassatus TTC/TTC TTC/TTC

M117 |Cyathostomum catinatum TTC/TAC TTCITAC

M120 |Cyathostomum catinatum TTCITAC TTCITAC

Tabelle 36: Fortsetzung
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Sonde Kopienzahl | Mittlerer C;- | Standardabweichung | Variationskoeffizient

Wert (STABW) (VK)
A (TAC) 10" 35,82 0,97 2,72
A (TAC) 10° 33,56 0,75 2,22
A (TAC) 10° 29,66 0,54 1,83
A (TAC) 10° 26,85 0,52 1,93
A (TAC) 10° 23,11 0,66 2,85
A (TAC) 10° 20,83 0,55 2,66
T(TTC) 10" 35,45 1,32 3,72
T(TTC) 10° 31,51 0,62 1,97
T(TTC) 10° 28,61 0,82 2,88
T (TTC) 10° 25,17 0,81 3,22
T(TTC) 10° 21,46 0,78 3,22
T (TTC) 10° 18,11 0,78 4,29

Tabelle 37: Ergebnisse der Sandardkurven fir linearisierte Plasmid-DNA fur die A- und die
T-Sonde in den Verdiinnungsstufen 10* — 10°.
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Probe |ug TBZ/ml EZR Probe |ug TBZ/ml EZR
Nr. LDsy [EZRin% Nr. LDsy [EZRin%
l/a 0,16 81,82 6/a 0,17 87,50
1b 0,19 0,00 6/b 0,07 72,73
l/c 0,15 25,00 6/c 0,12 90,32
1/d 0,14 0,00 6/d 0,09 86,67
l/e 0,18 69,44 6/e 0,12 93,75
1/t 0,25 62,50 6/f 0,08 68,42
g 0,25 87,80 6/g 0,12 84,62
2/a 0,19 92,86 6/h 0,09 100,00
2/b 0,19 88,89 7la 0,10 n.d.
2/c 0,25 100,00 7/b 0,12 100,00
2/d 0,18 100,00 7lc 0,14 55,56
2le 0,03 69,23 7/d 0,12 0,00
3/a 0,15 75,00 7le 0,12 90,00
3/b 0,10 100,00 7/t 0,17 85,71
3lc 0,04 100,00 8la 0,15 100,00
3/d 0,13 82,76 8/b 0,22 100,00
3le 0,18 76,00 8/c 0,13 0,00
4/a 0,10 98,00 8/d 0,05 100,00
4/b 0,04 94,74 8le 0,17 100,00
4/c 0,05 97,83 9/a 0,18 73,33
4/d 0,11 100,00 9/b 0,16 80,00
4/e 0,11 96,61 9/c 0,14 85,71
4/f 0,11 66,67 9/d 0,12 42,86
4/g 0,09 93,33 Oe 0,10 91,67
4/h 0,02 100,00 o/f 0,25 75,00
4fj 0,13 94,44 10/a 0,18 75,00
5a 0,26 92,31 10/b 0,17 83,33
5/b 0,17 57,14 10/c 0,14 64,56
5c 0,26 94,12 10/d 0,12 78,95
5/d 0,13 83,33 10/e 0,10 100,00
5e 0,22 92,31

Tabelle 38: Ergebnisse des LSHT mit TBZ und des EZRT mit FBZ fur die Betriebe 1-10 (n=6)
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AbkUrzungsverzeichnis

8.3 Abkurzungsverzeichnis

A
ABM
ABZ
Ach
Achk

Aqua dest.

AR
AVM
bp
BZ
BZR

Caz+
CBz
Cl-

Ct
DMSO
DNA
DOM
dRn
ED
EHA
EpG
EPM
EZR
EZRT
FAM
FBZ

Adenin

Abamectin

Albendazol
Acetylcholin
Acetylcholinesterase
Destiliertes Wasser
Anthelminthikaresi stenz
Avermectin

Basenpaar
Benzimidazol
Benzimidazolresistenz
Cytosin

Kalziumionen
Cambendazol
Chloridionen
Threshold Cycle
Dimethylsulfoxid
desoxyribonuclein acid

Doramectin

normalisierte Baseline-korrigierte Fluoreszenz

effektive Dosis
egg hatch assay

Eizahl pro einem Gramm Kot

Eprinomectin
Eizahlreduktion in %
Eizahlreduktionstest
6- Carboxy-Fluoreszin

Fenbendazol
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FEC fecal egg count

FECR fecal egg count reduction
FECRT fecal egg count reduction test
FIBZ Flubendazol

FN Deutsche reiterliche Vereinigung
G Guanosin

GABA ?-Aminobuttersaure

GluCl Glutamat-gesteuerter Chloridkanal
GTP Guanosintriphosphat

HCI Salzsaure

IVM lvermectin

kb 1000 Basenpaare

KB Katblut

KGW K orpergewicht

KP Kleinpferd

L3 dritte Larven

LD Letale dosis

LEHT L arvenentwicklungshemmtest
LEV Levamisol

LMT Larvenmotilitatstest

LPA larval motility assay

LPT Larvenparalysetest

LSHT Larvenschlupfhemmtest

MAP Mikrotubuli-assoziiertes Protein
MBM Milbemycin

MBMO Milbemycinoxim

MBZ Mebendazol

MDS Magen-Darm-Strongyliden
MGB minor grove binder

MgCh+ Magnesiumchlorid
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ML Makrozyklische Laktone
MOR Morantel

MOX Moxidectin

nA nicotinerger Agonist
nNAChR nicotinerger Acetylcholinrezeptor
OX Oxantel

OxBZ Oxbendazol

OxfBZ Oxfenbendazl

PCR Polymerase K ettenreaktion
P-gp P-Glycoprotein

Phe Phenylalanin

PO Pony

PYR Pyrantel

RB Regierungsbezirk

RFLP Restriktions- Fragment - L angenpol ymorphismus
ROX 6- Carboxy- x-rhodamin

S M Selamectin

T Thymidin

TBT Tubulib-Bindungsstudie
TBZ Thiabendazol

Tyr Tyrosin

VB Vollblut

WB Warmblut
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