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1.  Einleitung

Fasciola hepatica (GroBer Leberegel) ist ein in geméBigten Klimazonen der Welt
vorkommender Endoparasit von Haus- und Wildwiederkduern sowie Kameliden; seltener
parasitiert er in anderen Tierarten (Pferd, Schwein, Kaninchen u.a.) oder dem Menschen
(Eckert et al., 2008). Dieser digene Trematode durchlduft einen heteroxenen
Entwicklungszyklus, der erstmals von Thomas im Jahr 1883 beschrieben wurde. Seine
Adultstadien parasitieren in den Gallengdngen oder der Gallenblase der als Endwirte
dienenden Sidugetiere. Diese scheiden mit dem Kot ca. 140x80 pum grofle, eiformige,
unembryonierte FEier aus. Im ausgeschiedenem Ei entwickelt sich unter giinstigen
Bedingungen innerhalb weniger Wochen ein Mirazidium (Wimpernlarve), das im wissrigen
Milieu schliipft, um einen geeigneten Zwischenwirt zu suchen. In Mitteleuropa dient vor
allem Galba (Lymnaea) truncatula (Zwergschlammschnecke) als Zwischenwirt fiir F.
hepatica. In diesem Zwischenwirt kommt es iiber ungeschlechtliche Vermehrungsstufen
letztlich zur Entwicklung von Zerkarien (Schwanzlarven). Die Zerkarien verlassen die
Schnecken, schwimmen umher und haften sich an Pflanzen u.a. an. Dort verlieren sie ithren
Schwanz und enzystieren sich zu infektiosen Metazerkarien. Die Infektion des Endwirtes
erfolgt durch orale Aufnahme der Metazerkarien. An die Infektion schlieft sich die
Wanderung der juvenilen Stadien vom Diinndarm iiber die Peritonealhdhle zur Leber an.
Nach Migration durch das Leberparenchym kommt es zur Besiedelung der Gallengéinge mit
juvenilen und adulten Egeln. Die Pripatenz betrdgt beim Rind 8-11 Wochen (Eckert et al.,
2008). Die Wanderaktivitit der juvenilen Egel im Leberparenchym und die dadurch
verursachten Lisionen sind verantwortlich fiir das Krankheitsbild der akuten und subakuten
Fasciolose. Diese beiden Verlaufsformen werden hauptsdchlich bei Schafen (vor allem
Jungtieren) im Spdtsommer und Herbst beobachtet. Klinisch &uBlern sich diese
Krankheitsverldufe u.a. in hochgradiger Andmie und plétzlichen Todesfdllen (akut) oder in

raschem Gewichtsverlust und Odembildung (subakut). Beim Rind ist dagegen die chronische
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Verlaufsform der Fasciolose vorherrschend. Diese wird durch die im Gallengangsystem
parasitierenden Adultegel verursacht und ist im Winter und darauffolgendem Friihjahr zu
beobachten. Hier stehen Leistungsminderungen im Vordergrund (Mitchell, 2002; Schnieder,
2006; Eckert et al., 2008).

Die wirtschaftliche Bedeutung der Fasciolose liegt in den enormen wirtschaftlichen
Verlusten, die in jlingerer Zeit in der Schweiz mit 52 Mio. Euro pro Jahr beziffert wurden,
was einen errechneten Schadensbetrag von 376 Euro pro Milchkuh ausmacht (Schweizer et
al., 2005 A). Die Schédden entstehen durch verminderte Milchleistung (Ilchmann et al., 2002;
Charlier et al., 2007), verminderte Mastleistung (Mcllroy et al., 1990; Berning und
Daughschies, 2005), reduzierte Fruchtbarkeit (Hope Cawdery, 1984; Charlier et al., 2007) und
Leberkonfiskate (Gréfner, 1992).

Zur Diagnostik dieser wichtigen Parasitose stehen heutzutage unterschiedliche
Diagnostikverfahren zur Verfligung: der traditionelle koproskopische Nachweis von Eiern
mittels Sedimentationsverfahren mit einer Sensitivitit von 69 %, die Postmortaldiagnostik
durch Beurteilung der Leberverdnderungen bei der Schlachtung mit einer Sensitivitit von
63 % sowie der serologische Nachweis von Antikdrpern in Blut und Milch mit einer
Sensitivitidt von 92-98 % (Reichel, 2002; Reichel et al., 2005; Molloy et al., 2005; Rapsch et
al., 2006). Die serologischen Nachweisverfahren gewinnen in jiingerer Zeit fiir die

Herdendiagnostik immer mehr an Bedeutung.

Verfiigbare Erkenntnisse iiber das Auftreten dieser wirtschaftlich bedeutenden Parasitose in
Norddeutschland waren zur Zeit der Studienplanung 20-30 Jahre alt (Funk, 1980, 1984;
Lemmermohle, 1984; Messer, 1985; Simmank, 1987; Runge, 1992). Daher war es Ziel der
vorliegenden Studie:

© aktuelle Daten iiber Vorkommen und Verbreitung der Fasciolose bei
Milchkiihen in Norddeutschland auf reprédsentativer Basis zu eruieren;
mogliche Risikofaktoren und wirtschaftliche Auswirkungen dieser Parasitose

zu bestimmen.
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Dazu wurden:

° Schlachthofdaten aus Schleswig-Holstein ausgewertet,

° eine Querschnittsstudie mit Tankmilchproben des Landeskontrollverbandes
Schleswig-Holstein e.V. sowie
eine Querschnittsstudie im Landkreis Dithmarschen mit Einzel-, Tankmilch-

und Kotproben durchgefiihrt.

AuBerdem sollten zwei diagnostische Methoden zum Nachweis der Fasciolose
(koproskopischer Ei-Nachweis, Nachweis spezifischer Antikorper in Milchproben) verglichen

werden.
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2. Literaturiibersicht

2.1. Vorkommen und Verbreitung von Fasciola hepatica in Deutschland

Die Privalenz der Fasciolose unterliegt regionalen, saisonalen und wirtsabhingigen
Einfliissen und variiert dementsprechend (Eckert et al., 2008). In Feuchtgebieten, wie der
norddeutschen Kiistenregion oder auf nicht drainierten Weiden spielt der Leberegelbefall

naturgemal eine groBere Rolle als z.B. auf trockenen Standorten (Simmank, 1987).

Zum Vorkommen und zur Verbreitung der Fasciolose bei Rindern in mitteleuropdischen
Lindern liegen aus jlingerer Zeit nur wenige Erkenntnisse vor. In grofen Teilen
Westdeutschlands und auf dem Gebiet der ehemaligen DDR lag die Extensitit der Fasciolose
bei Weiderindern bis etwa 1970 bei 50-80 % (Tabelle 1). Nachdem Mitte bis Ende der 1970er
Jahre in den Weidegebieten Schleswig-Holsteins jéhrlich wiederkehrende, flichendeckende
Behandlungen bei Rindern, z.T. auch bei Schafen, mit Fascioliziden durchgefiihrt und diese
mit weidehygienischen Maflnahmen gekoppelt worden waren, sank die Fasciolose-Pravalenz
innerhalb weniger Jahre auf 0,005 % ab (Tabelle 1). Ab Mitte der 1980er Jahre war ein
Wiederanstieg des Leberegelbefalls in Schleswig-Holstein festzustellen mit Priavalenzen in
den 1990ern von regional bis 17 % (Tabelle 1). Diese Zunahme wurde damit begriindet, dass
in vielen Regionen der flichendeckende Fasciolizid-Einsatz auch wegen der
Riickstandsproblematik milchliefernder Kiihe aufgegeben worden war und das Wissen um die
wirtschaftlichen Schiden durch einen Leberegelbefall verloren gegangen war (Runge, 1992).
Nachdem in Niedersachsen ein Riickgang der Fasciolose-Privalenz aufgrund
flichendeckender Leberegelbehandlungen Anfang bis Mitte der 1990er auf 2 % festgestellt
werden konnte, entschied man sich nach einem Wiederanstieg der Pridvalenz bis Ende der
1990er auf regional bis 9 % gegen eine Einstellung der Leberegelbehandlungen in
weidehaltungs-gepragten Landkreisen (Tabelle 1). Auch in Nordrhein-Westfalen sank die
Privalenz aufgrund flichendeckender Leberegelbehandlungen bis 1974 auf 1-2 % (Tabelle 1).

Nach Aufgabe dieser Mallnahmen stieg die Pravalenz erneut auf durchschnittlich 23 % bis
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1992 an, wobei Kraneburg (1992) von regionalen Befallshiufigkeiten von 75-100 % ausging.
Ein deutlicher Unterschied bestand zwischen Tieren mit und ohne Weidegang (Weichel,
1987). Auch auf dem Gebiet der ehemaligen DDR wurde die Pravalenz der Fasciolose durch
weidehygienische MaBBnahmen und “Leberegelbehandlungen” von anfanglich 50 % auf 1,5 %
in 1981 gesenkt (Griafner, 1989; 1992). Neuere Untersuchungen in Sachsen-Anhalt und

Brandenburg ergaben aber einen Wiederanstieg der Pravalenz auf 20 % (Tabelle 1).

Jiingere Untersuchungen, die mit dem Nachweis F. hepatica-spezifischen Antikdrpern in
Serum- oder Milchproben durchgefiihrt worden waren, zeigten mit regionalen Schwankungen

Seroprédvalenzen von 15-80 % (Tabelle 2).

2.2. Vorkommen und Verbreitung von Fasciola hepatica in

Nachbarlindern Deutschlands

Aus den Nachbarldndern Deutschlands liegen die neuesten Daten zum Vorkommen der
Fasciolose aus der Schweiz und Belgien vor. In der Schweiz schwankte die Pridvalenz der
Fasciolose von den 1970ern bis heute je nach Untersuchungsmethode zwischen 8-18 %
(Tabelle 3). Ahnlich lagen auch die Privalenzen fiir Didnemark, Niederlande und Frankreich,
wobei hier die letzten Untersuchungen 10-20 Jahre zuriicklagen. Polen verzeichnete hohere
Priavalenzen von bis zu 35 % zwischen 1980-1992 und auch jiingere Untersuchungen aus

Belgien zwischen 2006-2008 zeigten hohe Pravalenzen von bis zu 40 % (Tabelle 3).
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Tabelle 1: Verbreitung der Fasciolose bei Rindern in Deutschland
Region Untersuchungs-  Anzahl Untersuchungs- Prdvalenz ~ Autor (en)

periode untersucht  methode! %
Schleswig-Holstein < 1969 ? L 80 Funk (1973)
" 1976 ? L 2 Funk (1976)
" 1978-1980 ? L <1 Funk (1980)
Nordfriesland 1972 ? L 10 Funk (1984)
" 1980 ? L <1 Funk (1984)
" 1986-1987 54.614 L 3 Runge (1992)
" 1992 9.524 L 17 Runge (1992)
Gettorf 1969 L 70 Messer (1985)
" 1977-1978 >29.000 L 5 Messer (1985)
" 1981 L 36 Messer (1985)
Hamburg 1980-1985 343.302 L 11 Simmank (1987)
Weser-Ems 1990 ? K 10 Anonym (2000)
" 1996 ? K 2 "
" 1997 ? K 3 "
" 1999 ? K 9 "
LK Friesland 1985-1986 886 K 28-78 Berning (2002)
LK Ammerland 1986 630 K 6 Berning (2002)
Zeven 1998-1999 32.623 L 1 Berning (2002)
LK Celle 1997 ? K 0 Berning (2002)
LK Steinfurt 1966 ? L >30 Lemmermohle (1984)
" 1966 ? L 90 Weichel (1987)
" 1969 ? L 29 Weichel (1987)
" 1974 ? L 1-2 Lemmermdohle (1984)
" 1974 ? L 4 Weichel (1987)
’ 1983 ? L 3-5 Lemmermohle (1984)
" 1984 ? L 8 Weichel (1987)
LK Borken/Cosfeld 1987-1992 2.068 K 23 Kraneburg (1992)
ehemalige DDR 1960-1970 ? L+K 50 Grifner (1989;1992)
" 1976 ? L+K 6 Gréfner (1989;1992)
" 1981 ? L+K 2 Grifner (1989;1992)
" 1982 ? ? 3 Hiepe (1984)
" 1990 ? L 3 Gréfner (1992)

Fortsetzung



Literaturiibersicht 7

Fortsetzung Tabelle 1:

Region Untersuchungs-  Anzahl Untersuchungs- Prdvalenz ~ Autor (en)

periode untersucht  methode! %

Sa-Anh./ Brandenb. 2001 1.260 K 20 Conraths et al. (2002)

RB Freiburg 2000 380 K 9 Koch (2005)

" 2003 285 K 6 Koch (2005)

Traunstein 2005 ? L 17 Koch (2005)

Bayern 2000-2004 24.273 K 11 Koch (2005)

! K= Kotuntersuchung, L= Leberbefund bei Schlachtung; LK= Landkreis, RB= Regierungsbezirk

Tabelle 2: Seropravalenz der Fasciolose bei Rindern in Deutschland

Region Untersuchungs- Material Anzahl Seroprivalenz (%) Autor(en)

periode untersucht Tier Herde

Meckl.-Vorp.  2000-2002 Blut 1.537 27 80 Conraths et al. (2002)
Hacker et al. (2003)

Voralpenraum 1993-1994 Einzelmilch ? 73 - Schmitt et al. (1994)

" 2003-2004 Tankmilch 7000-8000 - 70 Pfister und Koch (2004)

Bayern 2003-2005 Tankmilch 5.278 - 32 Koch (2005)

Norddeutsche 2008 Tankmilch 1.610 - 15-73  Ahrens-Flegel et al. (2010)

Marschgebiete
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Tabelle 3: Verbreitung der Fasciolose bei Rindern in Nachbarlandern Deutschlands

Region Untersuchungs- Anzahl Untersuchungs- (Sero)Privalenz (%) Autor (en)
periode untersucht methode! Tier Herde
Déanemark 1969-1972 ? L 16 - Simmank (1987
Dianemark 1963-1977 ? K 10 - Simmank (1987)
Déanemark 1963-1977 10.540 K 10 - Henriksen und
Pilegaard (1979)
Schweiz 1975 1.496 G 15 - Eckert et al. (1975)
Schweiz 1991 2.033 G+L 11 - Ducommun und
Pfister (1991)
Ostschweiz ~ 1999-2000 3.267 L 8 - Schweizer
et al. (2003)
Ostschweiz <2003 ? K 19 - Hertzberg
et al. (2003)
Schweiz 2004 1.087 L 11 - Rapsch (2005)
Schweiz 2004 268 K 16 - Rapsch (2005)
Schweiz 2004 797 G 19 - Rapsch (2005)
Schweiz 2004 1.026 S 21 - Rapsch (2005)
Schweiz 2004-2005 1.331 S 18 - Rapsch et al. (2006)
Tirol 2005 4.657 T - 73 Matt et al. (2007)
Niederlande 1983 ? ? 15-20 - Hofmann (1984)
Belgien 1960-1997 ? ? 10-19 - Lonneux et al. (2000)
Belgien 2006-2008 1.762 T - 37-40 Bennema
et al. (2009, 2011)
Frankreich ~ 1990-1999 12.389 K 17 - Mage et al. (2002)
Tschechien  1970-1985 ? L 6-<1 - Zajicek (1987)
Polen 1980-1992 ? L <1-35 - Jarnicka- Stanios et al.
(1983); Lis (1989);
Michalski et al.
(1990); Konopka
(1993)
Polen 1998-1999 871 K 4 2-20  Michalski und
Romaniuk (2000)

! K= Kotuntersuchung, L= Leberbefund bei Schlachtung, G= Gallenfliissigkeitsuntersuchung,

S= Antikdrperuntersuchung Blutserum; T= Antikoérperuntersuchung Tankmilch
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2.3. Methoden zur Fasciolose- Diagnostik

Zum Nachweis des Fasciola-Befalls eignen sich der Nachweis parasitirer Stadien in der
Leber, der Ei-Nachweis im Kot oder in der Gallenfliissigkeit, der Nachweis spezifischer
Antikorper in Kot, Serum oder Milch sowie der Nachweis von Fasciola-Antigenen im Kot

oder Serum.

2.3.1. Schlachtleberuntersuchung

Nach der Schlachtung ist die Beurteilung der Leberverdnderungen die einfachste Methode um
einen Befall mit F. hepatica nachzuweisen. Beim Anschnitt des meist marmorierten Organs
kommt es zum typischen Knirschen und es konnen adulte Leberegel in den Gallengéngen
gefunden werden (Eckert et al., 2008). Allerdings liegt die Sensitivitit dieser
Nachweismethode nur bei etwa 60-70 % (Rapsch et al., 2006; Charlier et al., 2008). Durch
mehrstiindige Lagerung der Leber in heilem Wasser und anschlieBender scheibchenweise

Zerstiickelung 148t sich eine Sensitivitdt von etwa 100 % erreichen (Charlier et al., 2008).

2.3.2. Kotuntersuchung

Die Standardmethode zum Nachweis eines F. hepatica-Befalls am lebenden Tier ist die
koproskopische Untersuchung mittels Sedimentationsmethode (Happich und Boray, 1969;
Eckert et al., 2008). Hierbei werden die ovalen, gedeckelten, goldgelben, 140x80 um groB3en
Fasciola-Eier nachgewiesen. Die Sensitivitit der Nachweismethode wurde, bedingt durch die
bei Rindern meist geringe Zahl ausgeschiedener Fasciola-Eier mit 30 % (Happich und Boray,
1969) angegeben. Neuere Studien mit Modifikationen der Sedimentationsmethode ergaben
eine Sensitivitit von 68-69 %, wenn das Volumen der Kotprobe auf 10 g erhéht wird
(Wolfensberger, 1993; Rapsch et al., 2006), von 83 %, wenn die Sedimentationszeit auf 10
Minuten verkiirzt und dem Sediment ein Detergens zugegeben wird (Conceigao et al., 2002),
von iiber 90 %, wenn nicht eine Probe, sondern drei Teilkotproben jedes Tieres untersucht

werden (Rapsch et al., 2006). Eine kombinierte Sedimentations-Flotationsmethode unter
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Verwendung einer Zinkchlorid-Losung (spez. Gewicht 1,56) als Flotationsmedium brachte

eine Sensitivitdt von 42-63 % (Charlier et al., 2008).

2.3.3. Gallenflussigkeitsuntersuchung

Eier von F. hepatica konnen auch durch Punktion der Gallenblase und Gewinnung der
Gallenfliissigkeit unter Ultraschallkontrolle und anschlieender Sedimentation nachgewiesen
werden, wobei die Sensitivitdt mit 93-98 % angegeben wurde (Braun et al., 1995; Rapsch et

al., 2006).

2.3.4. Serologische Untersuchung

Fiir die Herdendiagnostik eignen sich besonders immundiagnostische Verfahren (Eckert et al.,
2008). Im Gegensatz zur Kotuntersuchung, bei der die Eier von F. hepatica erst 8-11 Wochen
post infectionem nachzuweisen sind (Eckert et al., 2008; Schnieder, 2006) lassen sich
Fasciola-spezifische Antikorper im Serum bereits 2-4 Wochen post infectionem nachweisen
(Tabelle 4). Der Nachteil besteht darin, dass diese Antikorper auch nach medikamenteller
Elimination des Leberegelbefalls bis zu 8 Monaten (Levieux et al., 1992 A; Boulard et al.,
1995; Chauvin et al., 1997) oder bis zu 18 Monaten (Hutchinson und Macarthur, 2003) im

Blut persistieren, was zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren kann.

Der von Pourquier et al. (1996) entwickelte, mit einem Tegumentum (f2)-Antigen arbeitende,
kommerziell erhéltliche indirekte ELISA wurde vielfach unter experimentellen und
Feldbedingungen verwendet. Seine Ergebnisse stimmen mit jenen des passiven
Héamagglutinationstests von Levieux et al. (1992 B) iiberein. Es besteht jedoch (entgegen den
Herstellerangaben) keine statistisch abzusichernde Korrelation zwischen dem ELISA-Resultat
und der Eizahl im Kot oder der Zahl der Fasciola-Exemplare in der Leber (Reichel, 2002;
Rapsch, 2005). Salimi-Bejestani et al. (2005 A) berichteten von einer Sensitivitit bei
Tankmilchprobenuntersuchungen in England mit einem anderen kommerziell erhiltlichen
indirekten ELISA basierend auf exkretorisch/sekretorischem Antigen von 96 % und einer
Spezifitit von 80 % wenn man von einer Herde ausgeht, in der mindestens 25 % aller Tiere

F. hepatica-positiv sind (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Serologische Methoden zum Nachweis von F. hepatica-Antikorpern bei

Rindern
Methode Sensitivitdit / Spezifitit /  positiv...Wochen p.i.  Autor(en)
Serum Einzelmilch  Tankmilch

Passive Himagglutination 96/ 95/ 2-4 Levieux et al. (1992 A)
(Tegumentum (f2)-
Antigen)
Indirekter ELISA 97/ 99/ 2 Ibarra et al. (1998)
(exkretorisch/sekretorisches
Antigen)
Dot-ELISA 2/ 2-4 Castro et al. (2000)
(exkretorisch/sekretorisches
Antigen)
Indirekter ELISA 90/ 75/ 5-7 Cornelissen et al. (2001)
(rekombiniertes Cathepsin
L-like Protease-Antigen)
Indirekter ELISA 95/95/? Simgek et al. (2006)
(exkretorisch/sekretorisches
Antigen)
Indirekter ELISA 98/ 100/ 2 Reichel (2002)
(Tegumentum (f2)-
Antigen)

» 99/ 95-98/ ? Hutchinson und

Macarthur (2003)

» 92/93/7? Rapsch et al. (2006)

” 95/98/? Reichel et al. (2005)

» 98/ 98/ ? 98/99/? Molloy et al. (2005)
Indirekter ELISA 98/ 96/ 2-4 Salimi-Bejestani
(exkretorisch/sekretorisches et al. (2005 B)
Antigen)

» 96/ 80/ ? Salimi-Bejestani

et al. (2005 A)
’ 92/ 88/? Salimi-Bejestani

et al. (2007)

p.i.= post infectionem



12 Literaturiibersicht

Zu den direkten Nachweismethoden z&hlt der Nachweis von F. hepatica-Antigen im Kot
(Koproantigen) (Espino und Finlay, 1994; Dumenigo et al., 1996; Mezo et al., 2004) oder im
Serum (Lecliptieux et al., 1998). Der Vorteil besteht darin, dass Antigene nur bei florierenden
Infektionen in Anwesenheit des Egels nachgewiesen werden. Nach erfolgter Chemotherapie
und Elimination der Egelbiirde sinkt der Antigenspiegel deutlich, so dass eine Aussage zum
Erfolg der Chemotherapie gemacht werden kann (Mezo et al., 2004). Die Sensitivitdt des
Koproantigentests wird mit 93 % angegeben, die Spezifitit mit 100 % (Espino und Finlay,
1994). Der Nachweis von F. hepatica-Koproantigen ist ab der 4.-6. Woche post infectionem
moglich; die Antigenmenge im Kot korreliert mit der Zahl der Fasciola-Exemplare im
Endwirt (Abdel-Rahman et al., 1998). Der Nachweis von im Blut zirkulierendem F. hepatica-
Antigen (exkretorisch/sekretorisches Antigen) erlaubt bereits ab dem 6. Tag post infectionem,
also schon in der frithen Prépatenz, die Diagnose eines Befalls mit dem GroBen Leberegel

(Lecliptieux et al., 1998).

2.4. Risikofaktoren fiir das Vorkommen der Fasciolose

Die Risikofaktoren fiir das Vorkommen der Fasciolose sind eng mit dem Entwicklungszyklus
von F. hepatica verbunden. Zum einen ist die Verbreitung von F. hepatica ohne den
Zwischenwirt Galba (Lymnaea) truncatula und seinen bendtigten feuchten Primér- und
Sekundérhabitaten nicht moglich, und zum anderen entwickeln sich aus den in die Auflenwelt
gelangten Eier nur Mirazidien, wenn die Aulentemperatur > 10 °C betrdgt und die Eier von
Kotpartikeln befreit und von Fliissigkeit umgeben sind (Ollerenshaw, 1959; Boray, 1972).
Somit ist die Fasciolose an Feuchtgebiete und Weidehaltung gekoppelt (Mitchell, 2002; Matt
et al., 2007; Knubben-Schweizer et al., 2010; Bennema et al., 2011). Ihr Auftreten und ihre
geografische Ausbreitung werden u.a. durch Klimafaktoren, Bodenbedingungen sowie dem
Weide- und Betriebsmanagement beeinflult. Temperaturen um 22 °C  und
Niederschlagsmengen von ca. 90 mm/Monat bergen das hochste Risiko einer schnellen
Ausbreitung der Fasciolose, da optimale Bedingungen fiir den Zwischenwirt und die
Weiterentwicklung der Eier und Metazerkarien herrschen. Temperaturen > 25 °C und

Niederschlagsmengen > 210 mm/Monat hingegen senken das Risiko, da Schnecken und
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Zerkarien austrocken bzw. weggespiilt werden (Rapsch et al., 2008). Ein neutraler pH-Wert
des Bodens sowie ein erhohter Eisengehalt haben einen negativen EinfluB auf die
Entwicklung von Zwischenwirt und —stadien, wohingegen ein sehr feinsandiger Boden
mangels Drainage einen positiven Einfluf auf die Entwicklung und Verbreitung von F.
hepatica hat (McCann et al., 2010). Ein hoher Anteil von Weidegras in der Futterration,
lingere Weideperioden und ungemihte Weideflachen bergen ebenfalls ein erhéhtes Risiko fiir
eine F. hepatica- Infektion (Bennema et al., 2011). Als ein weiterer Risikofaktor fiir das
Auftreten der Fasciolose bei Rindern in Norddeutschland wird auch die gemeinsame
Weidehaltung von Rindern und Schafen angesehen (Runge, 1992). Denn Schafe sind als
Endwirte fiir F. hepatica sehr empfanglich, entwickeln keine ausreichend schiitzende
Immunitédt und scheiden daher iiber lange Zeit groBe Menge an Leberegeleiern aus (Eckert et
al., 2008). Die unzureichende anthelminthische Bekdmpfung von F. hepatica stellt ebenfalls
einen Risikofaktor dar, da regelmiBige anthelminthische Behandlungen der Tiere zu einer
Verminderung der Anzahl der Parasiten im Wirt sowie der Eiaussscheidung und damit der
Weidekontamination fithren (Boray, 1971). In Gebieten wo Schafe auf gleichen Weiden wie
Rinder gehalten werden, sollten die Schafe ebenfalls gegen F. hepatica behandelt werden
(Runge, 1992). Die Ursache fiir die unzureichende anthelminthische Behandlung in jlingerer
Zeit ist im mangelnden ProblembewuBtsein der Landwirte und Tierdrzte zu suchen. Die
klinische und wirtschaftliche Bedeutung der Fasciolose wurde in den letzten Jahren immer
weniger sowohl von Landwirten als auch von Tierdrzten wahrgenommen (Schweizer et al.,

2005 B).

2.5. Wirtschaftliche Bedeutung der Fasciolose bei Rindern

Die wirtschaftlichen Schiaden der bei Rindern meist chronisch verlaufenden Fasciolose sind
vielfdltig und resultieren, wie in zahlreichen Veroffentlichungen beschrieben, u.a. in
Einbuflen in Mast- und Milchleistung, Schlachterlds und in verminderter Fruchtbarkeit. Die

Ergebnisse aus vorwiegend neueren Studien zeigten:
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verworfene Lebern:

In der ehemaligen DDR wurden in den Jahren 1983 und 1987 160.000 kg bzw.
270.000 kg Rinderlebern aufgrund Fasciolose-spezifischer Verdnderungen
konfisziert und vernichtet (Gréafner, 1992).

verminderte Mastleistung:

Nach Simmank (1987) zeigten infizierte Masttiere eine gegeniiber nicht
infizierten Kontrolltieren um 10 % verminderte Mastleistung. Berning (2002)
bezifferte diese Minderleistung in einer neueren Untersuchung an einem
Schlachthof in Niedersachsen mit 5,7-6,8 %. Infizierte Rinder benoétigten
weiterhin 4-6 Wochen langer, um ihr Mastendgewicht zu erreichen (Mcllroy et
al., 1990).

verminderte Milchleistung:

Simmank (1987) und Ilchmann et al. (2002) veranschlagten die
Milchminderleistung bei Milchkiihen mit 450 Litern/Jahr. Mcllroy et al. (1990)
bewerteten den Leistungsriickgang bei  Milchkithen mit 10  %.
Tankmilchpobenuntersuchungen in Belgien lieSen auf eine Minderleistung von
0,7 kg Milch pro Fasciola-infizierter Kuh und Tag und einen um 0,06 %
reduzierten Milchfettgehalt schlieBen (Charlier et al., 2007).

In einer jlingeren in der Schweiz durchgefiihrten Studie wurden die Fasciolose-
bedingten Verluste je Milchkuh und Jahr mit 376 Euro angegeben. Der
jéhrliche Gesamtverlust wurde auf 52 Mio. Euro pro Jahr geschitzt (Schweizer
etal., 2005 A).

Fruchtbarkeitsstorungen:

Ein Fasciola-Befall kann bei Kithen auch in einer verringerten
Fruchtbarkeitsrate und erhohtem Erstkalbealter resultieren (Oakley et al., 1979;
Hope Cawdery, 1984). Die Zwischenkalbezeit war bei Fasciola-infizierten
Kiihen im Vergleich zu nicht infizierten Tiere um 4,7 Tage verldngert (Charlier
et al., 2007). Fasciolizid-behandelte Kiihe hatten in den USA 1-3 % mehr
Kilber als unbehandelte Kiihe; das Absetzgewicht ihrer Kilber war zudem 22
kg hoher (Kaplan, 1994).
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Altere Schitzungen beziffern die durch F. hepatica verursachten wirtschaftlichen Verluste bei
Rindern in Nordirland auf 6 Mio. britische Pfund (Mcllroy et al., 1990). Der wirtschaftliche
Nutzen einer Leberegelbehandlung wurde mit 15-31 US$ je Kuh und Jahr angegeben
(Kaplan, 1994).

2.6. Medikamentelle Bekimpfung der Fasciolose beim Rind

Die Auswahl der hier dargestellten Medikamente beschriankt sich auf die zur Zeit der Studie
in Deutschland nach der 14. Novelle des Arzneimittelgesetztes vom 12.12.2005 zur
Anwendung beim Rind zugelassenen Fasziolizide, die im Anhang I-III der Verordnung
(EWG) Nr. 2377/90 aufgefiihrt sind und fiir die Riickstandshochstwerte (MRL) festgelegt
wurden (VETIDATA, 2007). Die Wirkstoffe lassen sich in zwei Substanzgruppen unterteilen:
(a) Benzimidazole: Triclabendazol, Albendazol

(b) Salizylsdureanilide: Closantel

Triclabendazol wird hauptsichlich {iber das Tegument von F. hepatica aufgenommen (Toner
et al., 2010). Sein Wirkungsmechanismus auf Fasciola-Stadien ist aber noch nicht vollstindig
aufgeklart. Es hemmt die Kolchizinbindung und Freisetzung proteolytischer Enzyme im Egel
(Fairweather und Boray, 1999). Neuere Studien weisen aber darauf hin, dass Triclabendazol
als Mikrotubuli-Inhibitor auf F. hepatica wirkt (Robinson et al., 2002). Es zeigt eine sehr gute
Wirkung gegen juvenile und adulte Egel (Richards et al., 1990; Fairweather und Boray,
1999). Triclabendazol darf in Deutschland nicht bei Tieren angewendet werden, deren Milch
fiir den menschlichen Verzehr vorgesehen ist oder in der Trockenperiode und bei triachtigen
Férsen innerhalb von 2 Monaten vor dem Geburtstermin (VETIDATA, 2007). Die Wartezeit
betrigt auf essbares Gewebe je nach Praparat 50-56 Tage (VETIDATA, 2007).

Albendazol ist sowohl gegen Nematoden als auch gegen adulte Stadien von F. hepatica in
einer Dosierung von 10 mg/kg KGW wirksam. Albendazol hemmt die Polymerisation der
Mikrotubuli (Scholtysik und Kaufmann, 1996; Ungemach, 2006). Albendazol hat nur eine
variable (50-100 %) Wirkung gegen adulte Leberegel (Richards et al., 1990; Fairweather und
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Boray, 1999). Die Zulassung beschriankt sich auf die chronische Fasciolose. Albendazol ist
der einzige Wirkstoff, der auch eine Zulassung fiir Milchkiihe hat (VETIDATA, 2007). Die
Wartezeit betrigt je nach Praparat in Deutschland fiir essbares Gewebe 14-28 Tage, fiir Milch
5 Tage. Die Behandlung wéhrend des 1. Trichtigkeitsmonats ist wegen der potentiell

teratogenen Wirkung der Substanz ausgeschlossen.

Closantel gehort zur Gruppe der Salizylsdureanilide, wirkt gegen den adulten Leberegel und
besitzt eine Teilwirkung gegen immature > 6 Wochen alte Leberegel (Ungemach, 2006). Es
wirkt liber die Entkoppelung der oxidativen Phosphorylierung des Parasiten (Scholtysik und
Kaufmann, 1996) und ist bei einer Dosierung von 10 mg/kg KGW wirksam (Hertzberg et al.,
2002). Es besteht ein Anwendungsverbot fiir milchliefernde Tiere. Die Wartezeit betrdgt in
Deutschland 28 Tage fiir essbares Gewebe (VETIDATA, 2007).
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3. Material und Methoden

3.1. Schlachthofdaten zum Vorkommen der Fasciolose in Schleswig-

Holstein

An drei Schlachthéfen in Schleswig-Holstein (Husum, Bad Bramstedt, Erfde), in denen etwa
75 % aller Rinder aus Schleswig-Holstein (Gesamtzahl Schlachrinder: 364.000 in 2005,
369.147 in  2006) geschlachtet werden, wurden mit Hilfe der jeweiligen
Fleischbeschautagebiicher die aufgrund Leberegelbefalls verworfenen Lebern fiir die Jahre

2005 und 2006 ermittelt.

3.2. Querschnittsstudie zur Seroprivalenz in Betrieben des

Landeskontrollverbandes Schleswig-Holstein e.V.

3.2.1. Stichprobenauswahl

Nach den représentativen Erhebungen der Viehbestdnde der Jahre 2003-2006 und der letzten
Viehzihlung in Dithmarschen im Jahre 2003, gab es zum Zeitpunkt der Studienplanung und -
durchfiihrung im Jahre 2005 in Schleswig-Holstein insgesamt 1.180.557 Rinder, von denen
349.140 Milchkiihe waren, verteilt auf insgesamt 9.651 Rinderbetriebe, wobei es sich bei
5.926 Betrieben um Milchkuhbetriebe handelte (Tabelle 5).

Im ersten Teil der Querschnittsstudie wurden 2.136 Tankmilchproben aller Betriebe, die dem
Landeskontrollverband Schleswig-Holstein e.V. in Kiel (LKV) angeschlossen waren,
untersucht. Der LKV untersucht Milchproben von 52 % (entspricht ca. 3.100 Betrieben) aller
Milchkuhbetriebe in Schleswig-Holstein. Die Proben wurden im Rahmen der
Routineuntersuchung (Milchfett/Hemmstoff/Eiweil}) gezogen und fiir die vorliegende Studie
zur Verfligung gestellt.



18 Material und Methoden

Tabelle 5: Rinder/ Milchkuhbestande in Schleswig-Holstein nach amtlicher
Viehzahlung Mai 2003 und Erhebungen 2003-2006 (Anonym, 2007)

Jahr Rinderbestand Milchkiihe Rinderbetriebe Milchkuhbetriebe
Mai 2003

Schleswig-Holstein 1.236.647 357.733 10.228 6.268
Dithmarschen 146.639 34.519 1.107 572

November 2004

Schleswig-Holstein 1.189.547 362.665 9.900 5.900

November 2005

Schleswig-Holstein 1.180.557 349.140 9.651 5.926

November 2006

Schleswig-Holstein 1.147.791 334.654 9.200 5.700

3.2.2. Untersuchungszeitraum

Der Probenentnahmezeitraum erstreckte sich von November 2005 bis April 2006.

3.2.3. Probennahme

Die Tankmilchproben des LKV wurden an den Anlieferungstagen zufillig ausgewéhlt und
entnommen. Die angelieferten Tankmilchproben werden automatisch bei jeder Leerung des
Milchtankes auf den Betrieben durch die Molkerei entnommen und haben ein Volumen von je
50 ml. Die Proben werden im Auftrag der zustindigen Molkereien an entsprechende

Untersuchungslabore, wie das LKV, weitergeleitet, um den jeweiligen Fett-/EiweiB3-/Keim-
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und mdglichen Hemmstoffgehalt zu ermitteln. Die Milchproben sind mit einem Barcode, der
den jeweiligen Betrieben zugeordnet werden kann, gekennzeichnet. Der Verfasserin waren
aus datenschutzrechtlichen Griinden nur die Postleitzahlen der Proben nach ihrer zufélligen
Auswahl zuginglich. Die Proben waren maximal 48 Stunden alt, bei 4 °C gekiihlt gelagert
und ohne Konservierungsmittel belassen. Es wurden jeweils 12 ml in ein entsprechend
gekennzeichnetes Milchprobenrdhrchen verbracht und innerhalb von 12 Stunden bei 2000
UpM fiir 20 Minuten zentrifugiert, um den Rahm abzutrennen. Die entrahmte Restmilch

(Milchserum) wurde bei -20 °C bis zur weiteren Analyse eingefroren.

3.2.4. Serologische Untersuchung

Die entrahmten und tiefgefrorenen 2.136 Tankmilchproben wurden nach dem Auftauen
mittels eines kommerziell erhéltlichen, indirekten ELISA-Testkits (Institut Pourquier,
Montpellier, Frankreich) auf spezifische Antikérper gegen F. hepatica untersucht. Als
Antigen dient bei diesem Test das spezifische, aus exkretorisch/sekretorischen Produkten von
F. hepatica gewonnene und gereinigte Tegumentum (f2)-Antigen (Pourquier et al., 1995). Die
Durchfiihrung des ELISAs erfolgte nach Anweisungen des Herstellers (Stand 06/2005) mit
den mitgelieferten Mikrotiterplatten und Reagenzien (Anlagen 2 und 3). Alle Testkits hatten
die Chargenbezeichnung 626 und waren von der BGVV zugelassen (Zulassungsnummer:
BGVV-B 196). Dafiir wurden aufgetaute, unverdiinnte, entrahmte Milchserumproben sowie
eine Negativ- und zwei Positivkontrollen angesetzt. Am Ende der Reaktion wurde die
optische Dichte (OD) bei 450 nm (OD 450) gemessen. Die endgiiltige Berechnung des
Prozentsatzes zwischen der OD der Probe und der OD der positiven Kontrolle erfolgte nach
folgender Formel:

S/P%=(Netto OD 450 der Probe/ Netto OD 450 der positiven Kontrolle)*100

Die Interpretation der Einzel- und Tankmilchprobenergebnisse erfolgte nicht nach Angaben
des Herstellers, der eine Korrelation zwischen der Zahl der Leberegelexemplare im Tier und
der Antikorperantwort angibt (Anhang 3), da vorhergehende Untersuchungen erbracht hatten,
dass diese angenommene Korrelation statistisch nicht abzusichern ist (Reichel, 2002; Rapsch,
2005). Bei der Interpretation der Individual- und Tankmilchproben wurden die S/P-Werte >
30 % als positiv und jene < 30 % als negativ bewertet (Reichel, 2002; Hutchinson und
Macarthur, 2003; Molloy et al., 2005).
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3.3. Querschnittsstudie zur (Sero)privalenz in Betrieben des Landkreises

Dithmarschen

3.3.1. Stichprobenauswahl

Die letzte Viehzéhlung, bei der auch die einzelnen Kreise ausgewertet wurden und die als
Grundlage dieser Studie diente, erfolgte im Mai 2003 und ergab fiir den Landkreis
Dithmarschen 146.639 Rinder verteilt auf 1107 Halter. Davon hielten 572 Betriebe insgesamt
34.519 Milchkiihe (Tabelle 5). 30 % der Betriebe betreuten weniger als 50 Milchkiihe, 60 %
der Betriebe hatten 50-90 Milchkiihe und bei 10 % der Betriebe bestand die Herde aus mehr
als 100 Milchkiihen (Anonym, 2005).

Zielpopulation dieser Querschnittsstudie waren die 572 in der Viehzdhlung 2003 registrierten
dithmarscher Milchkuhbetriebe. Als Studienpopulation wurden genau 198 Milchkuhbetriebe
ausgewdhlt, die der Vereinigung der Rinderspezialberatung Dithmarschen e.V. in Heide
angeschlossen waren und deren Mitgliederliste mit Genehmigung der Landwirte zur
Verfiigung stand. Die Stichprobenauswahl erfolgte zweistufig als sog. ,,two-stage cluster

sampling* (Thrusfield, 1997).

Die erste Stufe ist die Ermittlung der Zufallsstichprobe der zu beprobenden Betriebe im
Untersuchungsgebiet. Der Umfang einer Stichprobe, die zum Nachweis einer Infektion in
einer bestimmten Population dienen soll, ist von drei Faktoren abhéngig (Cannon und Roe,

1982):

(a) GroBe der betreffenden Population: In der vorliegenden Studie bestand die
Studienpopulation aus 198 Milchkuhbetrieben.

(b) mutmaBliche Pravalenz der Infektion: Die Herdenprdvalenz der Fasciolose wurde in
jingeren Untersuchungen in Mecklenburg-Vorpommern mit 40 % (Hacker et al, 2003), im
bayrischen Voralpengebiet mit durchschnittlich 64 % (Koch, 2005) angegeben. Daher wurde

fiir die Untersuchungsregion Dithmarschen eine Herdenpréivalenz von 50 % angenommen.
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(c) gewiinschte Zuverldssigkeit der Aussage: Das in der Querschnittsstudie ermittelte
Ergebnis fiir die Herdenpridvalenz sollte den wahren Wert um nicht mehr als +/- 5 %
verfehlen. Die Berechnung des Umfangs der Zufallsstichprobe erfolgt nach folgender Formel
(Cannon und Roe, 1982): 1/Nu = 1/Noo + 1/Nz, wobei Noo der Tabellenwert (hier: 384) fiir
eine “unendlich grof3e” Population (bei einer 5 %igen Genauigkeit und 95 %igen statistischen
Sicherheit) unter zu Grunde legen einer vermuteten Priavalenz (hier 50 %) und Nz der Umfang
der Studienpopulation (hier: 198 Betriebe) ist. Daraus ergibt sich eine repréisentative
Untersuchungspopulation von 131 Betrieben. Deren Auswahl aus der Studienpopulation
erfolgte randomisiert per Los ohne Beriicksichtigung der Betriebsgrofle. Lehnte ein Landwirt

die Untersuchung ab, wurde ein Ersatzbetrieb zufillig ausgewihlt.

In der zweiten Stufe erfolgte die Auswahl der Zufallsstichprobe der zu beprobenden Kiihe
innerhalb eines Betriebes. Es wurden unabhidngig von der Herdengrofe jeweils sieben
Milchkiihe pro Betrieb nach dem Zufallsprinzip vor Ort aus der Laktationsherde ohne

vorherige Kenntnis des Laktationsstadiums oder Krankheiten ausgewahlt und beprobt.

3.3.2. Betriebsvisiten

Der Probenentnahmezeitraum erstreckte sich von November 2005 bis April 2006. Die
Beprobung der einzelnen Betriebe erfolgte nach vorheriger telefonischer Absprache zeitnah

zur jeweiligen Melkzeit.

3.3.3. Erfassung von Betriebs- und Kuhdaten

Die Erfassung der Betriebs-, Haltungs-, Fiitterung-, Entwurmungs- und Laktationsdaten
erfolgte anhand eines mehrseitigen Fragebogens (Anhang 1) zusammen mit dem Landwirt.
Der Fragebogen bestand aus einem allgemeinen und einem speziellen Teil, der die
Leistungsdaten der sieben beprobten Kiihe erfasste. Der Fragebogen enthielt sowohl Fragen,
bei denen die Antworten vorgegeben waren (closed-ended questions), als auch Fragen, die mit
Zahlen oder Text beantwortet werden mussten (open-ended questions). Die Antworten

wurden anschlieBend mit Hilfe von Microsoft Excel® 2003 in Tabellenform aufgearbeitet.
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3.3.4. Probennahme und —untersuchung

Kotproben

Von den ausgewihlten sieben Kiihen pro Betrieb wurde je eine Kotprobe rektal entnommen
und bis zur Untersuchung im gekennzeichnetem Rektalisierhandschuh belassen. Die
Kotproben wurden bei 4 °C gelagert und innerhalb von 48 Stunden untersucht. Die
Untersuchung der 917 Individualkotproben erfolgte mittels Sedimentationsverfahren nach
Boray und Pearson (1960). 10 g Kot der jeweiligen Probe wurden abgewogen, in Wasser
homogen suspendiert und durch ein Sieb mit 250 pm Maschenweite in einen
Sedimentationskelch (250 ml, Spitzboden) gesiebt. Nach drei Minuten Standzeit wurde der
Uberstand dekantiert und der Kelch erneut mit Wasser aufgefiillt. Dieser Vorgang wurde noch
2x wiederholt. Nach dem letzten Dekantieren wurde das Sediment in eine Petrischale
tiberfithrt und bei 40facher VergroBerung unter dem Lichtmikroskop untersucht. Dem
Sediment wurden zur besseren Auffindung der Fasciola-Eier einige Tropfen einer 1 %igen
Methylenblaulésung zugefiigt. Die Kotprobe wurde als positiv bewertet, wenn mindestens ein

Fasciola-Ei gefunden wurde.

Individualmilchproben

Von den ausgewihlten sieben Kiithen wurde eine Einzelgemelksprobe entnommen. Vor
Entnahme der Individualmilchprobe wurden die Zitzenkuppen desinfiziert, die ersten drei
Strahlen verworfen und dann aus allen vier Vierteln zusammen insgesamt 12 ml in ein
entsprechend gekennzeichnetes Milchprobenréhrchen gemolken. Die Milchproben wurden
auf 4 °C heruntergekiihlt und innerhalb von 12 Stunden bei 2000 UpM fiir 20 Minuten
zentrifugiert, um den Rahm abzutrennen. Die entrahmte Restmilch (Milchserum) wurde bei
-20 °C bis zur weiteren Analyse eingefroren. Die 917 Individualmilchproben der Betriebe
wurden nach dem Auftauen mit dem gleichen Testkit untersucht, wie in Kapitel 3.2.4. fiir

Tankmilchproben bereits beschrieben.

Tankmilchproben
Im AnschluB8 der Einzelbeprobung erfolgte die Entnahme einer Tankmilchprobe auf dem
Betrieb unabhingig von der Gemelkanzahl, die sich bereits im Tank befand und der letzten

Leerung des Tanks. Es musste nur gesichert sein, dass die Milch der sieben zuvor beprobten
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Tiere zum Zeitpunkt der Entnahme im Tank war. Die 131 Tankmilchproben wurden wie die

Einzelmilchproben weiterbehandelt und untersucht (s.o.).

3.3.5. Statistische Auswertung

Die Datenhaltung und —auswertung sowie die Erstellung der grafischen Abbildungen im
Rahmen der Ergebnispréisentation erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk
(LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereiches
Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitdt Giessen. Die statistischen Auswertungen
wurden unter Verwendung des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynanic, Release 8.1
durchgefiihrt. Die grafischen Abbildungen wurden auf einem Personalcomputer mit dem
Programm PlotIT, Version 2.0, bzw. PlotIT fiir Windows, Version 3.20h, erzeugt. Zur
Beschreibung der Daten wurden arithmetische Mittelwerte (x), Standardabweichungen (s),
Minima (xmin), Maxima (xmax) und Stichprobenumfinge (n) berechnet und tabellarisch
wiedergegeben. Bei den semiquantitativen Variablen erfolgte die Datenbeschreibung durch
die Angabe der Mediane (x), der Quartile (Q1 und Q3) sowie der kleinsten und groBten
Beobachtungen. Die qualitativen Merkmale wurden nach Gruppen getrennt ausgezahlt und in
Form von zweidimensionalen  Haufigkeitstabellen (Kontingenztafeln) dargestellt. Zur
statistischen Priifung des Gruppeneinflusses auf Signifikanz wurde bei den angendhert
normalverteilten Merkmalen eine einfaktorielle Varianzanalyse mit dem Programm BMDP7D
durchgefiihrt. Bei den semiquantitativen Merkmalen kam beim Gruppenvergleich der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test unter Verwendung des Programms BMDP3D zum Einsatz.
Die Untersuchung der Zusammenhénge erfolgte bei den quantitativen Merkmalen mit Hilfe
von Korrelations- bzw. Regressionsanalysen mit dem Programm BMDP6D unter Angabe des
Korrelationskoeffizienten (r) und der Regressionsgeraden (y= m.x+b) bzw. mit dem
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (rs). Fiir die Gegeniiberstellung qualitativer
Merkmale wurden Héufigkeitstabellen mit dem Programm BMDP4F erzeugt und mit dem
Fischer-Test/Chi-Quadrat-Test auf signifikante Zusammenhdnge gepriift. Es wurde der
verallgemeinerte Fisher-Test fiir 2xk-Konfidenztafeln nach dem Freeman-Halton-Prinzip
verwendet. Bei den Bewertungen der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau
a= 0,05 zugrunde gelegt, d.h. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant

angesehen. Zusitzlich wird- wenn moglich- der exakte p-Wert angegeben. Die weitere
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Verarbeitung der ausgewerteten Daten zu grafischen Darstellungen (Histogramme) erfolgte
mit Microsoft Excel® XP. Zum Vergleich zweier Testverfahren wurde mittels Vierfeldertafel
die Sensitivitit, Spezifitit und falls nétig, der kappa- Koeffizient berechnet. Zur Uberpriifung
der Hypothese, dass das Vorhandensein von Griben und Wasserldufen ein Risikofaktor fiir
die Fasciolose-Privalenz bei Milchkiihen (gemessen mittels Tankmilch-ELISA) ist, wurde ein
rdumliches Bayesianischen Poisson-Regressionsmodell auf Basis der Postleitzahlgebiete in
Schleswig-Holstein aufgebaut. Dies wurde mittels Regressionsanalyse und dem Packet INLA
durchgefiihrt (Anonym 2011; Martino und Rue, 2008). Dabei wurden als Zielvariable die
Anzahl positiver Proben und als ,,offset” die Anzahl aller gezogenen Proben mit positivem
oder negativem Ergebnis in der jeweiligen rdumlichen Einheit eingesetzt. Als erkldrende
Variable wurde die Summe der Lénge aller Grdben und Wasserldufen fiir jede rdumliche
Einheit in Kilometer eingesetzt. Diese wurde durch Einsatz eines Geoinformationssystems

aus den Daten zur CORINE Land Cover (CLC) ermittelt (Anonym, 2009; Anonym, 2010).
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4. Ergebnisse

4.1. Schlachthofdaten

Die Erfassung der Schlachthofdaten iiber untaugliche Lebern gelang nur mit Schwierigkeiten
und unter Vorbehalt, da nicht alle Daten zu verworfenen Lebern tagtiglich genau
aufgezeichnet wurden. Auf den drei befragten Schlachthofe wurden insgesamt ca. 75 % der
364.000 bzw. 369.147 Gesamtschlachtrinder in 2005 und 2006 in Schleswig-Holstein
geschlachtet. Mit Hilfe der Fleischbeschau-Tagebiicher wurden die Daten fiir 2005 und 2006
ermittelt, wobei nur bei einem Schlachthof (Husum) der genaue Grund und die exakte Anzahl
der untauglichen Lebern dokumentiert wurden (Tabelle 6). Nach Aussagen der beschauenden
Tierdrzte machten aber die anderen zur Untauglichkeit fiihrenden Leberverdnderungen
(Zirrhose, Fettleber, Abszesse) nur ca. 10 % aus. Aus den Zahlen wird deutlich, dass pro Jahr
ca. 10-30 % der Rinderlebern in Schleswig-Holstein wegen Leberegelbefalls verworfen

werden mussten.

Tabelle 6: Schlachtzahlen und untaugliche Lebern in den Jahren 2005

und 2006 an Schlachthéfen in Schleswig-Holstein

Schlachthof Jahr Rinder verworfene Lebern
n n %
Danish Crown Husum 2005 91.736 11.593 12,6
2006 99.041 10.170 10,3
Erfde 2005 30.543 10.626 34,8
2006 33.742 14.129 41,9
Nordfleisch Bad Bramstedt 2005 152.824 41.090 26,9

2006 140.435 34.189 24,4
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4.2. Tankmilchproben des Landeskontrollverbands Schleswig-Holstein
e.V.

4.2.1. Herdenprivalenz

Von den 2136 mittels ELISA-Testkit untersuchten Tankmilchproben waren 1065 Proben
(49,9 %) F. hepatica-Antikorper-positiv (Abbildung 1).

n = 2136 Tankmilchproben

50,1 %

negativ 49,9 %

positiv

Abbildung 1: Anteil der Fasciola hepatica-positiven und -negativen Tankmilchproben
(untersucht mit ELISA) von Betrieben des Landeskontrollverbands Schleswig-

Holstein e.V.
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4.2.2. Geografische Lage der beprobten und positiv befundeten Betriebe

Die vom Landeskontrollverband Schleswig-Holstein e.V. fiir die Untersuchung zur
Verfligung gestellten Tankmilchproben stammten zum groBen Teil aus Schleswig-Holstein,
einzelne Proben auch aus Nordniedersachsen und Mecklenburg-Vorpommern (Abbildung 2).
Der Anteil Fasciola-positiver Betriebe lag mehr oder weniger gleichméBig iiber das gesamte
Untersuchungsgebiet verteilt. Es waren keine regionalen Schwerpunktregionen fiir Fasciola-
positive Betriebe zu erkennen; zwischen Kiistenregion, Marschland und Geest bestand kein
auffilliger Unterschied (Abbildung 2). Die Regressionsanalyse ergab, dass das auf je 100
Kilometer Grabenldnge bezogene relative Risiko (RR) fiir einen Milchkuhbetrieb in
Schleswig-Holstein, positiv im Fasciola-Tankmilch-ELISA zu reagieren, anndhrend 1 ist,
wobei das berechtete 95%-Konfidenzintervall (KI) die 1 mit einschloss (RR = 0,92; 95 %-KI:
0,77 - 1,10). Somit war in Schleswig-Holstein die Wassergrabenlinge auf Ebene der
Postleitzahlgebiete nicht als Risikofaktor fiir eine erhohte Seroprdvalenz der Fasciolose bei

Milchkithen zu identifizieren.

4.3. Betriebsdaten der beprobten Betriebe des Landkreises Dithmarschen

4.3.1. Betriebsstruktur und -Management

Betriebsgrofien

Es wurden insgesamt 131 Betriebe besucht, beprobt und Betriebsdaten per Fragebogen erfaft.
Diese 131 Betriebe hatten im Durchschnitt 80 Kiithe und 48 ha Weideland bei einer
Herdenleistung von 7.679 Litern pro Jahr (Tabelle 7).
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Abbildung 2: Raumliche Verteilung von 2136 beprobten Milchkuhherden des
Landeskontrollverbands Schleswig-Holstein e.V. mit stark positiver (S/P-Wert >60 %;
roter Punkt), maRig positiver (S/P-Wert 30-60 %; gelber Punkt) und negativer (S/P-
Wert <30 %; griner Punkt) Reaktion im F. hepatica-Tankmilch-ELISA
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Tabelle 7: Betriebsdaten der beprobten Betriebe in Dithmarschen

Parameter m Median Minimum Maximum Q1 Q3
Anzahl Rinder 258 250 65 1000 182 306
Anzahl Kiihe 80 75 6 350 59 90
Herdenleistung 7679 7700 4500 10600 7000 8500
Weideland in ha 48 45 2 150 25 70
Herdengofle

Die HerdengroBe der Betriebe aus Dithmarschen lag mit einem Drittel bei 6-60 Kiithen und
mit einem weiteren Drittel bei 61-80 Kiihen. 24 % der Betriebe melkten 81-100 Kiihe und
nur 15 % der Betriebe in diesem Landstrich melkten Herden mit iiber 100 Kiihen (Abbildung
3).

n = 131 Betriebe

> 100 Kuhe

6-60 Kuhe
30 %

61-80 Kihe
31 %

Abbildung 3: HerdengrofRen der beprobten Betriebe in Dithmarschen
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Rasseverteilung

Die Rasseverteilung der Betriebe zeigt einen fiir diesen Landstrich typischen Schwerpunkt bei
rotbunten Holstein-Kiihen (46 %). Ansonsten wurden schwarzbunte Holstein-Kiihe gehalten
(19 %) oder es handelte sich um rot-/schwarzbunte Holstein-Mischbestinde (35 %)
(Abbildung 4).

n = 131 Betriebe

35 %

gemischt
46 %

Holstein, rotbunt

19 %

Holstein, schwarzbunt

Abbildung 4: Rassenverteilung in den beprobten Betrieben in Dithmarschen

Betriebsalter, Zukauf, Haltungsart

Fast % aller besuchten Betriebe (74 %) existierte schon ldnger als 50 Jahre. Nur 1,5 % der
Hofe existierten weniger als 10 Jahre. Uber die Hilfte der beprobten Betriebe (55 %) in
Dithmarschen kaufte keine Tiere zu. Je 22 % der Betriebe kauften zu oder taten dies
zumindest gelegentlich. Uber 90 % der Betriebe hielten ihre Kiihe in Boxenlaufstillen, nur

6 % noch in der Anbindehaltung.
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4.3.2. Haltungs- und Fiitterungsmanagement

Weidemanagement
Der tliberwiegende Teil der Betriebe gewihrte den Milchkithen Weidegang, lediglich in 9,2 %
der Hofe wurde eine ganzjdhrige Stallhaltung betrieben (Tabelle 8).

Tabelle 8: Weide- und Stallhaltung der beprobten Betriebe

Weidegang  Stallhaltung Gemischt

Kiihe Betriebe (n) 103 12 16
% 78,6 9,2 12,2
Jungtiere Betriebe (n) 120 2 9
% 91,6 1,5 6,9

Die Weideperiode dauerte beim iiberwiegenden Teil der Betriebe (79,1 %) zwischen 3-6
Monate an. In 25 Betrieben (19,4 %) dauerte sie sogar ldnger als 6 Monate. 67,7 % der
Betriebe hatten getrennte Kuh- und Jungtierweiden, 32,3 % lieBen ganz oder zumindest
teilweise ihre Kiithe auf die gleichen Weiden wie das Jungvieh. 26,2 % der Betriebe
bevorzugten eine Standweide, bei 43,8 % wurden Wechselweiden mit Wechsel zwischen 1-42
Tagen genutzt und 30,0 % der Betriebe besa Wechsel- und Standweiden. Uber die Hilfte der
Betriebe (55 %) hielten auf ihren Weiden ausschlieflich Kiihe bzw. Jungtiere, ein Drittel der
Betriebe (35,9 %) nutzte die Rinderweiden auch fiir Schafe. Weiterhin wurden in 109
Betrieben (83,2 %) Wildwiederkduer auf den Kuh- und Jungtierweiden beobachtet, lediglich

in 12 Betrieben war dies noch nicht beobachtet worden.

Diingung, Zufiitterung

Der iiberwiegende Teil der Betriebe diingte die Weidefldchen mit Giille oder Mist (78,6 %).
Die Diingung erfolgte bei 90,4 % der Betriebe 1-2 x im Jahr. Nur 21,4 % lieen das Griinland
ungediingt. Die gediingten Flichen blieben zu 47,1 % weniger als 8 Wochen nach
Giilleausbringung unbeweidet. Wéahrend der Weidesaison fiitterten 53 Betriebe (40,5 %) iiber
die gesamte Weidesaison (72,2 %) auf der Weide zu. Von den zufiitternden Betrieben
erfolgte bei 27,8 % die Zufiitterung nur, wenn zu wenig Grundfutter auf der Weide

vorzufinden war. 58,8 % der Betriebe fiitterten auf der Weide nicht zu.



32 Ergebnisse

Wasserversorgung

Wihrend der Weidesaison muf3 eine Wasserversorgung auf der Weide gewdhrleistet sein. Die
Herkunft dieses Wassers war sehr unterschiedlich. Gut ein Drittel der Betriebe (38,2 %) hielt
einen Trinkewagen oder eine Trinke mit Frischwasseranschlufl in Trinkwasserqualitdt fiir
thre Tiere bereit. Alle anderen Betriebe nutzten zur Wasserversorgung ihrer Weidetiere

zusitzlich oder allein Bach- oder Grabenwasser (Tabelle 9).

Tabelle 9: Wasserversorgung auf der Weide der beprobten Betriebe

Art der Wasserversorgung Betriebe

n %
Trankewagen/Frischwasseranschluf3 50 38,2
Bachwasseranschlufl 11 8,4
Wassergraben 3 2,3
Zugang z. Wassergraben/Bachwasser 34 26
Kombinationstrinke Bach- m. Frischwasser 56 42,7

Bei iiber der Hélfte der beprobten Betriebe waren die Trankestellen jeglicher Art unbefestigt
(61,5 %). Natiirliche Wasserstellen wie Gridben oder Seen, die bei ca. einem Drittel der
Betriebe auf den Weideflichen vorzufinden waren (Tabelle 10), wurden von 23,3 % der

Betriebe nicht abgeziunt.

Tabelle 10: Naturliche Wasserstellen auf den Weiden der beprobten Betriebe

Natiirliche Wasserstellen Betriebe

n %
keine 50 38,2
Wassergriaben 27 20,6
Teich/See 13 9,9
davon Wassergriben, Teiche/Seen nicht abgezaunt 30 23,3

tiefe Spurrillen 10 7,6
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Heu, Grassilage

Bei 26,7 % der Dithmarscher Betriebe wurde Heu in der Stallperiode zugefiittert. Die
eigenproduzierte Grassilage wurde zu 42,0 % von wissentlich leberegelgefdhrdeten
Weideflichen gewonnen. 47,3 % silierten das Grundfutter der Milchkiihe von unbedenklichen

Weiden. Die Grassilos wurden frithestens nach 4 Wochen gedftnet und verfiitttert.

Weideboden

Bei einem Drittel der beprobten Betriebe war der Hauptbestandteil der Weidefldchen
Geestboden. Bedingt durch die Kiistenlage Dithmarschens war auch der fruchtbare
Marschboden weit verbreitet (Abbildung 5). Einen beachtlichen Anteil an den Weidefldchen
hatten Moorboden bzw. Weiden mit Mooranteil. Uber die Hilfte der Befragten (51,1 %) gab

an, auf ihren Weiden Ton, Lehm oder Schlamm zu haben.

Geest+Marsch
5%

Mooranteil
44 %

Abbildung 5: Bodenverteilung auf Weideflachen der beprobten Betriebe
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4.3.3. Kenntnisstand der Landwirte iiber die Leberegelsituation

Fast allen Landwirten war der grofe Leberegel bekannt (95,4 %). Nach genauerem
Nachfragen iiber Krankheitsbild, Ansteckung, Vorbeuge und Therapie bewiesen jeweils iiber

die Hilfte der Befragten richtige Kenntnisse (Tabelle 11).

Tabelle 11: Kenntnisstand der Landwirte Giber den Grof3en

Leberegel

jam  jaCh)  n(%)
Leberegel bekannt 125 95,4
Krankheitsbild bekannt 70 53,4
struppiges Haarkleid 6 8,6
Abmagerung/ Kiimmerer 8 11,4
Durchfall 6 8,6
Sonstiges 22 31,4
mehr als 1 richtige Antwort 28 40
Ansteckungsweg bekannt 88 67,2
nasses Gras 17 19,3
Schnecke 23 26,1
Wasserlocher u. 4. 21 23,9
Sonstiges 9 10,2
mehr als 1 richtige Antwort 18 20,5
Vorbeuge bekannt 87 66,4
Flachen trocknen/ Einzdunen 28 32,2
Schneckenbekdmpfung 0 0
Entwurmung 21 24,1
Sonstiges 27 31
mehr als 1 richtige Antwort 11 12,6
Therapie bekannt 70 53,4
Entwurmung 65 92,9
Lebertherapie d. Kuh 0 0

Sonstiges 5 7,1
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4.3.4. Parasitenmanagement

Die liberwiegende Zahl der Landwirte (89,3 %) flihrte eine regelméBige Parasitenbekdmpfung
durch. Dabei wurden die Landwirte hauptsidchlich vom Tierarzt (61,6 %) beraten. Allerdings
filhrten mehr als die Hélfte der Landwirte (51,9 %) keine Leberegelbehandlungen durch,
wobei als Hauptgriinde mangelnde Notwendigkeit (36,8 %), keine fiir Milchkiihe verfiigbaren
Préparate (10,3 %) und arbeitsintensive Tétigkeit (10,3 %) genannt wurden.

Behandlungsintervalle bei der Leberegelbehandlung

Knapp die Hélfte der Landwirte (48,1 %) fithrte Leberegelbehandlungen durch und zwar
iiberwiegend 1x jéhrlich (85,7 %), 12,7 % taten dies 2x jdhrlich. Die Betriebe, die eine
Behandlung durchfiihrten, taten dies schon seit mehr als 10 Jahren (58,7 %). Die Behandlung
erfolgte bei liber der Hilfte der beprobten Betriebe (60,3 %) im Januar/Februar, bei 22,2 %
der Betriebe erfolgte die Behandlung im Herbst zur Aufstallung. Behandelt wurden fast nur
die weibliche Tiere und hier zu 27,0 % sowohl die Kiihe und Trockensteher als auch die
erstsommrigen weiblichen Rinder und die tragenden Férsen. 11,1 % der Betriebe behandelten
auch die erstommrigen minnlichen Rinder mit. Insgesamt wurden bei 47,7 % der Betriebe

auch die Kiihe in die Leberegelbehandlung miteinbezogen.

Eingesetzte Fasciolizide

Uber die Hilfte der Betriebe setzte zur Leberegelbehandlung Triclabendazol ein (58,7 %).
Behandlungen mit Albendazol sowie Kombinationsbehandlungen mit Triclabendazol und
Albendazol wurden zu je 7,9 % durchgefiihrt (Tabelle 12). Closantel kam bei 4,8 % der
Betriebe zum Einsatz. Gut einem Drittel (31,7 %) der Landwirte war ein weiteres

Leberegelpriparat als das von ihnen verwendete bekannt.

Tabelle 12: Eingesetzte Fasciolizide der beprobten Betriebe

Wirkstoff(e) n %
Triclabendazol 37 58,7
Albendazol 5 7.9
Closantel 3 4.8
Kombination Triclabendazol+ Closantel 5 7,9
Kombination Triclabendazol+ Albendazol 5 7,9
weil} nicht 8 12,7
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Applikationsform
Bei der Durchfiihrung der Entwurmung hielten sich 40 Betriebe (63,5 %) an die Angaben des
Herstellers und applizierten das Medikament jedem Tier einzeln ins Maul. Bei 18 Betrieben

(28,6 %) erfolgte eine Gemeinschaftsbehandlung iiber das Futter.

Zeitraum der letzten Leberegelbehandlung vor Probennahme

Die letzte Leberegelbehandlung vor dem Zeitpunkt der Probennahme (November 2005-April
2000) erfolgte fast bei der Hélfte der Betriebe (41,1 %) im Friihjahr oder Herbst 2005
(Abbildung 6). Bei einem Drittel der Betriebe (29,4 %) lag die letzte Behandlung schon

mindestens zwei Jahre zurtick.

41,1

40 % |

29,4
30 % |

20% |

10% -

0%

Frahjahr/ Herbst 2005 Frahjahr 2006 vor > 2 Jahren

Abbildung 6: Letztmalig durchgeflhrte Leberegelbehandlung vor der Probennahme
(Nov. 2005 — April 2006)

Weidehygiene-MafBlnahmen
Beziiglich des Leberegels trafen 17,6 % der Betriebe vorbeugende Mafinahmen, wobei das
verbesserte Weidemanagement wie NaBflichen drainieren, Ziune ziehen und saubere

Trénken bereithalten mit 64,7 % am hiufigsten praktiziert wurde.
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Behandlung gegen Magen-Darm-Wiirmer

Zum “Parasitenmanagement” gehdrten auch die Behandlungen gegen Magen-Darm-Wiirmer.
Hier flihrten 127 Betriebe (96,9 %) regelmédBig Behandlungen durch. Die Hilfte der Betriebe
(49,6 %) verwendeten pour-on Priparate oder eine Kombination aus Bolus und pour-on
Priparaten. Die Kiihe wurden bei einem Drittel der Betriebe (30 %) in die Mallnahmen
miteinbezogen. Uber die Hilfte der Landwirte (65,4 %) entwurmten ihre Tiere prophylaktisch
1-2 x jahrlich, ein weiteres Drittel (29,1 %) taten dies 2-3 x jdhrlich.

Behandlung gegen Ektoparasiten

Knapp ein Viertel der Landwirte (22,9 %) gab an, keine Ektoparasiten in ihrem Betrieb
beobachtet zu haben. Réudemilben, Haarlinge und Léuse sowie Fliegen traten bei den
Betrieben etwa zu gleichen Teilen (14-19 %) auf. Der tiberwiegende Teil der Landwirte (83,2
%) fiihrte Behandlungen gegen Ektoparasiten durch. Bei 73,1 % der Betriebe kam ein pour-on
Priparat zum Einsatz und 11,1 % der Landwirte bezog den Stall in die MaBnahmen mit ein.
Uber die Hilfte der Landwirte (57,4 %) behandelte alle Tiere einer Gruppe, ein Drittel der
Landwirte (30,6 %) behandelte den Gesamtbestand. 12 % der Landwirte behandelte nur die
befallenen Tiere.Uber die Hilfte der Landwirte (54,1 %) fiihrte eine Ektoparasitenbehandlung
prophylaktisch 1-2x jdhrlich durch, 36 % taten dies nur bei akutem Befall.

4.3.5. Schlachthofriickmeldungen

Uber die Hilfte der Betriebe (53,4 %) hatte in den letzten 3 Jahren noch nie eine Meldung
wegen verworfener Lebern vom Schlachthof erhalten. Nur 2,3 % der Betriebe hatten mehr als
10x eine entsprechende Riickmeldung erhalten (Tabelle 13). Der iliberwiegende Teil der
Landwirte (86,3 %) hatte sich selbst noch nie beim Schlachthof nach verworfenen Lebern

ihrer angelieferten Tiere erkundigt, nur 13,7 % der Betriebe hatten selbst nachgefragt.

Tabelle 13: Schlachthofrickmeldungen der beprobten Betriebe

Riickmeldung vom Schlachthof n %
keine in 3 Jahren 70 53,4
1x in 3 Jahren 26 19,8
2- 10x in 3 Jahren 32 24,4

> 10x in 3 Jahren 3 23
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4.4. Einzeltierdaten der beprobten Betriebe des Landkreises

Dithmarschen

4.4.1. Alter, Laktation, Leistung

Auf 131 Betrieben wurden je sieben Kiihe beprobt und die dazugehorigen Milchleistungs-
und Produktionsdaten erfal3t, insgesamt von 917 Tieren. Das Durchschnittsalter der beprobten
Tiere lag bei 4,7 Jahren, die durchschnittliche Leistung bei 7271 Litern in 2,5 Laktationen.
75 % der Kiihe waren jiinger als 6 Jahre (Tabelle 14).

Tabelle 14: Einzeltiermilchleistungsdaten der beprobten Betriebe in Dithmarschen

Parameter m Median Minimum Maximum Q1 Q3
Alter (Jahre) 4,7 4 2 15,5 3 6
Laktationszahl 2.5 2 1 13 1 3
305-Tage-Leistung in Liter 7271 7187 3044 11983 6250 8178

Die weiteren statistischen Auswertungen ergaben zwei signifikante Zusammenhinge: Mit
steigender Anzahl der Laktationen stieg die Jahresmilchleistung (305-Tage-Leistung) im
Mittel um knappe 200 Liter pro Kuh mit einem p-Wert von < 0,001 und
Korrelationskoeffizienten rs= 0,273. Ebenso produziert eine Kuh in jedem Lebensjahr

durchschnittlich 150 Liter Milch mehr als im Vorjahr (p= 0,001, rs= 0,226).
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4.4.2. Trichtigkeitsstadium zum Zeitpunkt der Beprobung

Die Mehrzahl der beprobten Kiihe befand sich im 1. oder 2. Trichtigkeitsdrittel, 22,9 % der
Kiihe waren nicht tragend (Tabelle 15).

Tabelle 15: Trachtigkeitsstadien bei Beprobung

Tréachtigkeitsstadium Kiihe (n) %
nicht tragend 151 22.9
frithtragend 231 35,1
2. Drittel 228 34,7
hochtragend 48 7,3

4.4.3. Vorangegangene Fasciolizidbehandlung vor Probennahme

Die Beprobung der Kiihe fand im November 2005 bis April 2006 statt. Da die routineméaf3ige
Entwurmung gegen Leberegel durch den Landwirt bei Aufstallung im Herbst oder im Februar
erfolgte, lag die letzte Leberegelbehandlung durchschnittlich ca. 10 Monate zuriick

(Tabelle 16).

Tabelle 16: Abstand von letzter Fasciolizidbehandlung zur Probennahme

m Median Minimum Maximum Q1 Q3

Monate 10,6 10 0,1 33 5 14

4.5. Kotprobenergebnisse

4.5.1. Einzeltierprivalenz

In 133 (14,5 %) der insgesamt 917 untersuchten Kotproben wurde mindestens ein Ei von

Fasciola hepatica nachgewiesen.



40 Ergebnisse

4.5.2. Herdenprivalenz

In etwas mehr als der Hilfte der beprobten Betriebe wurden bei keiner der jeweils 7
untersuchten Kiihe Leberegeleier nachgewiesen. In 4 % der Herden schieden mehr als 50 %

der untersuchten Kiihe Leberegeleier aus (Abbildung 7).

n = 131 Betriebe

32 %

1-2 positive Tiere

53 %

negativ

11 %
4%  3-4 positive Tiere

5-6 positive Tiere

Abbildung 7: Verteilung der innerbetrieblichen Pravalenz der Fasciola-Ei-

Ausscheidung der jeweils 7 beprobten Milchkiuhe in Dithmarscher Herden
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4.6. Serologische Ergebnisse der Individualmilchproben sowie

dazugehoriger Tankmilchproben der beprobten Betriebe

4.6.1. Einzeltierprivalenz

411 (44,8 %) Proben der insgesamt 917 Individualmilchproben, die mit Hilfe des ELISA-

Testkits auf Antikorper gegen F. hepatica untersucht worden waren, erwiesen sich als positiv.

4.6.2. Herdenprivalenz

In 73,3 % der 131 beprobten Dithmarscher Betriebe lieBen sich bei mindestens einer von 7
untersuchten Individualmilchproben Fasciola-Antikorper nachweisen; in 16 % der Betriebe

erwiesen sich alle 7 beprobten Kiihe als Antikdrper-positiv (Abbildung 8).

n= 131 Betriebe

26 %

negativ

21 %

1-2 positive Tiere

16 %

16 % 3-4 positive Tiere
(o}

7 positive Tiere

21 %

5-6 positive Tiere

Abbildung 8: Verteilung der innerbetrieblichen Pravalenz des Nachweises von F.
hepatica-Antikorpern (ELISA) in Individualmilchproben der beprobten Dithmarscher

Herden
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4.7. Wechselwirkungen zwischen dem Nachweis einer Fasciola-Infektion

und Betriebsparametern

4.7.1. Weide

Zwischen dem Nachweis von Fasciola-Eiern im Kot oder von Fasciola-spezifischen
Antikorpern in der Milch und einem gewidhrten Weidegang fiir die Milchkiihe bestand kein
signifikanter Zusammenhang (p > 0,05; verallgemeinerter Fisher-Test nach dem Freeman-
Halton-Prinzip). Es konnte auch kein statistisch gesicherter Zusammenhang zum
gemeinsamen Beweiden der Kuhweiden mit Schafen oder anderen Tieren nachgewiesen

werden (Anhang 4).

4.7.2. Abziunung von Wasserstellen

Betriebe, in denen natlirliche Wasserstellen nicht ausgezdunt waren, waren im
Individualmilch-ELISA tendentiell hdufiger Fasciola-positiv als jene, in denen Wasserstellen
ausgezdunt waren; dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht abzusichern (p = 0,077)

(Anhang 4).

4.7.3. Leberegelbehandlung

Es bestand weiterhin keine signifikante Wechselwirkung zwischen einem positiven Fasciola-

Nachweis und etwaigen auf dem jeweiligen Betrieb durchgefiihrten Leberegelbehandlungen

(Anhang 4).
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4.8. Wechselwirkungen zwischen dem Nachweis einer Fasciola-Infektion

und Einzeltierparametern

4.8.1. Laktation

Der Anteil Fasciola-Ei-ausscheidender Kithe war im 1. Laktationsjahr tendenziell am

hochsten und nahm in den folgenden Laktationsjahren ab (Abbildung 9). Dies war allerdings

statistisch nicht abzusichern (p > 0,05).

18 %
16 % |
14 % |
12 % |
10 % |
8 % |
6 % |
4 % 1
2% |

0% "

(p>0,05)

2.-3. 4.-5.
Laktationen

Abbildung 9: Anteil (%) der Kiilhe mit einer Fasciola-Ei-Ausscheidung in Abhangigkeit

von der Laktationszahl
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Auch der Anteil Fasciola-Antikorper-positiver Kithe war im 1. Laktationsjahr tendenziell am
hochsten und nahm in den folgenden Laktationsperioden ab (Abbildung 10). Auch dies war
statistisch nicht abzusichern (p > 0,05).

48 % (p > 0,05)

46 %

44 %

42 %

40 %

38 %

36 %

34 %

1. 2.-3.

4.-5,
Laktationen

Abbildung 10: Anteil (%) der Kiihe mit Fasciola-spezifischen Antikdrpern in der Milch
in Abhangigkeit von der Laktationszahl

4.8.2. Vorangegangene Fasciolizid-Behandlung

Zwischen dem Nachweis von Fasciola-Eiern und dem Zeitintervall zur vorherigem
Fasciolozid-Medikation bestand keine statistisch abzusichernde Korrelation (p > 0,05). Der
Anteil von Eiausscheidern bei Kiihen, deren Behandlung 2-3 Monate, 4-6 Monate oder >7
Monate zuriicklag, betrug 4,5 %, 13,5 % bzw. 8,2 %. Insgesamt waren bei 8,1 % aller

Fasciolizid-behandelten Kithe Fasciola-Eier nachzuweisen.
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Insgesamt waren bei 39 % aller Fasciolozid-behandelten Kiihe Fasciola-spezifische
Antikorper in der Milch nachzuweisen. Es bestand jedoch keine signifikante Korrelation
zwischen der Anzahl Fasciola-Antikorper-positiver Kithe und dem Zeitintervall zur letzten
Fasciolizid-Behandlung (p > 0,05). Kiihe, bei denen der Fasciolozid-Einsatz <I Monat, 2-3
Monate, 4-6 Monate oder >7 Monate zuriicklag, waren Individualmilch-ELISA zu 47,1 %,
50,0 % 35,1 % bzw. 37,6 % Antikorper-positiv.

4.8.3. Alter

Fasciola-Ei-ausscheidende und -Antikorper-positive Kiihe lieBen sich in allen Altersstufen
nachweisen. Jiingere Kiihe (2-3'2 Lebensjahre) waren zu 15,8 % und 45,5 % Ei- bzw.
Antikorper-positiv. Kiihe mittleren Alters waren zu 14,9 % und 46,9 % (4'2-5 Lebensjahre)
sowie zu 11,7 % und 40 % (6-7% Lebensjahre) Ei- bzw. Antikorper-positiv. Bei alten Kiithen
(> 8 Lebensjahre) betrug der Anteil von Fasciola-Eiausscheidern oder -Antikorpertragern
14,6 % bzw. 42,7 %. Insgesamt war das Alter der Milchkiihe nicht signifikant (p > 0,05) mit

dem koproskopischen oder serologischen Nachweis einer Fasciola-Infektion korreliert.

4.8.4. Gestationsstadium

Das Gestationsstadium der beprobten Kiihe war signifikant mit dem positiven Nachweis einer
Fasciola-Infektion assoziiert: Mit zunehmender Tréchtigkeitsdauer stieg der Anteil Ei-

ausscheidender (Abbildung 11) und Antikdrper-positiver Kiithe (Abbildung 12) an.
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(p=10,02)

20 %
15 %
10 %

5% °

0% - . .

Nichttragend Fruhtragend Tragend Hochtragend
im 2. Drittel

Abbildung 11: Anteil (%) der Kuhe mit Fasciola-Ei-Ausscheidung in Abhangigkeit
vom Gestationsstadium
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(p=0,02)

60 %

50 %

40 %

30 % |

20 % |

10 % |

0 %

Nichttragend Frahtragend Tragend

im 2. Drittel

Hochtragend

Abbildung 12: Anteil (%) der Kiihe mit Fasciola-spezifischen Antikorpern in der Milch

in Abhangigkeit vom Gestationsstadium
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4.8.5. Milchleistung

Zwischen dem diagnostizierten Fasciola-Befall und der Jahresmilchleistung (305-Tage-
Leistung) bestand eine statistisch abgesicherte Assoziation: Die Jahresmilchleistung der Kiihe
mit nachgewiesener Ei-Ausscheidung (Tabelle 17) oder Nachweis Fasciola-spezifischer
Antikorper (Tabelle 18) war im Mittel 417 Liter bzw. 279 Liter geringer als jene der

negativen Kiihe.

Tabelle 17: Jahresmilchleistung der beprobten Kiuhe mit positivem und negativem
Fasciola-Ei-Nachweis

Fasciola- Ei  Fasciola- Ei

positive negative
Kiihe Kiihe
Jahresmilchleistung
in Litern (305-Tage)
m 6913 7330
Minimum 3588 3044
Maximum 10633 11983

Tabelle 18: Jahresmilchleistung der beprobten Kiuhe mit positivem und negativem
Fasciola-Antikorper-Nachweis in der Milch

Antikorper-  Antikorper-

positive negative
Kiihe Kiihe
Jahresmilchleistung
in Litern (305-Tage)
m 7117 7396
Minimum 3248 3044

Maximum 11950 11983
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4.9. Methodenvergleich Kotuntersuchung- Milchuntersuchung

Ein Fasciola-Befall wurde mit der koproskopischen Untersuchung bei 133 (14,5 %) der 917
in Dithmarscher Betrieben beprobten Milchkiihe diagnostiziert. Dabei schieden 411 (44,8 %)
der 917 Kiihe spezifische Antikorper mit der Milch aus (Abbildung 13). Der Unterschied der
Ergebnisse beider Methoden war hochsignifikant (p < 0,0001; Chi-Quadrat-Test).

n= 917 Milchkiihe

Individual-
milch-

0,
ELISA 4.8 %

Kotunter-

suchung 14,5 %

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50 %

Abbildung 13: Anteil (%) von Milchkihen mit Fasciola-Befall, nachgewiesen mittels
Kotuntersuchung (Sedimentationsverfahren) oder ELISA-Untersuchung von

Individualmilchproben

Auf Einzeltierebene wurde beim Methodenvergleich nur eine geringe Ubereinstimmung
(kappa = 0,29) der Ergebnisse der Kotuntersuchung und des Individualmilch-ELISA
festgestellt. Wenn die zur Kotuntersuchung als “Goldstandard” gewéhlt wurde, war die
relative Sensitivitdt und relative Spezifitdt des Individualmilch-ELISA knapp 92 % bzw. 63 %
(Tabelle 19).
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Auch auf Betriebsebene ergab sich eine nur geringe Ubereinstimmung (kappa = 0,36) der
Ergebnisse aus Kotuntersuchung und Tankmilch-ELISA-Untersuchung. Fiir den Tankmilch-
ELISA wurde im Vergleich zur Kotuntersuchung eine relative Sensivitidt von 93 % und eine

relative Spezifitit von 44 % ermittelt (Tabelle 19).

Tabelle 19: Vergleich der mittels Kotuntersuchung (Sedimentationsverfahren) und

Milch-ELISA-Untersuchung gewonnenen Ergebnisse des Fasciola-Nachweises

Milchkuh (Individualmilch-ELISA) Betrieb (Tankmilch-ELISA)
Positiv Negativ Positiv Negativ
Kot positiv 122 11 57 4
Kot negativ 289 495 39 31
Rel. Sensitivitdt (%) 91,7 (85,7 - 95.8)" 93,4 (84,1 - 98,2)
Rel. Spezifitit (%) 63,1 (59,7 — 66,5) 44,3 (32,4 - 56,7)
Kappa-Koeffizient 0,29 (0,24 - 0,34) 0,36 (0,21 -0,51)

195 94-Konfidenzintervall

Nach Untersuchung von Individualmilchproben oder Tankmilchproben mit dem F. hepatica-
ELISA erwiesen sich 96 (73,3 %) bzw. 97 (74,0 %) der 131 Dithmarscher Betriebe als
Fasciola-positiv (Abbildung 14); dieser Unterschied war nicht signifikant (p > 0,05; Chi-
Quadrat-Test). So war auf Betriebsebene die Ubereinstimmung der Resultate des
Individualmilchproben-ELISA und des Tankmilchproben-ELISA gut (kappa = 0,73). Bei
Verwendung des Individualmilch-ELISA als “Goldstandard” hatte der Tankmilch-ELISA

eine relative Sensivitdt von 91,8 % und eine relative Spezifitdt von 82,4 % (Tabelle 20).

Tabelle 20: Vergleich der mittels Individualmilch- und Tankmilch-Fasciola-ELISA

gewonnenen Ergebnisse

Tankmilch-ELISA

Positiv Negativ
Individualmilch-ELISA  Positiv. = 89 8
- Negativ 6 28
Rel. Sensitivitdt (%) 91,8 (84,4 —96,4)'
Rel. Spezifitit (%) 82,4 (65,4-93,2)
Kappa-Koeffizient 0,73 (058 — 0,87)

195 9%4-Konfidenzintervall
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Der Anteil der mittels Kotuntersuchung als Fasciola-positiv identifizierten Dithmarscher
Betriebe (46,6 %) war hochsignifikant (p < 0,0001; Chi-Quadrat-Kontingenztafel-Test)]
niedriger als jener nach Untersuchung mit dem Individualmilch- oder Tankmilch-ELISA
(Abbildung 14).

n = 131 Betriebe

Individual-

milch-ELISA 73.3 %
Tankmilch-

ELISA 74 %

Kotunter-

0% 10% 20% 30% 40% 5S50% ©60% 70% 80%

Abbildung 14: Anteil (%) der als Fasciola-positiv ermittelten Milchkuhbetriebe bei
Anwendung der Kotuntersuchung (Sedimentationsverfahren) oder dem Milch-ELISA
(Individualmilch- oder Tankmilchproben)
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5. Diskussion

5.1. Herden- und Einzeltierpravalenzen, Testauswahl

Die letzten Daten zum Vorkommen und zur Verbreitung des Fasciola-Befalls in
Milchkuhherden in Schleswig-Holstein liegen etwa 20 Jahre zuriick. Ende der 1960er Jahre
wurde die Prdvalenz mit ca. 80 % angegeben (Funk, 1973). Ab Mitte der 1970er Jahre
erfolgten flichendeckende, planméBige BekdmpfungsmaBnahmen, die — mdglicherweise
begiinstigt durch Klimabedingungen (Siegert, 1984) — zu einer wesentlichen Reduktion der
Fasciolose-Priavalenz auf < 0,01 % fiihrten (Funk, 1980). Nachdem die flichendeckende
Bekdmpfung ab 1982 eingestelllt worden war, nahm die Privalenz wieder auf > 15 % im
Jahre 1992 zu (Runge, 1992). Die damaligen Methoden zum Nachweis der Fasciolose
beschrinkten sich auf Inspektionen der Lebern von Schlachttieren und koproskopische
Untersuchungen. Die koproskopische Untersuchung besitzt, bedingt durch die unregelmiBige
Ausscheidung von Leberegeleiern, bei Rindern eine Sensitivitit von 69 % (Rapsch et al.,
2006). Die Sensitivitdt der postmortalen Untersuchung (Leberverdnderungen) wird mit 63 %
angegeben (Rapsch et al., 2006). Heutzutage stehen unter anderem auch immunologische
Diagnosemethoden zur Verfligung, deren Sensitivitdit wesentlich hoher ist und die

verldBlichere Daten iiber die Fasciolose-Verbreitung liefern kdnnen, als es zuvor moglich war.

Hauptziele der eigenen Untersuchungen war es, aktuelle und repridsentative Daten zur
Pravalenzsituation der Fasciolose in Milchkuhbetrieben in Schleswig-Holstein zu erhalten
sowie verschiedene Nachweismethoden zu vergleichen. Dafiir wurden zwei
Querschnittsstudien durchgefiihrt. Die erste Querschnittsstudie erfolgte auf Herdenbasis mit
einem ELISA zum Nachweis von F. hepatica-Antikorpern in Tankmilchproben von 2.136
Betrieben, die dem Landeskontrollverband Schleswig- Holstein e.V. angeschlossen waren.
Die zweite Querschnittsstudie wurde mit 131 randomisiert ausgewéhlten Milchkuhbetrieben

des Landkreises Dithmarschen durchgefiihrt, wobei jeweils 7 Einzeltiere koproskopisch auf
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Fasciola-Eier und ihre Milchproben auf F. hepatica-Antikdrper sowie zusédtzlich

Tankmilchproben der Betriebe mittels ELISA untersucht wurden.

In beiden Querschnittsstudien kam ein ELISA-Testkit der Fa. Pourquier zum Einsatz, das
sowohl fiir Einzelmilch- und —serumproben geeignet ist, als auch fiir Tankmilchproben.
Dieses Testsystem besitzt laut Reichel et al. (2005) fiir Milchproben eine Spezifitit von 98,2
% und eine Sensitivitit von 95 %. Es ist fiir Aussagen zur momentanen Herdensituation,
epidemiologische Studien und Identifizierung von Risikogebieten geeignet (Pourquier et al.,
1996). Die Spezifitidt des ELISA in dieser Studie lag fiir Tankmilchproben im Vergleich zu
Individualmilchproben bei 82,4 % und die Sensivitét bei 91,8 % (Tabelle 20) und unterstiitzt
vorher genannte Aussagen zu diesem Testsystem. Da die Gewinnung einer Milchprobe im
Gegensatz zur Gewinnung einer Blutprobe ein nichtinvasives, billiges und mit wenig
Arbeitsaufwand fiir Landwirt und Tierarzt verbundenes Verfahren darstellt, wurden in dieser
Studie Tank- und Einzelmilchproben zur Herden- und Einzeltierdiagnostik gewihlt. Die
Einzeltierdiagnostik wurde mit korrespondierenden Kotprobenuntersuchungen ergénzt.

In der landesweit durchgefiihrten Untersuchung von 2.136 Tankmilchproben ergab sich
mithilfe der Antikdrperuntersuchung eine Herdenprdvalenz von 50 % (Abbildung 1), die
somit wieder in etwa so hoch liegt, wie es vor 40 Jahren der Fall war. Ahnlich hohe
Pravalenzen wurden in vergleichbaren Studien in Tirol (Matt et al., 2007) nachgewiesen. In
Bayern ergab eine dhnliche Studie eine Herdenpriavalenz von 32 % (Koch, 2005). Es lieen
sich im Gegensatz zu Untersuchungen in anderen Bundesldndern allerdings keine regionalen
Leberegelschwerpunktregionen erkennen (Abbildung 2). Dies konnte an den geografischen
Verhiltnissen und traditionellen Haltungsbedingungen in Schleswig-Holstein liegen. Dieses
Bundesland war und ist ein traditionelles Weidehaltungsgebiet mit durchschnittlich sechs
Monaten Weidegang fiir Kithe und Jungtiere. Es gibt keine ausgesprochenen Niederungen
oder Hohen in den Weidegebieten dieses norddeutschen Bundeslandes. Viele der Viehweiden
finden sich in Kiistenregionen, die einen dementsprechend hohen Marsch- und
Moorbodenanteil (Abbildung 5) besitzen. Weidehaltung auf Feuchtgebieten sehen auch
Knubben-Schweizer et al. (2010) als wichtigen Faktor fiir die geografischen Ausbreitung von
F. hepatica an. Klimafaktoren, wie die relativ hohe Niederschlagsmenge, nicht zu heissen

Sommer und milden Winter in diesem Kiistenbundesland begiinstigen ebenfalls die
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Verbreitung von F. hepatica (Rapsch et al., 2008; Bennema et al., 2011). Alle genannten
Faktoren zusammen sorgen fiir optimale Lebensbedingungen der Zwischenwirtsschnecke
Galba (Lymnaea) truncatula, ohne die das Auftreten der Fasciolose unmoglich wire. Durch
die Weidehaltung ist eine kontinuierliche Verseuchung und Ansteckung auf den Weiden

gewihrleistet. So 146t sich die hohe Pravalenz in Schleswig-Holstein erkldren.

Die zweite Querschnittsstudie, die im Kiistenlandkreis Dithmarschen auf Herden- und
Einzeltierbasis durchgefiihrt wurde, brachte dhnlich hohe Prévalenzen. Die anhand von
Milch-Antikérpern ermittelte Herdenprdvalenz fiir 131 zufdllig ausgewihlte dithmarscher
Milchkuhbetriebe betrug 73 %. Die mittels Milch-ELISA bestimmte Einzeltierprivalenz lag
bei 45 % bezogen auf die 917 untersuchten Milchkiihe. Dabei wurden in mehr als einem
Drittel der untersuchten Betriebe 5-7 der jeweils sieben zufillig ausgewidhlten Kiihe als
Fasciola-Antikorper-positiv identifiziert (Abbildung 8). Im Gegensatz dazu betrugen die mit
der Koproskopie ermittelte Einzeltierprivalenz nur 14,5 % und die Herdenprivalenz bei 47 %
(Abbildung 7). Dies zeigt, dass die Diagnostik von F. hepatica-Infektionen mittels Milch-
ELISA-Untersuchung signifikant mehr befallene Tiere identifizieren kann, als die
Kotprobenuntersuchung allein. Dies wurde in anderen Untersuchungen ebenfalls bestitigt
(Rapsch, 2005; Molloy et al., 2005; Salimi- Bejestani et al., 2008) und liegt an der oben
erwidhnten geringen Sensitivitdt der koproskopischen Untersuchungsmethode. Damit kann
die alleinige Kotprobenuntersuchung fiir eine Herdendiagnostik, die heutzutage bei immer
wachsenden HerdengrofBen gefordert ist, als alleinige Diagnosemethode nicht mehr
empfohlen werden. Auch der Arbeitsaufwand von Kotuntersuchungen im Rahmen der
Bestandsdiagnose wird als zu grof3 angesehen. Die Antikdrperuntersuchung in der Tankmilch
eignet sich durchaus fiir epidemiologische Studien und zur Abschitzung der
Herdenprévalenz; allerdings kann damit nicht zwischen einer frischen oder iiberstandenen
Leberegelinfektion unterschieden werden. So ist auch eine Therapiekontrolle nicht mdglich,
denn Fasciola-Antikorper persistieren nach erfolgreicher Elimination der Trematoden noch
fiir 7-18 Monate (Levieux et al., 1992 A; Hutchinson und Mcarthur, 2003). Andererseits
liefert die serologische Untersuchung auf Fasciola-spezifische Antikdrper bereits etwa 2
Wochen nach einer erfolgten Infektion, also noch in der Prépatenz, ein positives Ergebnis

(Reichel, 2002; Salimi- Bejestani et al., 2005 B).
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5.2. Betriebsdaten, Weide- und Parasitenmanagement, Risikofaktoren

Die explorative Auswertung der 131 Fragebdgen zu Betriebsdaten und dem Weide- und
Parasitenmanagement gab ein paar interessante FEinblicke in die Betriebsstrukturen
dithmarscher Landwirte und verdeutlicht die Risikofaktoren dieser Parasitose. Die
HerdengroBe Dithmarscher Betriebe lag im Schnitt bei 80 Kiihen (Tabelle 7). Dies ist eine
HerdengrofBe, die noch bequem als Familienbetrieb zu bewirtschaften ist und bei der die
Landwirte therapierte, leistungsschwache oder gesunde Kiihe ohne
Herdenmanagementprogramm noch gut voneinander unterscheiden koénnen. Diese
durchschnittliche Herdengrof3e ist deutlich groBer als in Stiddeutschland und deutlich kleiner
als in Ostdeutschland. Die Landwirte bewirtschafteten im Schnitt 48 ha Weideland. Die
Durchschnittsmilchleistung lag bei 7679 Litern/Jahr (Tabelle 7). Diese Milchleistung liegt in
den Augen der norddeutschen Landwirte nur im oberen Mittelfeld der anzustrebenden
Leistung einer Milchkuh, um heutzutage 6konomisch wirtschaften zu konnen. Man muss aber
beriicksichtigen, dass in Dithmarschen traditionell viele rotbunte Kiihe der Rasse “Holstein”
mit geringerem Holstein-Friesian-Anteil gehalten werden, als z.B. in Niedersachsen, wo
hauptsédchlich schwarzbunte Kiihe der Rasse “Holstein” mit entsprechend hohem Holstein-
Friesian-Anteil und damit genetisch determinierten Potential fiir hohe Milchleistung gehalten
werden. In Dithmarschen wird traditionell viel Vieh zugekauft (55 %). Bei jedem Zukauf
besteht die Gefahr, leberegelbefallene Tiere zuzukaufen, denn eine parasitologische
Untersuchung vor Kauf ist uniiblich, wire aber sinnvoll. 79 % der Betriebe hielten ihre Kiihe
traditionell in Weidehaltung (Tabelle 8). Da eine Infektion mit dem Leberegel fast
ausschlieflich bei Weidehaltung erfolgen kann, liegt hier ein Hauptrisikofaktor fiir
Fasciolose, auch wenn ein direkter Zusammenhang in dieser Studie statistisch nicht gesichert
werden konnte. Abhilfe konnte die ganzjéhrige Stallhaltung schaffen, die aber im Sinne des
Kuhkomforts umstritten ist und bei so viel vorhandenem Weideland unwirtschaftlich wire.
Wiahrend der ca. 6-monatigen Weideperiode halten ein Drittel der Betriebe Jungtiere auf den
gleichen Weiden wie Kiihe. Nochmal ein gutes Drittel hédlt im Wechsel auch Schafe auf
denselben Weiden. Somit ist ein zusétzlicher Eintrag {liber infizierte Schafe moglich. Dies ist
besonders bei Weideschiafern ein Problem, da dem Landwirt der Parasitenstatus der

weidenden Schafe unbekannt ist. Ein statistischer Zusammenhang zwischen der gemeinsamen
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Beweidung von Rindern und Schafen und einem erhohten Risiko der Fasciolose konnte aber
nicht nachgewiesen werden.

In 83 % der Betriecbe wurden Wildwiederkduer auf den Viehweiden beobachtet. Da
Wildwiederkduer als Trager von F. hepatica bekannt sind, halten diese eine kontinuierliche

Verseuchung der Weiden aufrecht.

Bei der Auswertung der Wasserversorgung auf den Weiden gaben 26 % der Betriebe an, ihren
Kiihen freien Zugang zur Bach- oder Grabentrinke zu gewéhren bzw. hatten 42 % eine
Trinke mit Bachwasseranschlul oder Trinkekombinationen mit Bachwasseranschlufl auf
thren Weiden (Tabelle 9). Natiirliche Wasserstellen wurden bei 23 % der Betriebe nicht
abgezdunt und bei iliber der Hélfte der Betriebe (62 %) waren die Trinkewasserstellen nicht
befestigt (Tabelle 10). Bei diesen verschiedenen Wasserstellen handelt es sich sowohl um
Primaér- als auch Sekundérhabitate von Galba (Lymnea) truncatula, die als Zwischenwirt von
F. hepatica fungiert und ohne die ein Auftreten der Fasciolose nicht moglich wire
(Ollerenshaw, 1959; Boray, 1972). Somit ist hier ein weiterer wichtiger Risikofaktor der
Fasciolose zu sehen, der aber statistisch nicht signifikant war. Solange diese Habitate
existieren, kann es zu keiner dauerhaften Reduktion der Infektion kommen. Eine Vermeidung
bzw. Verringerung dieser Habitate ist durch weidehygienische Maflnahmen wie Zdune,
Drainieren, Befestigen der Trédnkestellen und Bereitstellung von Trinken mit
Frischwasseranschlul zu erreichen und stellt eine vergleichsweise einfache, billige und

wirkungsvolle Form der Fasciolose-Prophylaxe da.

Die Boden der Weiden setzten sich in Dithmarschen aus drei Gruppen zusammen: schwerer,
fruchtbarer Marschboden, Geestboden und feuchter Moorboden (Abbildung 5). 44 % der
Betriebe gaben an, zumindest einen Mooranteil in der Weideflache zu besitzen und 51 % der
befragten Betriebe wussten, dass im Boden Ton, Lehm oder Schlamm enthalten war. Dies
sind bevorzugte Bodenarten von Galba (Lymnea) truncatula (Eckert et al., 2008) und somit
ein weiterer Aspekt fiir die Infektion; allerdings konnen Landwirte an der

Bodenbeschaffenheit ihrer Weiden nichts dndern.
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5.3. Produktionsdaten und wirtschaftliche Aspekte der Fasciolose

Die im Landkreis Dithmarschen durchgefiihrte Querschnittsstudie hatte auBer der Ermittlung
der Pridvalenz auch das Ziel, durch die verldssliche Erfassung von Leistungs- und
Betriebsdaten sowie Daten iiber Weide- und Parasitenmanagement, Risikofaktoren, Ursachen
und wirtschaftliche Aspekte der Fasciolose zu ermitteln. Es gibt erstaunlich wenige Studien
tiber die tatsdchlichen Einfliisse einer F. hepatica-Infektion auf die Leistung von Milchkiihen.
Oakley et al. (1979) und Hope Cawdery (1984) sprachen von verminderter Futterverwertung,
verminderter Fruchtbarkeit, erhohtem Erstkalbealter und verminderter Milchleistung.
[lchmann et al. (2002) bezifferten den Milchverlust mit 450 Litern pro Jahr. Nach Charlier et
al. (2007) liegt der Milchverlust bei 0,7 kg Milch/Kuh/Tag, was bei durchschnittlich 305
Laktationstagen eine Minderleistung von etwa 213 Liter je Kuh ergeben wiirde. Desweitern
wurde eine Verringerung des Milchfettgehalts um 0,06 % und eine Verldngerung der
Zwischenkalbezeit um 4,7 Tage beobachtet (Charlier et al., 2007). Mcllroy et al. (1990)

berichteten von einer 10 %igen geringeren Milchleistung bei infizierten Kiihen.

In der vorliegenden eigenen Untersuchung erbrachte die Auswertung der Produktionsdaten
der Einzeltiere einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Nachweis eines Fasciola-
Befalls und der Milchleistung: Unabhingig von der verwendeten Untersuchungsmethode
(koproskopischer Ei-Nachweis oder Antikdrpernachweis in der Milch) produzierten Fasciola-
positive Kiihe signifikant weniger Milch als negative Tiere (Tabelle 17+18). So war die
Jahresmilchleistung von Fasciola-positiven Kiithen im Mittel um 417 Liter und 279 Liter
verringert, wenn als Bezugsgrofe das Ergebnis der Koproskopie bzw. des Milch-ELISAs
verwendet wurde. Wenn fiir den Landwirt ein Milchpreis von 30 Cent/Liter angenommen und
von einer durchschnittlichen Jahresmilchleistung (305-Tage-Leistung) von 7500 Liter/Kuh
ausgegangen wird, bedeutet die Fasciola-bedingte Minderleistung fiir den Landwirt einen
Einkommensverlust von 84-125 € je Milchkuh. Daraus resultiert ein jéhrlicher Gesamtverlust
von ca. 6.696-10.008 € fiir einen Betrieb mit einer mittleren Herdengréfe von 80 Kiihen
(Tabelle 7). Untersuchungen aus der Schweiz erbrachten einen jéhrlichen Verlust pro
infizierter Milchkuh von 376 Euro, wobei man beriicksichtigen muf, dass der Milchpreis in

der Schweiz generell hoher ist (Schweizer et al., 2005 A). Dies zeigt, wie wichtig es ist, einen



58 Diskussion

eventuellen F. hepatica-Befall in einer Milchkuhherde zu diagnostizieren und gegebenenfalls
zu behandeln, denn eine Entwurmung der Kiihe wire vergleichsweise billig. In dieser
Untersuchung lag das Durchschnittsalter der beprobten Tiere bei nur 4,7 Jahren mit
durchschnittlich 2,5 Laktationen (Tabelle 14). In den beprobten Herden gab es also
dementsprechend weniger éltere Kiihe mit 3 oder mehr Laktationen als jlingere Kiihe. Da mit
steigendem Alter und Laktationsjahren die Milchproduktion einer Kuh um 150-200 Liter
steigt, was sich als statistisch gesichert herausstellte, erhebt sich die Frage, warum die Kiihe
so kurzlebig sind. Eine hiufige Abgangsursache ist die Milchminderleistung der Kuh im
Vergleich zur Herdenleistung, die u.a. auch durch eine Leberfunktionsstérung der Kuh
verursacht sein kann. Neben einer ketotischen Stoffwechsellage und Infektionen kann auch
eine chronische Fasciolose zu einer Einschrinkung der Leberfunktion fiihren und somit fiir
einen frilheren Abgang des Tieres aus dem Betrieb verantwortlich sein. Obwohl sich in dieser
Studie kein signifikanter Zusammenhang zwischen Laktationsjahren oder Alter der Kuh und
einem F. hepatica-Befall ergab, wire es fiir die Betriebe 6konomisch sinnvoll, die
Langlebigkeit einer Milchkuh mit einer gesunden, leberegelfreien Leber anzustreben, um von

der steigenden Milchleistung pro Laktationsjahr zu profitieren.

Ein signifikanter Zusammenhang ergab sich zwischen einem ELISA- oder Ei-positiven
Ergebnis und der bestehenden Trichtigkeitsdauer bei Beprobung der Kiihe (Abbildung
11+12). Befanden sich die Kiihe im letzten Trachtigkeitsdrittel waren 63 % der Milchproben
ELISA-positiv bzw. 23 % Ei-positiv. Ein Grund hierfiir kann die Zulassungsbeschrankung der
Fasciolizide bei tragenden Tieren sein, so dall hochtragende Kiihe generell nicht mehr in das
Entwurmungsprogramm miteinbezogen werden. Sowohl bei Triclabendazol als auch
Albendazol ist eine Behandlung wegen der potentiell teratogenen Wirkung wéhrend der

Tréachtigkeit vom Hersteller ausgeschlossen.

5.4. Kenntnisstand und Parasitenmanagement

Derart hohe Fasciolose-Privalenzen wie die hier vorgefundenen konnten auch auf ein

mangelndes Wissen oder ProblembewuBtsein seitens der Landwirte in Bezug auf den
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Leberegel hindeuten (Schweizer et al., 2005 B). Hierzu zeigte aber die Auswertung der
Fragebogen zum Kenntnisstand der Landwirte ein anderes Bild. Fast allen befragten
Betrieben war der Leberegel bekannt (95 %). Von diesen 95 % machte iiber die Hélfte
korrekte Angaben zum Krankheitsbild, Ansteckungswegen und ProphylaxemaBnahmen
(Tabelle 11). Bei genauerer Analyse wurden zu den Ansteckungswegen zu je 1/5 nasses Gras,
Wasserlocher und das Vorkommen der Zwergschlammschnecke genannt. Das Trockenhalten
der Weidefldchen bzw. das Einzdunen von Wasserlochern war 28 % der befragten Landwirte
als vorbeugende MaBnahme bekannt (Tabelle 11). Uberraschenderweise lagen aber im
Weidehygienemanagement groe Mingel vor. Uber die Hilfte der beprobten Betriebe hatte
thre Trénkestellen auf den Weiden nicht befestigt und fast ein Viertel der Betriebe hatte
Wassergriben u.d. nicht abgezdunt (Tabelle 10). Das bestehende Wissen {iiber die

Verbreitung des Leberegels wurde hier seitens der Landwirte nicht umgesetzt.

Die Auswertung der Parasitenmanagement ergab, dass obwohl iiber die Hilfte der befragten
Landwirte die Entwurmung als wichtigste Therapie- und Vorbeugemallnahme bei einem
Leberegelbefall nannten (Tabelle 11), 52 % der beprobten Betriecbe keine
Leberegelbehandlungen durchfiihrten, weil sie “keine Notwendigkeit” darin sehen (37 %)
wirden. Griinde fiir die Fehleinschitzung der Problematik konnten sein, dass eine
leberegelinfizierte Milchkuh adspektorisch zundchst unauffillig erscheint und eine geringe
Milchminderleistung nicht bemerkt oder nicht auf eine Leberegelinfektion zuriickgefiihrt
wird. Die Leberegelsituation in Dithmarschen wird damit weitesgehend unterschitzt. 10 %
der befragten Betriebe fiihrten keine Leberegelbehandlungen durch, weil ihnen die
Applikationsart der Fasziolizide per os zu arbeitsintensiv erscheint. Es wéren sicherlich mehr
Betriebe zu einer Therapie bereit, wenn eine andere Applikationsart zur Verfiigung stehen
wiirde. Bei der Bekdmpfung der Magen-Darm-Wiirmer werden Préparate, die z. B. als spot-
on Applikation angeboten werden von 50 % der befragten Betriebe eingesetzt. 28 % der
Betriebe gaben an, dass Leberegelpriparat iiber das Futter als Gruppenbehandlung
anzuwenden, um die Arbeitsintensitét gering zu halten. Bei dieser Anwendung ist jedoch
keine korrekte Dosierung der einzelnen Kuh moglich, so dass trotz erfolgter Entwurmung

chronische Verlaufsformen bestehen bleiben konnen. Die Entwicklung einer anderen
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Applikationsart fiir Fasziolizide wére wiinschenswert und konnte zu einer Senkung der
Leberegelverbreitung beitragen.

Weitere 10 % der befragten Betriebe flihrten keine Leberegelbehandlungen durch, weil keine
Zulassung der Préparate fiir milchliefernde Tiere vorliegt. Dadurch kann keine
Bestandsbehandlung erfolgen bzw. die Kiihe konnen nicht zu parasitologisch sinnvollen
Zeitpunkten behandelt werden. Trotz Zulassungsbeschrinkungen wurden Triclabendazole am
hiufigsten eingesetzt (58 %) (Tabelle 12). Obwohl es bei diesem Wirkstoff bekannt ist, dass
er alle Leberegelstadien erfasst und somit eine Aufstallungsbehandlung im Herbst am
sinnvollsten wire, wendete der liberwiegende Teil der Landwirte diese Pridparate erst im
Januar/Februar an. In friiheren Jahren standen zur Leberegeltherapie nur Wirkstoffe zur
Verfiigung, die auf adulte Leberegel wirkten und daher erst im Januar/Februar eingesetzt
werden konnten. Ursache dieses parasitologisch und O6konomisch ungiinstigen
Entwurmungszeitpunkts mit Triclabendazolen konnte daher mangelndes Wissen der
Landwirte um Wirkungsweisen neuerer Priparate sein. Hier sollte mehr Aufklarungsarbeit
seitens der Tierdrzte und Beratungsringe erfolgen, denn eine frithzeitige Entwurmung
verringert die Folgeschdden. Allerdings ergab sich in dieser Untersuchung kein statistisch
gesicherter Zusammenhang zwischen einer kurz zuvor erfolgten (vor 2-3 Monaten) oder

langer zuriickliegenden (> 7 Monate) Leberegelbehandlung und einer F. hepatica-Infektion.

Um Landwirte auf das Leberegelproblem aufmerksam zu machen, wére eine regelmifige
Riickmeldung seitens der Schlachthofe, ob iiberhaupt und aus welchen Griinden Lebern
verworfen werden mussten, sinnvoll. Es erfolgte bei liber der Hélfte der Betriebe in den
letzten drei Jahren keine Riickinformation (Tabelle 13). Die Schlachthéfe sind nicht zu
exakten Riickmeldungen verpflichtet und der Landwirt sieht an seiner Abrechnung vom
Schlachthof nicht, ob ein Teil der Lebern wegen Lebergegelbefalls verworfen werden mulfte.
Die Dokumentation auf den Schlachthofen durch die beschauenden Tierdrzte zeigte weiterhin
deutliche Defizite auf. Hier wére eine Dokumentation zu jeder verworfenen Leber
wiinschenswert und hilfreich, zumal die wegen Fasciolose untauglich gemachten Lebern

einen Prozentsatz zwischen 10-30 % ausmachten (Tabelle 6).
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5.5. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend konnte mit diesen beiden Querschnittsstudien gezeigt werden, dass die
Pravalenz der Fasciolose in Schleswig-Holstein hoch ist. Bei einer derart hohen Prévalenz
muss durchaus an geeignete flichendeckende MaBnahmen gedacht werden. Desweiteren ist
eine Aufkldrungsarbeit bei jungen Landwirten und jungen Tierdrzten vonndten, um das
Krankheitsbild, die wirtschaftlichen Schiaden und die Diagnostikmdglichkeiten ins Gedichtnis
zu rufen. Da viele junge Grosstierdrzte nicht aus den Gegenden stammen, in denen sie
praktizieren, sind ihnen oft die Weideverhédltnisse nicht bekannt. Den Altenteilern in
Schleswig-Holstein ist das flichendeckende Bekdmpfungsprogramm vor 30 Jahren sicherlich
noch im Gedichtnis, aber bei der jungen Generation ist das Wissen um die Fasciolose zwar
vorhanden, aber die Notwendigkeit einer Bekdmpfung wird nicht erkannt. Es sollten
Beratungen hinsichtlich weidehygienischen Maflnahmen erfolgen, denn diese Prophylaxe ist
die am kostengiinstigste fiir den Landwirt und kann zumindest die Habitate des

Zwischenwirtes von F. hepatica und damit die Ansteckung auf den Weiden eindimmen.

Zum verwendeten Testsystem ist zu sagen, dass es sich durchaus eignet, Leberegel-infizierte
Herden zu identifizieren. Da der verwendete ELISA aber keine Aussagen zur Intensitét des
Befalls oder eines chemotherapeutischen Erfolges machen kann, sollte eine
Weiterentwicklung des Testsystems erfolgen bzw. ein Koproantigentest fiir solche

Fragestellungen verwendet werden.

Weiterhin wire eine engere Zusammenarbeit mit den Schlachthéfen wiinschenswert bzw.
sollte den Landwirten geraten werden, selbstindig beim Schlachthof wegen eines mdglichen

Leberegelbefalls der abgelieferten Tiere nachzufragen.

In klassischen Weidegebieten ist es daher unerlésslich regelméssige diagnostische Kontrollen

durchzufiihren und mehr Aufklarungsarbeit zu leisten.
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6. Zusammenfassung

Michaela RABELER (2011):
Untersuchungen zum Vorkommen und zur wirtschaftlichen Bedeutung der Fasciolose in
Milchkuhherden Norddeutschlands.

Veterindrmed. Dissertation, Justus-Liebig-Universitit Gief3en.

Die Ziele dieser Dissertation waren:
© aktuelle und reprédsentative Daten liber die Prdvalenzsituation der Fasciolose in
Milchviehbetrieben in Schleswig-Holstein mit Hilfe zweier im Zeitraum November
2005 bis April 2006 durchgefiihrter Querschnittsstudien und Auswertung von Daten
aus lokalen Schlachthéfen von 2005 und 2006 zu erhalten,

mogliche Risikofaktoren und wirtschaftliche Auswirkungen der Fasciolose zu
bestimmen,

die Effizienz des Sedimentationsverfahrens nach Boray und Pearson zum Nachweis
von Fasciola hepatica-Eiern im Kot mit der eines kommerziellen ELISA-Testkits fiir
Serum-, Tank- und Einzelmilchproben (Institut Pourquier) zum Nachweis von F.
hepatica-spezifischen Antikdrpern zu vergleichen.

Zur Ermittlung der Prdvalenz wurden in der ersten bundeslandweiten Querschnittsstudie
insgesamt 2136 Tankmilchproben des Landeskontrollverbandes Schleswig-Holstein e.V. -
dies entspricht ca. 35 % der 5926 zu diesem Zeitpunkt gemeldeten schleswig-holsteinischen
Milchviehbetriebe - mittels eines kommerziellen ELISA-Testkit (Institut Pourquier)
milchserologisch auf F. hepatica-spezifische Antikorper untersucht. Die Untersuchung ergab
eine Herdenpravalenz fiir Schleswig-Holstein von 50 % und liegt damit vergleichbar hoch wie
vor 40 Jahren. Es konnten keine Leberegelschwerpunktgebiete fiir dieses Bundesland

ermittelt werden.

Bei der Auswertung der Schlachthofdaten ergab sich ein Prozentsatz von 10-30 %
verworfener Lebern aufgrund eines Leberegelbefalls, wobei diese Zahlen vorsichtig betrachtet

werden miissen, da keine liickenlose Dokumentation seitens der Schlachthofe vorlag.
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In der zweiten Querschnittsstudie wurden von 131 randomisiert ausgewédhlten
Milchviehbetrieben aus den Mitgliedsbetrieben der Vereinigung der Rinderspezialberatung
des Landkreises Dithmarschen insgesamt 131 Tankmilchproben sowie 917 Einzelmilch- und
korrespondierende Kotproben von je 7 zufillig selektierten Kiithen pro Betrieb genommen.
Die Milchproben wurden mittels desselben ELISA-Testkits untersucht. Es ergab sich eine
Herdenpréivalenz von 73 % und eine Einzeltierprdvalenz von 45 %. Die koproskopischen
Untersuchungen zeigten eine individuelle Privalenz von 14,5 % und eine Herdenprévalenz

von 47 %.

Von jedem der 131 Betriebe wurde zusitzlich ein Fragebogen zum Betriebs-, Haltungs-,
Fiitterungs- und Parasitenmanagement sowie zum Kenntnisstand des Landwirtes beziiglich
des groBBen Leberegels und der Fasciolose erhoben und explorativ ausgewertet, um mogliche
Risikofaktoren und Zusammenhénge zu analysieren. Ebenfalls wurden die Leistungsdaten der
beprobten Kiihe erfasst, um mogliche wirtschaftliche Auswirkungen darzulegen. Die
durchschnittliche Herdengrof3e betrug 80 Milchkiihe mit einer durchschnittlichen 305-Tage-
Milchleistung von 7679 Litern in 2,5 Laktationen. 55 % der Betriebe kauften Tiere dazu. 79
% der Milchkiihe wurde in Weidehaltung zum Teil im Wechsel mit Jungtieren oder Schafen
gehalten. Statistisch konnte kein Zusammenhang zwischen Weidehaltung allein oder im
Wechsel mit anderen Tieren und einem erhdhten Fasciolose-Risiko gesichert werden
(p > 0,05). 26 % der weidenden Kiihe hatten freien Zugang zu Bach- oder Grabentrinken, bei
62 % der Betriebe waren die Trankestellen nicht befestigt und bei 23 % vorhandene natiirliche
Wasserlocher nicht abgezdunt. Diese vermuteten Risikofaktoren konnten statistisch nicht
bewiesen werden (p > 0,05). 95 % der befragten Landwirte gaben richtige Antworten zum
Leberegel und zur Fasciolose. Nur die Hélfte der besuchten Betriebe fiihrte tiberhaupt eine
chemotherapeutische Leberegelbehandlung durch. Als Hauptgrund wurde mit 37 % “keine
Notwendigkeit” angegeben. Es ergab sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen
Entwurmungen und einem Fasciola-Nachweis (p > 0,05). Bei der Auswertung der
Leistungsdaten ergab sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem Leberegelbefall
und der Jahresmilchleistung der betroffenen Kuh (p < 0,05). Ei-positive Tiere gaben im
Schnitt 417 Liter Milch/Jahr weniger, ELISA-positive Tiere 279 Liter Milch/Jahr weniger als

Fasciola-freie Tiere. Bei einem Milchpreis von zur Zeit 30 Cent und einer
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Durchschnittsleistung von 7500 Litern Milch/Jahr errechnet sich daraus ein Milchgeldverlust
von 84-125 Euro pro Tier. Bei einer Herdengrof3e von durchschnittlich 80 Kiihen entspricht
dies einem Verlust von 6.696-10.008 Euro pro Betrieb.

Der direkte Vergleich von 917 Kotproben, die einmalig mittels Sedimentationsverfahren
untersucht wurden, und 917 korrespondierenden Milchproben, die mittels ELISA untersucht
wurden, ergab eine Einzeltierpravalenz von 14,5 % (Kot) bzw. 45 % (Milch). Die ermittelten
Herdenpréavalenzen liegen bei 47 % (Kot) und 73 % (Milch). Dies zeigt, dass sich die
Kotprobenuntersuchung mittels einmalig durchgefiihrten Sedimentationsverfahrens nicht fiir
Einzeltieruntersuchungen oder ein Herden-Screening eignet. Die Spezifitit des ELISAs lag in
dieser Studie fiir Tankmilchproben im Vergleich zu Individualmilchproben bei 82,4 %, die
Sensitivitét bei 91,8 % bei einem Kappa-Wert von 0,727.
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7.  Summary

Michaela RABELER (2011):
Investigations on the occurrence and economic importance of fasciolosis in dairy cow
herds in northern Germany.

Dr. med. vet. thesis, Justus Liebig University Giessen.

Objectives of the present study were:
© current and representative data for the prevalence of fasciolosis in dairy cow farms in
Schleswig-Holstein, northern Germany: two cross-sectional studies were performed
between November 2005 and April 2006 in addition data from local abattoirs on
confiscation of livers due to F. hepatica in the years 2005 and 2006 were evaluated,

to analyse possible risk factors and economical losses of fasciolosis,

to compare the diagnostic efficacy of coproscopical investigation, performed by the
sedimentation technique of Boray and Pearson with antibody determination using a
commercial ELISA-kit for serum, milk and bulk-tank milk (Institut Pourquier).

For the first cross-sectional survey 2136 bulk-tank milk samples were collected from 35 % of
the 5926 dairy herds registered in the federal state of Schleswig-Holstein. Samples were
analysed with the commercial ELISA kit. The herd-level seroprevalence in Schleswig-
Holstein was 50 % and was as high as in the 1970°s. There was no accumalation of F.
hepatica infections in particular areas of the state of Schlesig-Holstein.

In the years 2005-2006 10-30 % of all cattle livers were confiscated due to fluke-infection
however these data must be interpretated with qualifications because they were not
documentatd properly by the abattoirs.

The second cross-sectional survey was performed on 131 dairy farms randomly selected from
the members of the cattle association of the Dithmarschen district, Schleswig-Holstein. On
these farms 131 bulk-tank milk samples and 917 individual milk and correspondending feacal
samples from 7 cows randomly selected on each of the farms were collected. Employing the

commercial ELISA kit the herd-level and individual seroprevalences were 73 % and 45 %
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respectively. Koproscopy revealed herd-level and individual prevalences of F. hepatica egg
excretion of 47 % and 14,5 % respectively.

The selected 131 farmers were interviewed on farm-management, husbandry-management,
pasturing- and feeding-management, parasite-management and their knowledge on flukes and
fasciolosis by a questionnaire. These were exploratively analysed to evaluate significant risk
factors and associations. The production parameters of the sampled cows were also analysed
to find infection dependend economical losses. The average dairy herd consisted of 80 cows
which produced 7679 liters of milk per laktation. 55 % of the farms bought animals in
addition from other farms. 79 % of the cows were pastured and partly rotated with young
cattle or sheep. There was no significant association (p > 0,05) between pasturing alone or in
rotation with other animals and a higher risk of liver fluke infection. 26 % of the grazing cows
had access to naturally flowing waters (e.g. brooks); there was no bottom attachment of
watering places in 62 % of the farms. 23 % of the farms did not fence natural water sources.
There was no significant evidence (p > 0,05) for this as a potential risk factor. 95 % of the
farmers answered correctly concerning the fluke and fasciolosis but only half of them
performed chemotherapeutic fluke treatment. The most given reason for that (37 %) was that
the farmers did not see any necessity for treatment. There was no significant relationship (p >
0,05) between chemotherapeutic treatment and the detection of F. hepatica eggs. When
evaluating the production parameters there was a significant (p < 0,05) association between an
infection with flukes and the annual average milk yield. Egg-positive animals had a decrease
of 417 liters annual average milk yield and ELISA-positive animals a decrease of 279 liters
when compared with F. hepatica-negative animals. Assuming a price of 30 cents/liter milk
and an average milk yield of 7500 liter/lactation this suggests an economic loss of 84-125
Euro per animal and of 6.696-10.008 Euro per herd of 80 dairy cows per year.

Comparing the rates of prevalence detected by faecal examination and antibody determination
in milk a single coproscopical examination using the sedimentation method is not as qualified
for estimating the individual- or herd-prevalence of F. hepatica. In this study the specifity of
the ELISA for bulk-milk compared to individual-milk was 82,4 %, the sensitivity was 91, 8 %
(kappa= 0,727).
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9. Anhang

Anhang 1:  Fragebogen zur Erhebung der Daten zum Betriebsmanagement

Betriebsanschrift: Besuchsdatum:

Laufende Betriebsprobennummer:

1. Daten zum Betrieb und zur Herde 2. Daten zum Weidemanagement
1.1 Gesamtzahl der Rinder? 2.1 Haben die Milchkiihe Weidegang?
1ja
1.2 Gesamtzahl der Milchkiihe? 2 nein
3 teils- teils
1.3 Durchschnittliche Herdenleistung? 9 weil3 nicht
2.2 Haben die Jungtiere Weidegang?
1.4 Anzahl der Hektar Weideland? 1ja
2 nein
1.5 Vorhandene Rinderrassen? 3 teils- teils
3 Rotbunte 9 weil} nicht
4 Schwarzbunte 2.3 Wie lange dauert die Weideperiode?
5 Andere 3 1-3 Monate
1.6 Wie lange existiert der Betrieb? 4 3-6 Monate
3 1-10 Jahre 5 langer als 6 Monate
4 10-50 Jahre 2.4 Beweiden Kiihe und Jungtiere die gleichen
5> 50 Jahre Weiden?
1.7 Impfstatus 1ja
3 BHVI 2 nein
4 BVD/MD 3 teils- teils

5 Sonstige 9 weil} nicht
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1.8 Werden Rinder zugekauft?
lja
2 nein
3 teilweise
1.9 Art der Milchkuhhaltung
3 Boxenlaufstall
4 Anbindehaltung
5 Sonstiges
1.10 Art der Kélber-/Jungviehhaltung
3 Iglo
4 Einzelbox
5 Gruppenbox auf Spalten
6 Gruppenbox auf Stroh
7 Anbindehaltung

2.8.1 Wenn ja, wie oft im Jahr?
3 0-1x/Jahr
4 1-2x/Jahr
5 2-3x/Jahr
6 ofter als 3x/Jahr
9 weif} nicht
2.8.2 Wie lange nach Giilleausbringung bleibt die
Weide unbeweidet?
3 kiirzer als 8Wochen
4 langer als 8 Wochen

9 weil} nicht

2.5 Art der Weidehaltung
3 Standweide
4 Wechselweide
5 Beides
9 weil nicht
2.5.1 Wenn Weidewechsel, in welchen Ab-

stainden?

9 weil3 nicht
2.6 Beweiden andere Tiere die Weiden?
2 nein
3 Schafe
4 Pferde
5 Sonstige
9 weil} nicht
2.7 Beweiden Wildwiederkduer die Weiden?
( Rehe, Hirsche, Kaninchen)
1ja
2 nein
9 weil} nicht
2.8 Wird Giille/Mist auf die Weiden ausgebracht?
1ja
2 nein

9 weil} nicht

3.2 Ist das Heu Threr Meinung nach gut
getrocknet?
1ja
2 nein
9 weil} nicht
3.3 Wird das Grassilo von gefdhrdeten
Weidefldchen gewonnen?
1ja
2 nein
9 weil} nicht

3.4 Wie lange nach dem Schnitt 6ffnen und
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2.9 Erfolgt Zufiitterung auf der Weide?

lja
2 nein
9 weil} nicht

2.9.1 Wenn Zufiitterung erfolgt, dann

3 iiber gesamte Weideperiode

4 nur wenn zu wenig Gras

9 weil} nicht

2.10 Wie erfolgt die Wasserversorgung auf der

Weide?

3 Trénkewagen/Triankebecken
4 Tranke mit Frischwasseranschluf3
5 Trianke mit Bachwasseranschluf3

6 Bach-/Grabentrédnke fiir Rinder zugénglich

9 weil} nicht

2.11 Befinden sich natiirliche Wasserstellen

auf der Weide?

2 nein
3 Bach
4 Teich/See
5 tiefe Spurrillen bei Nisse
6 Griben
9 weil} nicht

2.12 Sind die Trankeplitze befestigt?
1ja
2 nein

9 weil} nicht

2.1.3 Sind natiirliche Wasserstellen abgezéaunt?

1ja
2 nein

9 weil} nicht

2.14 Welche Bodenart herrscht auf den

Weideflachen vor?
3 Marsch
4 Geest
5 Moor
6 Sonstiges

verfiittern Sie das Grassilo?
3 kiirzer als 4 Wochen
4 frithestens nach 4 Wochen

9 weil3 nicht

4. Informationsstand

4.1 Ist IThnen der Leberegel bekannt?
1ja
2 nein
9 weil} nicht
4.2 Ist Thnen das Krankheitsbild, welches der Egel
verursacht, bekannt?
1ja
2 nein
9 weil} nicht
4.2.1Wenn ja, welche Anzeichen sind Thnen

bekannt?

4.3 Ist Thnen bekannt, wie sich die Kuh mit einem
Leberegel ansteckt?
1ja
2 nein
9 weil} nicht

4.3.1Wenn ja, wie?

4.4 Sind Thnen Ursachen fiir die Ansteckung mit
mit einem Leberegel bekannt?
1ja
2 nein
9 weil} nicht

4.4.1 Wenn ja, welche kennen Sie?

4.5 Ist Thnen eine Vorbeuge bekannt?
1ja
2 nein

9 weil3 nicht
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9 weil} nicht
2.15 Gibt es auf den Weiden Lehm, Ton oder
Schlamm?
1ja
2 nein

9 weil} nicht

3. Daten zum Futtermanagement

3.1 Wird in der Stallperiode Heu verfiittert?
1ja
2 nein

9 weil3 nicht

5. Daten zum Parasitenmanagement

5.1 Fiihren Sie regelméBig Parasitenbekdmpfungen

durch?

1ja
2 nein
9 weil} nicht

5.2 Wer hat Sie in diesen Fragen beraten?
3 Tierarzt
4 Rinderberatung
5 Nachbar/Bekannte

6 eigene Familie

5.3 Fiihren Sie Behandlungen gegen Leberegel

durch?

1ja
2 nein
9 weil} nicht

5.3.1 Wenn nein, warum nicht?
3 nicht notwendig
4 zu teuer
5 zu arbeitsintensiv
6 keine Zulassung fiir Milch
9 weil} nicht

5.3.2 Wenn ja, wie oft im Jahr behandeln Sie

4.5.1 Wenn ja, welche?

4.6 Ist Ihnen eine Therapie bekannt?
1 ja
2 nein
9 weil nicht

4.6.1 Wenn ja, welche?

5.3.9.1 Wenn ja, welche?

5.3.10 Wann erfolgte die letzte Leberegel-
behandlung?
3 Herbst 2005
4 Frithjahr 2005
5 Herbst 2004
6 Friihjahr 2004
7 vor 2004
9 weill nicht, 8 Friithjahr 2006
5.4 Fiihren Sie Behandlungen gegen Magen-
Darm- und Lungenwiirmer durch?
1ja
2 nein
9 weil} nicht
5.4.1 Wenn ja, mit welchem Préparat?
3 Bolus
4 pour-on Préparat
5 Injektionspréparat
6 orales Préparat
9 weil} nicht
5.4.2 Welche Tiergruppe werden behandelt?
3 Erstsommrige

4 Fiarsen
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gegen Leberegel?
4 1x/Jahr
5 2x/Jahr
5 mal so, mal so
9 weif} nicht
5.3.3 Seit wie vielen Jahren behandeln Sie?
3 nur dieses Jahr
4 seit 5 Jahren
5 seit 10 Jahren oder ldnger
9 weil} nicht
5.3.4 Zu welchem Zeitpunkt behandeln Sie?
3 Herbst/Aufstallung
4 Januar/Februar
5 Sonstiges
5.3.5 Welche Tiere werden behandelt?
3 Trockensteher/Kiihe
4 Erstsommrige weiblich
5 Erstsommrige ménnlich
6 tragende Férsen
7 alle
5.3.6 Welches Priparat benutzen Sie?
3 Fasinex©,Endofluke©
4 Flukiver©

5 Valbazen 10%©, Vermitan©, Albendazol 10%©

9 weil} nicht
5.3.7 Wie verabreichen Sie das Praparat?
3 bei jedem Tier einzeln ins Maul mit

Dosierspritze

4 Gemeinschaftsbehandlung iiber das Futter

9 weil} nicht
5.3.8 Kennen Sie andere Priparate als das von Ihnen
verwendete?
1ja
2 nein
5.3.9 Treffen Sie vorbeugende MaBinahmen?
1ja

2 nein

5 Kiihe
6 alle
9 weil} nicht
5.4.3 Wie oft werden die Tiere gegen
Magen-Darm-Wiirmer behandelt?
3 prophylaktisch 1-2x/Jahr
4 prophylaktisch 2-3x/Jahr
5 prophylaktisch 3-4x/Jahr
6 haufiger als 4x/Jahr
9 weil nicht
5.5 Tritt in ihrem Betrieb Ektoparasitenbefall auf?
2 nein
3 Réude
4 Lause/ Haarlinge
5 Fliegen
9 weil nicht
5.5.1 Fiihren Sie Behandlungen gegen Ektopara-
siten durch?
1ja
2 nein
9 weil} nicht
5.5.2 Wenn ja, mit welchem Préparat?
3 pour- on Priparat
4 Injektionspréparat
5 Fliegenohrmarken
6 Stallbehandlung
5.5.3 Welche Tiergruppen werden behandelt?
3 nur befallene Tiere
4 alle Tiere einer Gruppe
5 alle Tiere
9 weil} nicht
5.5.4 Wie oft werden die Tiere gegen Ekto-
parasiten behandelt?
3 nur bei Befall
4 prophylaktisch 1-2x/Jahr
5 prophylaktisch 2-4x/Jahr

9 weil3 nicht
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6. Krankheiten und Schlachtinformationen

6.1 Hatten Sie in den letzten 3 Jahren Rinder, die
Threr Meinung nach an Leberegelbefall litten?
1ja
2 nein
9 weil} nicht
6.2 Hat Ihr Tierarzt in den letzten 3 Jahren ein
Rind mit Leberegelbefall diagnostiziert?
1ja
2 nein
9 weil} nicht
6.2.1 Wenn ja, welche Maflnahme wurde darauthin

ergriffen?

6.3 Haben Sie in den letzten 3 Jahren vom Schlachthof
Riickmeldung wegen verworfener Lebern erhalten?
2 nein
3 0-1x
4 2-10x
5>10x
9 weil} nicht
6.4 Haben Sie sich selbst danach erkundigt?
lja
2 nein

9 weil3 nicht

Vielen Dank!
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Anhang 2: Fragebogen zur Einzeltierleistung

Betrieb Anamnestische Daten der einzeln beprobten Kiihe
Kuh 1 Kuh 2 Kuh 3 Kuh 4 Kuh 5 Kuh 6 Kuh 7

Ohrmarkennummer

Alter

Datum letzte Kalbung

Anzahl Laktationen

Durchschnittl.Leistung

Monat d. Trachtigkeit

Letzte Leberegelbhlg.

Ergebnis Kotprobe

Ergebnis Milchprobe

Ergebnis Tankmilchprobe

Anzahl enthaltener
Gemelke
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Anhang 3: Gebrauchsanleitung und Reagenzien des verwendeten ELISA-Testkits

ELISA TEST ZUM NACHWEIS VON ANTIKORPERN
GEGEN FASCIOLA HEPATICA IN SERUM- UND
MILCHPROBEN

(BESTATIGUNG)

(240 Testreaktionen)

DIE DEUTSCHE FASSUNG DER GEBRAUCHSINFORMATION IST

ENTSPRECHEND § 17C TIERSG ZUGELASSEN

IN-VITRO DIAGNOSTIKUM
FUR TIERE

ZUL-NR.: BGVV-B 196
STAND : 06.2005
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TESTPRINZIP

Der Test basiert auf folgendem Prinzip :

1. Das Antigen "f2" ist am Boden der Vertiefungen in den Mikrotiterplatten aus Polystyrol fixiert. Die
Vertiefungen sind alternierend mit inaktiviertem Antigen und Kontrollantigen beschichtet.

2. Die zu untersuchenden Serum- und Milchproben werden verdiinnt und in den Vertiefungen der
Mikrotiterplatten inkubiert. Liegen spezifische Antigen "f2"-Antikorper in der Probe vor, bilden sich "f2-
Antigen"-Antikdrperkomplexe, durch die die spezifischen Antikorper aus der Probe am Boden der
Mikrotiterplatten gebunden werden.

3. Nach dem Waschen wird ein enzymgekoppelter Anti-Wiederkduerimmunoglobulin-Antikdrper (Konjugat)
hinzugefiigt und inkubiert. Dieses Konjugat wird am Immunkomplex gebunden.

4. Nach dem Waschen wird das Enzymsubstrat (TMB) zugesetzt, das sich in Gegenwart des in den
Vertiefungen zuriickgebliebenen Konjugats blau farbt. Nach dem Stoppen der Reaktion tritt eine
Gelbfarbung ein. Die Intensitit der Farbreaktion ist proportional zu der Antikdrperkonzentration in der zu
untersuchenden Probe.

Die verschiedenen Klassen der Positivitdt werden anhand der Ergebnisse bestimmt, die mit der im Kit gelieferten

positiven Kontrolle erhalten werden. Die Kontrolle ist auf jeder Mikrotiterplatte aufzutragen.

Anmerkung:
Die positive Kontrolle entspricht einem Serum, das ~150 HA Einheiten nach dem Levieux-System enthilt (siehe

Literaturhinweise).

ZUSAMMENSETZUNG UND AUFBEWAHRUNG DES KIT

Es empfiehlt sich, mit simtlichen Reagenzien bei einer Temperatur von +21°C (+ 5°C) zu arbeiten (mit
Ausnahme des Konjugats und der Kontrollen). Zu diesem Zweck sollten die Reagenzien mindestens eine Stunde
vor Testbeginn aus dem Kiihlraum genommen werden.

REAGENZIEN MENGE AUFBEWAHRUNG UND ANMERKUNGEN
+5°C (£ 3°C)
Mikrotiterplatten 5 e Wird eine Mikrotiterplatte nicht vollstindig benutzt, kann sie zu
(alternierend mit inaktiviertem einem spteren Zeitpunkt wiederverwendet werden, vorausgesetzt,
. F2-Antigen " und Kontrollantigen sie wird sofort dicht verschlossen und bei +5°C (= 3°C) aufbewahrt
beschichtet)
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+5°C (+ 3°C)
Waschldsung, 1 Flasche Bei +5°C (+ 3°C) lassen sich Ausfillungen beobachten, die bei
20-fach konzentriert zu 100 ml +21°C (= 5°C) wieder verschwinden; gelegentliches leichtes
Schiitteln beschleunigt die Auflésung der Kristalle.
Bei +21°C (= 5°C) bis zu 1 Monat haltbar, vorausgesetzt, die
Flasche wird wieder dicht verschlossen; das Reagenz ist dann
unmittelbar gebrauchsfertig.
Nach der Verdiinnung 3 Tage bei +5°C (£ 3°C) haltbar.
Fiir samtliche Kits des Institut POURQUIER identisch und kann
daher mit jedem beliebigen Kit verwendet werden.
Verdiinnungspuffer Nr. 2 1 Flasche +5°C (£ 3°C)
Hellgriin (fiir Proben) zu 120 ml
Verdiinnungspuffer Nr. 1 1 Flasche +5°C (£ 3°C)
Hellblau (fir Konjugat) zu 120 ml
Positive Kontrolle (fliissig) 1 Flasche +5°C (£ 3°C)
zu 0.5 ml
Negative Kontrolle (fliissig) 1 Flasche
zu 0.5 ml
+5°C (£3°C)
Anti-Wiederkauer 1gG- 1 Flasche o Die verdiinnte Konjugatlosung kann nicht aufbewahrt werden.
Peroxidase-Konjugat zu 0,75 ml
+5°C (+ 3°C)
TMB-Substrat Nr. 3 1 Flasche e Bei +5°C (£ 3°C) kann eine leichte Blaufirbung beobachtet
gebrauchsfertig zu 60 ml werden. Bei +21°C (+ 5°C) wird das Reagenz farblos.
e Das Reagenz kann bei +21°C (x 5°C) zwischen zwei
Untersuchungen bis zu 1 Woche auf dem Labortisch aufbewahrt
werden, vorausgesetzt, die Flasche wird wieder dicht verschlossen.
+5°C (= 3°C)
Stopplosung 1 Flasche e Bei +21°C (£ 5°C) bis zu I Monat haltbar, vorausgesetzt, die
H»SO4 0,5 M) zu 60 ml

Flaschen werden wieder dicht verschlossen,; das Reagenz ist dann
unmittelbar gebrauchsfertig.

Fiir samtliche Kits des Institut POURQUIER identisch und kann
daher mit jedem beliebigen Kit verwendet werden.

Gebrauchsinformation
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VORSICHTSMAGBNAHMEN

Die Reagenzien nicht durch Saugen mit dem Mund pipettieren.
Den Kontakt des Substrats (TMB*) mit der Haut, den Schleimhéduten und den Augen vermeiden. Nach
Gebrauch kénnen die Mikrotiterplatten und das Substrat durch Verbrennung entsorgt werden.

. Die Stopplosung enthilt HySO4* 0,5 M und kann daher bei Kontakt mit der Haut, den Schleimhiiuten

und den Augen zu schweren Verbrennungen fiihren.

Obwohl das mit dem Kit gelieferte Material keine kontaminierenden Elemente enthdlt und die Serum- und
Milchproben theoretisch nicht infektids sind, empfiehlt es sich, sdmtliche fiir die Durchfiihrung der Tests
verwendeten Einmalmaterialien vor ihrer Entsorgung durch Eintauchen in frisch zubereitetem
Natriumhypochlorit 5% oder durch Behandlung im Autoklaven bei 120°C von jeweils mindestens 1 h oder
mittels jeder anderen den giiltigen Bestimmungen entsprechenden Methode zu dekontaminieren.

*Institut POURQUIER stellt Ihnen auf Wunsch das Datenblatt iiber die Toxizitdtspriifung dieser Produkte zur Verfiigung.

ZUR DURCHFUHRUNG DER TESTE ZUSATZLICH ERFORDERLICHES
UND NICHT IM KIT MITGELIEFERTES MATERIAL

Photometer fiir Mikrotiterplatten

Zentrifuge

Zentrifugenr6hrchen

Vortex-Mischer

Waschsystem fiir die Mikrotiterplatten zur Verteilung von jeweils 300 pl pro Vertiefung.

Prézisionspipetten und Multikanalmikropipetten (die erforderliche MeBgenauigkeit muf3 fiir simtliche
angegebenen Mengen weniger oder gleich 5% betragen)

Einmal-Ansatzstiicke fiir Pipetten

Destilliertes Wasser : das fiir die Losung der Waschlosung verwendete Wasser kann mittels eines
konventionellen Destillationssystems oder mittels jedes anderen leistungsstarken Wasserreinigungssystems
(Umkehrosmose, Harz- und Aktivkohlereinigung, ...) hergestellt werden.

Abdeckungen fiir Mikrotiterplatten

10. Inkubator zu +37°C (£ 3°C)
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GEBRAUCHSANWEISUNG

1. EINFULLEN DER PROBEN

a) Behandlung der Proben

%  Behandlung der Kontrollen:
Die Kontrollen werden im Verhéltnis 1:20 verdiinnt, wobei folgendermafen vorzugehen ist (siche Anmerkung 2

und 3):

- Jeweils 190 ul Verdiinnungspuffer Nr. 2 in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettieren.
- 10 pl unverdiinnte negative Kontrolle in A1 und A2 pipettieren.
- 10 pl unverdiinnte positive Kontrolle in B1 / B2 und C1 / C2 pipettieren

% Behandlung der zu testenden Seren:
Die Seren (Einzel- oder Sammelseren) werden im Verhéltnis 1:20 verdiinnt, wobei folgendermafien vorzugehen

ist (siche Anmerkung 2 und 3):

- Jeweils 190 pl Verdiinnungspuffer Nr. 2 in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettieren.
- Jeweils 10 pl von jeder unverdiinnten Serumprobe in

- 1 beschichtete Vertiefung (geradzahlige Reihen)

- 1 unbeschichtete Vertiefung (ungeradzahlige Reihen) pipettieren (s. Abb. 1).
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% Behandlung der zu testenden Milchproben:
Die Milchproben (Einzel- oder Tankmilchproben) werden unverdiinnt eingefiillt, wobei folgendermaflen

vorzugehen ist (siche Anmerkung 2 und 3):

Jeweils 200 pl von jeder unverdiinnten Milchprobe in
- 1 beschichtete Vertiefung (geradzahlige Reihen)
- 1 unbeschichtete Vertiefung (ungeradzahlige Reihen) pipettieren (s. Abb. 1).

Anmerkung : Die positiven und negativen Kontrollen werden im Falle einer Milchprobenuntersuchung
ebenfalls im Verhdltnis 1:20 verdiinnt !

b) Den Inhalt der Vertiefungen durch leichtes Schiitteln der Mikrotiterplatte vermischen (s. Anmerkung 1).
¢) Die Mikrotiterplatte abdecken (mit Deckel oder Alu-Folie) und 1 Stunde (£ 5 min.) bei 37°C (£ 3°C)
inkubieren.

A N |N [6 |6 N = Negative Kontrolle

B P |P | |. P = Positive Kontrolle

C P P

D 1 1 1 =Probe 1

E 2 |2 2 =Probe 2

F 3 3 3= e

G 4 |4 Abb. 1 : Einfiillen der Proben
H 5 5

Anmerkung

1. In unseren Laboratorien verwenden wir einen Plattenschiittler, der urspriinglich fiir die Komplementbindungsreaktionen
(KBR) mittels Mikromethode vorgesehen war.

2. Das Fiillen jeder der 96 Vertiefungen kann manchmal recht langwierig sein. Im Hinblick auf eine Standardisierung der
Inkubationszeit bereiten wir die Kontrollen und die zu untersuchenden Proben in Mikrotiterplatten mit 96 u-férmigen
Vertiefungen vor, so daf} sie dann mit einer Multikanalpipette ziigig (Reihe pro Reihe) verteilt werden kénnen. Es ist
jedoch unerldsslich, die Verdiinnung der Kontrollen auf die gleich Weise auszufiihren, wie die Verdiinnung der Proben.

3. Das Einfiillen der Kontrollen in A1/42, B1/B2 und C1/C2 ist nur eine der Moglichkeiten. Sie kénnen in jede beliebige
Vertiefung pipettiert werden.

4. In Laboratorien, die mit automatisierten Gerdten arbeiten oder die Proben im Hinblick auf eine bessere
Reproduzierbarkeit im Voraus verdiinnen wollen, reichen die Reagenzien moglicherweise nicht aus (20-fach
konzentrierte Waschlosung, Verdiinnungspuffer, ...). Diese Reagenzien kénnen zusdtzlich zu den bestellten Reagenzien
kostenlos geliefert werden.

2. WASCHEN
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b)

Eine Flasche 20-fach konzentrierter Waschlosung in 1900 ml destilliertem Wasser verdiinnen. Diese Losung
wird in der Folge "Waschlosung" genannt. Unter der Voraussetzung, dafl der ganze Inhalt der 100 ml -
Flasche verbraucht wird, kann die Verdiinnung vor dem Auflésen der bei +5°C (£3°C) aufgetretenen
Kristalle erfolgen.

Die Mikrotiterplatte durch Umdrehen oder vorzugsweise mit Hilfe eines automatisch bedienten Gerits
leeren.

c) Samtliche Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit der Waschlosung fiillen und erneut leeren.

d) Den Vorgang unter c) zweimal wiederholen (d.h. insgesamt 3 Waschzyklen ).

Anmerkung

1. Wird eine grofle Anzahl von Mikrotiterplatten gleichzeitig behandelt, konnen (zur zeitlichen Abstimmung der
Arbeitsvorginge) die Platten bis zu 1 h mit Waschlosung gefiillt liegenbleiben, ohne das dies die Giiltigkeit des Tests
beeintrdichtigen wiirde.

2. Wenn die Milchproben entfettet sind oder unterhalb des Rahms abgenommen wurden, geniigt diese Art von Waschen. Bei

Verwendung von Vollmilchproben kann es nétig sein, den Waschgang zu abzudndern: Wenn eine optischen Priifung
weissliche Riickstinde in den Vertiefungen zeigt, sollte der Waschgang verldngert werden. Die Waschlosung sollte drei
mal jeweils 3 min. einwirken gelassen werden.. Diese Kontakzeiten erlauben das Losen der Fettpartikel ist, die sich beim
ndchsten Schritt unspezifisch an das Konjugat binden kénnten.
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3. HERSTELLEN UND PIPETTIEREN DER KONJUGATLOSUNG

a) Das Konjugat mit « Verdiinnungspuffer Nr. 1 » 1:100 verdiinnen.

b) Jeweils 100 pl der verdiinnten Konjugatlosung in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettieren.

¢) Die Mikrotiterplatte abdecken (mit Deckel, Alu-Folie oder Heft-Folie) und 30 minuten (+ 3 Min.) bei 37°C
(£3°C) inkubieren.

4. WASCHEN

a) Die Mikrotiterplatte durch Umdrehen oder mit Hilfe eines manuell oder automatisch bedienten Gerits leeren.
b) Samtliche Vertiefungen der Mikrotiterplatte mit der Waschlosung fiillen und erneut leeren.
¢) Den Vorgang unter b) zweimal wiederholen (d.h. insgesamt 3 Waschzyklen).

Anmerkungen :

1) Die sorgfiltige Ausfiihrung des letzten Waschvorgangs ist von grofster Wichtigkeit fiir die korrekte Durchfiihrung des
Tests.

2) Bei manuell ausgefiihrten Waschzyklen kann die Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschzyklus mit den Offnungen nach
unten auf einem sauberen Tuch ausgeklopft werden, um die Vertiefungen vollstindig zu leeren.

5. SUBSTRAT-INKUBATION

a) Jeweils 100 ul des TMB-Substrats Nr. 3 in jede Vertiefung pipettieren.

b) 20 min bei +21°C (£5°C) unter Lichtausschluss inkubieren.

c¢) Jeweils 100 pl der Stopp-Ldsung in jede Vertiefung pipettieren.

d) Leicht schiitteln, bis die gefirbte Losung gut vermischt ist. In den Vertiefungen diirfen keine Bldschen
entstanden sein. Die Unterseite der Mikrotiterplatte sorgfaltig abwischen.

Anmerkung

1. Die in der Gebrauchsanweisung angegebenen 20 min fiir die Substratinkubation
ergeben in unseren Laboratorien eine dem Kapitel "Auswertung" entsprechende optische

Dichte. Diese Intensitit kann allerdings von verschiedenen Faktoren beeinflullit werden :
- die Qualitdt der Waschzyklen (manuelles oder automatisches Gerdt, Qualitit des verwendeten Wassers)

- die Genauigkeit des Pipettierens

- die Temperaturbedingungen bei der Reaktion.

Je nach Arbeitsbedingungen kann die Substrat-Inkubation zu einer hoéheren oder
niedrigeren optischen Dichte fiihren als erwartet. Es empfiehlt sich daher, die Reaktion
ggf. etwas frither oder spiter als angegeben zu stoppen.

2. Die Messung kann einige Stunden nach dem Stoppen erfolgen, wenn die
Mikrotiterplatte bis dahin im Dunkeln aufbewahrt wird.

6. MESSUNG

a) Die optische Dichte bei 450 nm (OD. 450) messen. Der Nullwert des Photometers wird bei 450 nm an einer
Luftsdule ermittelt.

b) Fiir jede Probe den Nettowert der OD. 450 berechnen, d.h. die Differenz zwischen der OD. 450 der
beschichteten und der OD. 450 der unbeschichteten Vertiefungen.



100 Anhang

¢) Die Nettowerte der beiden Positivkontrollen werden gemittelt.

7. VALIDIERUNG

Bei einer korrekten Durchfithrung des Test erhélt man einen OD. 450-Mindestwert von 0,350 fiir den Mittelwert

der positiven Kontrolle.

Die Reaktion ist giiltig, wenn ein Verhiltnis von mindestens 3.5:1 zwischen dem gemittelten OD.450-Nettowert

der positiven Kontrollen und dem OD.450-Nettowert der negativen Kontrolle besteht.

Der OD. 450-Nettowert der negativen Kontrolle kann bei Null liegen oder negativ sein. In diesem Falle kann der
absolute Wert zur Validation benutzt werden.
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AUSWERTUNG

Fir jede Probe wird der Prozentsatz zwischen der OD der Probe und der OD der positiven Kontrolle

berechnet :

S/P % = (Netto OD.450 der Probe / Mittelwert der Netto OD.450 der positiven Kontrolle)
*100

Bei der Auswertung wird nach Probenart unterschieden:

Interpretation der Ergebnisse

S/P % der Probe
Befallsintensitit Befallsextensitét
Einzelseren Sammelseren Tankmilch
> 120 % Starker Befall > 70 % > 80 %
+++
60-120 % Mittelstarker Befall 40 -70 % 60 - 80 %
++
30-60 % Schwacher Befall 10-40 % 30 -60 %
+
<30 % Kein oder sehr schwacher <10 % <30 %
Befall
0
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Anhang 4:  Ergebnisse des verallgemeinerten/exakten  Fisher-Test fiir 2x k-
Kontingenztafeln nach dem Freeman- Halton- Prinzip zur Darstellung der

Wechselbeziehung Ei-/ ELISA-positiv und verschiedenen Betriebsparametern

ja(N) nein (N) total (N) p- Wert
A: unbefestigte Triinke
Ei-negativ 20 45 65 0,2634
Ei-positiv 25 35 60
Individualmilch-ELISA-negativ 13 19 32 0,5301
Individualmilch-ELIS A-positiv 32 61 93
Tankmilch ELISA-negativ 14 19 33 0,4025
Tankmilch ELISA-positiv 31 61 92
total 45 80 125
B: Weidegang Kiihe
Ei-negativ 50 7 57 0,7618
Ei-positiv 53 5 58
Individualmilch-ELISA-negativ 25 2 27 0,729
Individualmilch-ELISA-positiv 78 10 88
Tankmilch ELISA-negativ 26 2 28 0,2118
Tankmilch ELISA-positiv 77 10 87
total 103 12 115
C: natiirliche Wasserstellen eingeziunt
Ei-negativ 48 11 59 0,1991
Ei-positiv 41 17 58
Individualmilch-ELISA-negativ 26 3 29 0,0767
Individualmilch-ELISA-positiv 63 25 88
Tankmilch ELISA-negativ 25 4 29 0,2091
Tankmilch ELISA-positiv 64 24 88

total &9 28 117
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D: weiden andere Tiere auf Kuhweide

Schaf;Pferd Schaf;Pferd
Ei-negativ 29 33 62 0,133
Ei-positiv 18 39 57
Individualmilch-ELISA-negativ 9;2 19 30 0,2448
Individualmilch-ELISA-positiv 38;2 53 93
Tankmilch ELISA-negativ 13;3 15 31 0,0551
Tankmilch ELISA-positiv 34;1 57 92
total 47:4 72 119;123
E: Behandlung gegen Leberegel
Ei-negativ 38 32 70 0,1613
Ei-positiv 25 36 61
Individualmilch-ELISA-negativ 14 20 34 0,4262
Individualmilch-ELISA-positiv 49 48 97
Tankmilch ELISA-negativ 13 22 35 0,1671
Tankmilch ELISA-positiv 50 46 96
total 63 68 131
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