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Barcoding parasitischer Würmer – 
eine Sammlung ungeliebter Tiere?  

Das Fallbeispiel Onchocerca jakutensis

Hans-Peter Fuehrer, Katja Silbermayr, Walter Glawischnig & Anja Joachim

Der Begriff Helminthen bzw. parasitische Würmer umfasst eine Vielzahl phylogenetisch 
nicht näher verwandter Gruppen von mehrzelligen Parasiten – Nematoda, Plathelmin-
thes (Trematoda und Cestoda), sowie Acanthocephala. Die meisten Helminthen sind 
zumindest in einigen Stadien merkmalsarm und schwer bestimmbar. Obwohl viele dieser 
Parasiten von veterinär- und/oder humanmedizinischer Relevanz sind, gibt es von vie-
len von ihnen noch keine DNA-Barcode-Sequenzen. DNA-Barcodes von Parasiten er-
möglichen die Identifizierung insbesondere merkmalsarmer Stadien und unvollständiger 
Exemplare. Aufgrund der phylogenetischen Distanz der Taxa sind jedoch unterschied-
liche, gruppenspezifische Primerpaare für Barcode-Analysen notwendig, um korrekte 
Ergebnisse für diese „zusammengewürfelte“ Gruppe von Tieren zu erhalten, was eine 
technische Herausforderung darstellt. Um diese Probleme, mit der Parasitologen beim 
Barcoding konfrontiert sind, zu beschreiben, wird das Fallbeispiel einer Hautfilarie an-
geführt. Filarien aus Hautknoten eines Rothirsches (Cervus elaphus) aus Tirol sollten mit 
DNA-Barcode-Methoden analysiert werden. Weil DNA-Barcodes bis dato fehlten waren 
Sequenzanalysen einiger weiterer Gene notwendig, um den Parasiten als Onchocerca ja-
kutensis zu bestätigen. Der nunmehr vorliegende Barcode kann als Vergleichssequenz für 
diese Filarien dienen, was insbesondere zur Abklärung von Infektionen aberranter Wirte 
und Lokalisationen von Vorteil ist.

Fuehrer H.-P., Silbermayr K., Glawischnig W. & Joachim A., 2015: Barcoding of 
parasitc helminths – a collection of unpopular animals? The case of Onchocerca ja-
kutensis.
The term helminth summarizes numerous groups of metazoan parasites which are phy-
logenetically unrelated– Nematoda, Plathelminthes (Trematoda, Cestoda) and Acan-
thocephala. Most helminths lack discriminating features at least in some stages and are 
therefore difficult to determine to species level. Although many of these parasites are 
of veterinary and/or medical importance, DNA barcode sequences are still missing for 
most of them. Parasite DNA-barcodes enable the identification especially of specimens 
for diagnostic purposes that cannot be determined otherwise. Due to the phylogenetic 
distance between the taxa, however, group-specific primers are required for barcoding 
within this mixed group of animals, which can pose a technical challenge. To highlight 
the problems parasitologists are faced with, the case of a filarioid helminth in the skin is 
described. Filarioid specimens were found in subcutaneous nodules in a red deer (Cervus 
elaphus) from Tyrol and barcoded. However, sequence analysis of several additional genes 
was necessary to confirm the worm as Onchocerca jakutensis, due to the lack of available 
DNA-barcodes. In the meantime, barcodes for this species are available and can be used 
to detect infections especially in aberrant hosts or locations.
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Einleitung
Als parasitische „Würmer“ (Helminthen) bezeichnet man phylogenetisch nicht näher ver-
wandte Arten der Nematoda, Plathelminthes (Trematoda, Cestoda) und Acanthocepha-
la, die einen parasitischen Lebensstil pflegen, d.h. auf oder in einem Wirt anderer Spezi-
es leben und diesen mehr oder weniger schädigen (Hiepe 2005). Viele Vertreter sind als 
Krankheitserreger bei Mensch, Tier und Pflanzen bekannt. Weniger gut untersucht ist die 
Parasitenfauna von Wildtieren und deren möglicher Einfluss auf die Fitness von Indivi-
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duen und konsequenterweise die Entwicklung von Populationen (Camejo & Loughlin 
2015), sowie die Rolle von Wildtieren als Parasitenreservoirs für die Infektion von Men-
schen und Haustieren (Duscher et al. 2015; Kapel u. Fredensborg 2015). Klimati-
sche, aber auch anthropogene Einflüsse können dazu führen, dass Parasiten durch Import 
oder Zuwanderung ihr Verbreitungsgebiet erweitern; Selektion und Anpassung können 
danach Diversifizierung nach sich ziehen, was zum Auftreten neuer Erkrankungen führen 
kann (Hoberg u. Brooks 2015). Das Monitoring von Parasiten – daher auch von Hel-
minthen – ist von human- und veterinärmedizinischer, landwirtschaftlicher und biologi-
scher Bedeutung und wird auch für bereits bekannte Erreger regelmäßig durchgeführt. 
Die Bestimmung von Arten oder gar Genotypen ist jedoch aufgrund einiger Charakteris-
tika der Helminthen oftmals schwierig. Nematoden sind auch im vollständig differenzier-
ten Adultstadium häufig sehr merkmalsarm, und Plathelminthen durchlaufen komplexe 
Lebenszyklen mit mehreren Formwechseln, so dass die Larvalstadien den Adultstadien 
morphologisch völlig unähnlich sind. Oftmals gelangen auch nur Teile eines Parasiten zur 
Untersuchung, wie zum Beispiel Gewebebiopsien in der Human- oder Tiermedizin, an-
hand derer sich eine Art morphologisch nicht bestimmen lässt. Hier ist die molekularbio-
logische Typisierung für die genaue Artbestimmung unerlässlich. Obwohl einige solcher 
Tests bereits etabliert sind, ist die Referenzierung sowohl der morphologischen wie auch 
der genetischen Typisierung oft nicht möglich, weil nachvollziehbare Beschreibungen der 
Arten oder Referenzen in Datenbanken fehlen. Gerade bei den Parasiten von Wildtie-
ren besteht hier eine Lücke, so dass die gelegentliche Übertragung auf Haustiere oder den 
Menschen mit diagnostischen Schwierigkeiten einhergeht, ein Problem, das durch den 
Wandel von Ökosystemen durch verschiedene äußere Einflüsse verstärkt wird (Polley & 
Thompson 2015). 

DNA-Barcoding von Parasiten einschließlich Helminthen hat also einen grundlegenden 
und einen angewandten Aspekt: Einerseits dient es der Inventarisierung der Fauna eines 
bestimmten Gebietes, wobei Parasiten in einem zweifachen Habitat leben, dem Wirt und 
dessen Umgebung. Dies bedingt ein besonderes Vorgehen bei der Analyse von populati-
onsgenetischen Analysen bei Parasiten. In der angewandten Forschung wiederum ermög-
lichen Barcodes die Zuordnung, auch wenn morphologische Bestimmung nicht möglich 
wäre. Ein möglichst vollständiges Inventar verringert dabei die Fehlerrate. Eine korrekte 
Taxonomie ist die Grundlage für Ökologie und Diagnostik und bildet die Voraussetzung 
für die Untersuchung ökologischer Netzwerke (Hoberg et al. 2015). Eine rezente Analyse 
der Daten in der weltweit größten Barcoding-Datenbank BOLD (http://www.boldsystems.
org/) hat ergeben, dass weniger als die Hälfte der ca. 1400 als relevant eingestuften Erreger 
und Vektoren bisher mit Barcodes versehen sind (Ondrejicka et al. 2014). Für Parasiten 
von Tieren oder Pflanzen dürften die Prozentzahlen weitaus niedriger sein. Die Fauna Eu-
ropaea, eine Internet-basierte Liste wissenschaftlicher Namen aller bekannten europäischen 
Land- und Süßwassertiere, listet mehr als 200 Familien mit annähernd 4000 Arten von 
Helminthen in Europa (Gibson et al. 2014).

In dem 2014 begonnenen Projekt ABOL (Austrian Barcode of Life; www.abol.ac.at) werden 
verschiedene Taxa, unter anderen auch Helminthen, systematisch besammelt, bestimmt, 
fotografiert, genetisch untersucht und mitsamt des Fundortes und der Wirtsbeschreibung 
archiviert. Für die Darstellung eines einheitlichen genetischen Barcodes am Genlokus der 
Cytochromoxidase-Untereinheit I (COI) sind für die verschiedenen Taxa unterschiedliche 
Primer nötig (vgl. für Nematoden Prosser et al. 2013). 
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Abb. 1: Deckeninnenseite eines von Onchocerca jakutensis parasitisierten Rothirsches (Cervus elaphus). 
– Fig. 1: Cover of red deer (Cervus elaphus) who is parasited of Onchocerca jakutensis.
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Die Problematik und Komplexität von DNA-Barcoding bei Helminthen wird nun an ei-
nem Fallbeispiel (welches jedoch keinen Einzelfall darstellt) beschrieben.

Fallbeispiel – Onchocerca jakutensis
Anfang November 2014 wurde von einem Jäger ein ungefähr dreijähriger, 80 kg schwerer, 
männlicher Rothirsch (Cervus elaphus) in Rietz (Bezirk Imst/Tirol) geschossen. Dieser wies 
an der Deckeninnenseite verschieden große, geschlossene Umfangsvermehrungen mit dick-
flüssigem Inhalt auf (Abb. 1). Um eine etwaige Gesundheitsgefährdung für den Menschen 
abzuklären wurde die Hirschdecke vom Jäger an die AGES (Institut für Veterinärmedizi-
nische Untersuchungen Innsbruck) geschickt. Dort wurde die Verdachtsdiagnose Oncho-
cercose durch Isolierung von filarioiden Nematoden aus den Granulomen bestätigt. Einige 
dieser Würmer wurden dem ABOL-Projekt zur Verfügung gestellt.

Die Würmer wurden bis zur Bearbeitung bei -20°C in 70%igen Ethanol gelagert. Von den 
27 bekannten Onchocerca-Arten, wurden bisher drei (O. flexuosa, O. jakutensis and O. tar-
sicola) bei Cerviden in Europa beschrieben. Vor der genetischen Analyse wurde versucht, 
die Parasiten anhand von morphologischen Merkmalen zu bestimmen und demnach On-
chocerca jakutensis vermutet. Dies konnte aber leider nicht eindeutig bestätigt werden, da 
es im Rotwild und anderen Cerviden andere Filarienarten gibt, die zystenartige Strukturen 
in der Haut bilden können. Die exakte morphologische Bestimmung war aufgrund der ge-
ringfügigen Degradation der Würmer nicht möglich. 

Daraufhin wurde versucht, die Wurmart mittels DNA-Barcoding zu verifizieren. Insge-
samt wurden Teilstücke von drei Würmern für die genetische Analyse vorbereitet. Die 
DNA wurde mit einem Qiagen Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
isoliert. Da, wie oben bereits erwähnt, Helminthen aus einem Sammelsurium diverser 
Gruppen bestehen, wurden im Vorfeld bereits unterschiedliche Primer für die jeweiligen 
Gruppen konzipiert und in dem vorliegenden Fall wurden die Primer für jene spezifi-
sche Gruppe der filarioiden Helminthen verwendet: H14FilaCOIFw: 5´- GCCTATTT-
TGATTGGTGGTTTTGG -3´; H14FilaCOIRv: 5´- AGCAATAATCATAGTAGCAG-
CACTAA -3´ (Zittra et al. 2015). Die PCR wurde in einem Eppendorf Mastercycler 
unter folgenden Bedingungen durchgeführt: Initiale Denaturierung – 2 min, 35 Zyklen a 
1 min Denaturierung bei 95°C, Annealing bei 53°C und Extension bei 72°C und finaler 
Extension bei 72°C für 5 Minuten. Bei der anschließenden Gelelektrophorese waren für 
jede Wurmprobe Banden bei 724 bp zu sehen. Die PCR-Produkte wurden an LGC Ge-
nomics (Berlin, Deutschland) zur Sequenzierung geschickt (GenBank ID: KT001213). 
Die so erhaltenen Barcode-Sequenzen wurden mit Vergleichssequenzen in BLAST und 
BOLD verglichen. Es stellte sich heraus, dass es für diese Wurmart keine Vergleichsse-
quenzen in der Barcode-Region (COI) gab.

Da sowohl die morphologische Bestimmung als auch die Barcode-Analyse keine ein-
deutige Artbestimmung der Würmer erlaubte wurde nun versucht die Artbestimmung 
durch den Vergleich mit bereits publizierten Gensequenzen (ITS-5.8S rRNA Gene; mi-
tochondrial NADH Dehydrogenase Untereinheit; 16S mitochondriales rRNA-Gen) zu 
erbringen (Köhsler et al. 2007). Hierbei konnte nun bestätigt werden, dass es sich 
bei diesem Fallbeispiel um die Filarien-Art Onchocerca jakutensis handelt (GenBank: 
KT001214). Dies ist somit der erste beschriebene Fall von O. jakutensis in einem öster-
reichischen Rothirsch. 
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Zur Problematik des DNA-Barcodings parasitischer Helminthen
Dieses Fallbeispiel soll veranschaulichen, dass die Barcode-Analyse von Helminthen unter 
voller Berücksichtigung der empfohlenen Regeln (z. B. Bestätigung mit Bildern und Beleg-
exemplaren) oft mit enormen Herausforderungen konfrontiert ist. Für jede Helminthen-
gruppe sind unterschiedliche Primer von Nöten und oftmals ist es unklar, ob negative PCR-
Ergebnisse durch mangelnde Qualität des Materials (z. B. aufgrund der Lagerbedingungen) 
oder der Nicht-Anbindung von Primern an die DNA der Parasiten verursacht sind. 

Barcoding von Helminthen ist nicht nur unter dem Aspekt der Bereitstellung vollständiger 
und akkurater Daten für ein Projekt zur Artenvielfalt attraktiv, sondern ist ein zunehmend 
wichtiges Werkzeug der Diagnostik für grundlegende und angewandte Aspekte. Das Ar-
tenspektrum der Wirte vieler Helminthen und ihr Verbreitungsgebiet sind vor allem bei 
Wildtierparasiten oft nicht hinreichend bekannt, und viele Parasitenarten können neben 
ihren Hauptwirten auch Haustiere oder gar den Menschen als Zufalls- oder Fehlwirte be-
fallen (Duscher et al. 2015) und sind daher von veterinär- und humanmedizinischer Be-
deutung. Die Verwendung von Barcode-Primern ermöglicht die molekulare Identifizierung 
mittels Sequenzvergleich ohne die Notwendigkeit artspezifischer PCR-Tests und ist daher 
für die Identifikation und weitere Charakterisierung von nicht morphologisch bestimmba-
ren Proben gut geeignet. Es ist daher höchst wünschenswert, die Sammlung an bestätigten 
Barcode-Sequenzen für Helminthen stetig zu vergrößern.

Abschließend kann man festhalten, dass der Teilbereich des ABOL-Projekts „Parasitische 
Würmer“ aus den angeführten Gründen von großer Wichtigkeit ist, da Grunddaten (PCR-
Protokolle, BOLD-Sequenzen) für weitere Untersuchungen dieser Helminthen und ver-
wandter Gruppen gesammelt werden, die eine schnellere Lösung diverser Fragestellungen 
– wie z. B. dem vorgestellten Fallbeispiel – ermöglichen werden.

Bisherige genetische Daten wie Informationen aus Genbank® sind zwar hilfreich für den 
Vergleich der DNA-Sequenzen, jedoch bezüglich der Referenzdaten zu den entsprechen-
den Organismen unvollständig. Das hier angeführte Beispiel zeigt, wie eine vollständige 
Barcode-Bank mit morphologischen, geographischen und weiteren Daten (bei Parasiten 
z. B. Angaben zu Wirten) die genaue Bestimmung und Differenzierung von Helminthen 
verbessern könnte. Eine solche Datensammlung ist einer Sequenzdatenbank insofern über-
legen, als dass sie sowohl genetische wie auch andere Daten vereinigt und somit Unsicher-
heiten bezüglich der korrekten Bestimmung reduziert.

Dank
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möchten uns außerdem herzlichst bei Mag. Josef Harl für die Unterstützung bedanken.
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