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1 Einleitung und Fragestellung

Alpakas und Lamas werden ldngst nicht mehr nur als Hobbytiere gehalten. Vielmehr ist die
Zucht und Haltung hochwertiger Neuweltkameliden fiir viele HalterInnen ein Geschéftsmodell
geworden. Die Vermarktung von Alpakaprodukten, wie Vlies als Rohstoff oder in veredelter
Form (beispielsweise Wolle, Bekleidung, etc.) steht dem Handel von Zucht- und Hobbytieren
in puncto Beliebtheit um nichts nach. International hat sich der Begriff ,,camelid industry*
etabliert und es werden weltweit Symposien und Kurse fiir HalterInnen angeboten, bei denen
nicht zuletzt auch die neuesten Erkenntnisse der Kamelidenmedizin weitergegeben werden.
Parallel dazu steigt die Erwartungshaltung an eine fachgerechte, dem neuesten Stand der
Kamelidenmedizin entsprechenden Patienten- und Herdenbetreuung durch TierdrztInnen in der
Region. Das Hauptaugenmerk liegt, wie bei allen Herdentieren, die wie Neuweltkameliden
vorwiegend auf Weiden gehalten werden, auf gutem Management und prophylaktischen
MaBnahmen zur Gesunderhaltung der Tiere. Da Alpakas und Lamas einerseits Fluchttiere sind
und zum anderen ein sehr dichtes Vlies aufweisen, werden Abmagerung und unspezifische
Symptome einer Erkrankung oft erst spit bzw. erst in einem fortgeschrittenen

Krankheitsstadium erkannt (FOWLER, 2010).

Zu den hiufigsten Erkrankungen der Neuweltkameliden zéhlen Endoparasitosen, die bei
lingerem unentdeckten Bestehen durchaus schwerwiegende Verldufe nehmen konnen. Neben
stindigem  Body-Condition-Scoring sind auch  regelmiBige  parasitologische
Kotuntersuchungen als Eckpfeiler eines guten Herdenmanagements nicht wegzudenken
(GAULY et al., 2011). Eine schwerwiegende parasitire Infektionskrankheit stellt bei
Neuweltkameliden die Eimeriose dar, die bei diesen Tieren, anders als bei anderen Tierarten,
in allen Altersklassen auftreten und zu schweren Verldufen mit Todesfolge fiihren kann
(CEBRA et al., 2007). Eine zuverldssige und rasche Diagnostik ist daher fiir betreuende
Tierdrztlnnen wesentlich und sollte bei Bedarf auch von diesen selbst einfach durchfiihrbar
sein, um eine rasche Behandlung von Einzeltieren, aber auch das Setzen effizienter

metaphylaktischer Maflnahmen im Rahmen der Herdenbetreuung gewéhrleisten zu konnen.

Als Standardverfahren zur Diagnose von Eimerieninfektionen gilt bei Neuweltkameliden die

mikroskopische Detektion von Eimerienoozysten aus Kotproben. International iibliche Medien



im Rahmen dieser koproskopischen Untersuchungen sind v.a. Zuckerlosungen mit
unterschiedlichem spezifischen Gewicht (1,27-1,33 g/ml) sowie Zinksulfatldsungen mit
unterschiedlichem spezifischen Gewicht (1,18-1,36 g/ml) (ROHBECK, 2006; CHIGERWE,
2007; JOHNSON, 2009; BALLWEBER, 2009; TWOMEY et al., 2010; DIAZ, 2016).

Der vorliegenden Diplomarbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass die Wahl des
Suspensionsmediums fiir die Detektion von Eimerienoozysten in Neuweltkamelidenkotproben
eine entscheidende Rolle spielt und ein Flotationsmedium mit vergleichsweise hoherer Dichte
zu einer besseren quantitativen Eimerienoozysten-Detektion fithren kann. Weiters wurde die
Hypothese aufgestellt, dass eine lingere Lagerung des aufbereiteten Kotprobenansatzes bei
4 °C vor Analyse zu einer verbesserten Treffsicherheit des Parasitennachweises im Vergleich
zur sofortigen Aufarbeitung fiihren kann. Eine entsprechende Beobachtung wurde von Cebra

und Stang (2008) publiziert.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, ein fiir parasitologische Untersuchungen von
Kamelidenkotproben international kaum genutztes und fiir die vorliegende Studie adaptiertes
Zinkchlorid-Natriumchlorid-Medium im Vergleich zu einer Saccharose-Losung, die in der
Routinediagnostik zur Detektion von Eimerienoozysten in Neuweltkamelidenkotproben
weltweit Verwendung findet, bei der fiir Tierdztlnnen einfach durchzufiihrenden McMaster-
Untersuchungsmethode bei zwei unterschiedlichen Kotaufarbeitungsmethoden zu evaluieren.
Der quantitative Nachweis mittels McMaster-Verfahren ist fiir betreuende Tierdrztlnnen
aufgrund der Moglichkeit posttherapeutisch rasch auf Resistenzbildung kontrollieren und

reagieren zu konnen von besonderer Relevanz.



2 Literaturiibersicht

2.1 Eimerien bei Neuweltkameliden

Eimerien sind intrazelluldre Protozoen der Gattung Eimeria spp., die im Diinndarm und
Dickdarm der Neuweltkameliden parasitieren. Bei Neuweltkameliden zéhlen E. alpacae, E.
ivitaensis E. lamae, E. macusaniensis, E. peruviana sowie E. punoensis zu den
wirtsspezifischen Arten. Fiinf der sechs genannten und in der Literatur beschriebenen Arten
gelten als gesichert. Zur Art E. peruviana, die von Yakimoff (1934) bei einzelnen Lamas in
Russland beschrieben wurde, liegen keine weiteren Erkenntnisse vor. Es wird in der Literatur
hinterfragt, ob es sich dabei tatsichlich um eine valide Art handelt (ROHBECK, 2006;
BALLWEBER, 2009). Die als gesichert geltenden Eimerienarten der Neuweltkameliden
konnen grob in zwei Gruppen, in die groen und die kleinen Eimerien, eingeteilt werden. Zu
den groflen Eimerien gehoren E. ivitaensis (88 x 52 um) und E. macusaniensis (94 x 67 um),
zu den kleinen Eimerien zihlen der Grofe nach aufsteigend: E. punoensis (ca. 20 x 6um), E.
alpacae (24 x20um) und E. lamae (36 x25um) (GAULY et al, 2011). Der
Entwicklungszyklus der Eimerien umfasst eine endogene, im Wirtstier ablaufende Phase, sowie

eine exogene Phase, die in der AuBlenwelt vollzogen wird.

Die Infektion eines Tieres erfolgt mit der oralen Aufnahme von infektionsféahigen sporulierten
Oozysten iiber das Wasser oder bei der Futteraufnahme. Oozysten behaftete Futter-,
Trankevorrichtungen, verunreinigte Einstreu sowie ein mit Oozysten behaftetes Gesduge von
laktierenden Stuten stellen weitere Infektionsquellen dar. Die Oozysten befallen Zellen des
Darmepithels, wo es in Folge zur ungeschlechtlichen (Schizogonie) und geschlechtlichen
(Gamogonie) Vermehrung der verschiedenen Entwicklungsstadien kommt (endogene Phase
des Entwicklungszyklus). Dies fiihrt schlieBlich zur Bildung von Oozysten, die mit dem Kot in
die AuBlenwelt gelangen. In der Aulenwelt kommt es zur temperaturabhédngigen Sporulation
der Oozysten, die vor allem durch eine feuchte Umgebung wund warme
Umgebungstemperaturen beglinstigt wird (exogene Phase des Entwicklungszyklus). In einem
feuchten Milieu konnen Eimerienoozysten auch liber mehrere Monate hinweg infektids bleiben
und somit eine stdndige Infektionsquelle darstellen (MEHLHORN und PIEKARSKI, 2002;
GOTTSTEIN, 2006; FOWLER, 2010).



Meist gelangen Eimerien iiber den Zukauf von symptomlosen Ausscheidern in einen
Tierbestand. Dabei handelt es sich oft um adulte Tiere, die keine klinischen Symptome
entwickeln, aber Eimerienoozysten iiber den Kot ausscheiden und auf diesem Wege andere
Tiere anstecken konnen. Eine hohe Bestandsdichte, gemeinsame Haltung unterschiedlicher
Altersgruppen, unsaubere Haltungsbedingungen (Einstreu, Futter-, Trénkgefif3e),
Futterumstellung, Erndhrungsmingel, Stresssituationen wie Transport und Teilnahme an
Shows sind weitere Faktoren, die eine Infektion mit Eimerien beglinstigen und akute
Erkrankungen mit klinischen Symptomen auslésen kdnnen. Anders als bei anderen Tierspezies
wird bei Neuweltkameliden der Ausbruch einer klinisch relevanten Eimeriose bei Tieren aller
Altersstufen beobachtet (GUERRERO et al., 1967; ROSADIO und AMEGHINO, 1994;
LENGHAUS et al., 2004; PALACIOS et al., 2006; CEBRA et al., 2007; JOHNSON, 2009;
SCHOCK et al., 2007; ROSADIO et al., 2010; CAFRUNE et al., 2014; DUBEY, 2018). Das
klinische Erscheinungsbild umfasst (blutigen) Durchfall, Dehydratation, Fressunlust, Kolik,

Gewichtsverlust, Schwiche und kann zum Tod der befallenen Tiere fiihren.

Haufig kommt es zu Mischinfektionen mit mehreren Eimerienarten. E. macusaniensis wird
dabei als pathogenster Vertreter unter den Eimerien der Neuweltkameliden gewertet (CEBRA
etal.,2012; DUBEY, 2018), unter anderem auch dann, wenn E. macusaniensis in Kombination
mit anderen Eimerienarten (z.B.: E. ivitaensis, E. punoensis) zu einer Infektion fithren. Die
Gefdhrlichkeit einer klinischen Erkrankung infolge einer Infektion mit Eimerien liegt aber auch
darin begriindet, dass schwerwiegende klinische Symptome bereits in der Prépatenzperiode
auftreten konnen, also dann, wenn noch keine Oozysten iiber den Kot ausgeschieden werden.
Dies soll Literaturberichten zufolge zumeist wenige Tage vor der Oozystenausscheidung
erfolgen (CEBRA et al.,, 2007). Die Problematik bei diesen Féllen liegt darin, dass die
Erkrankung &tiologisch nicht abgeklart werden kann. Félle iiber Verenden der Tiere innerhalb
der Pripatenzzeit sind in der Fachliteratur beschrieben (CEBRA et al., 2007; CHIGERWE et
al., 2007). Die Pripatenzzeit der verschiedenen Eimerienarten ist unterschiedlich und wird fiir
E. macusaniensis mit 32 bis 58 Tagen angegeben, fiir E. lamae mit 15 bis 16 Tagen, fiir E.
alpacae mit 16 bis 18 Tagen und mit 10 Tagen fiir £. punoensis (CEBRA et al., 2012). Die
Abkldrung der Krankheitsursache ist, wie bereits erwédhnt, in diesen Fillen oftmals sehr
schwierig bzw. nur am toten Tier im Rahmen einer pathohistologischen Untersuchung der

Darmschleimhaut mdglich. Dariiber hinaus wurde fiir Kameliden mehrfach die Koexistenz von



Eimerien und Clostridien als pradisponierender Faktor fiir Enteritis mit Todesfolge beschrieben

(LEGUIA, 1991; SCHOCK et al., 2007; ROSADIO et al., 2010).

2.2 Eimerien-Diagnostik bei Neuweltkameliden

Der Nachweis eines Endoparasitenbefalls bei Neuweltkameliden erfolgt bis dato mittels
verschiedener koproskopischer Verfahren. Routinemdfig durchgefiihrte parasitologische
Kotprobenuntersuchungen sind fiir eine Befund-basierte Erstellung bzw. Adaptierung eines

addquaten Bekdmpfungs- und Managementplans fiir Neuweltkamelidenherden wesentlich.

Derzeit gibt es bei Neuweltkameliden zum Nachweis einer Eimerieninfektion keine etablierten
Alternativen zur koproskopischen Diagnostik. Bisher wurde nur eine einzige Publikation
verdffentlicht, welche die Anwendung der PCR-Technik beschreibt, um Eimerien DNA im Kot
nachzuweisen (CEBRA et al., 2012). Hintergrund dieser Studie war, das diagnostische Potential
der PCR-Technik im Zusammenhang mit einer Eimerieninfektion (E. macusaniensis) wahrend
der Pripatenzperiode bei Neuweltkameliden zu iiberpriifen. Die Ergebnisse zeigten, dass die
PCR-Technik der bis dato routinemifBig durchgefiihrten Flotationstechnik iiberlegen war.
Literaturrecherchen zufolge hat sich diese Technik bis jetzt aber nicht in der Routinediagnostik

durchgesetzt.

Der Nachweis einer Eimerieninfektion erfolgt daher durch den mikroskopischen Nachweis von
Eimerienoozysten. Dafiir kommen in der Regel Flotationsverfahren zum Einsatz. Das Prinzip
der Flotation beruht auf der Tatsache, dass Parasitenstadien in einer Kotsuspension nach
Zugabe eines Flotationsmediums mit hoher spezifischer Dichte an die Oberfliche steigen.
Durch Abpipettieren dieses Uberstandes und anschlieBender mikroskopischer Untersuchung
konnen dann Eimerienoozysten nachgewiesen werden. Als Flotationsmedien stehen
verschiedene Fliissigkeiten mit unterschiedlicher Dichte zur Verfiigung (SCHNIEDER et al.,
2006).

In der einschlidgigen Neuweltkameliden-Literatur werden verschiedene Herangehensweisen
beziiglich Detektion von Eimerienoozysten beschrieben. Es werden vor allem kombinierte
Sedimentations- u. Flotationsverfahren sowie modifizierte McMaster-Techniken angewandt

(JARVINEN, 1999; McKENNA, 2006; ROHBECK, 2006; CEBRA und STANG, 2008;



TROUT et al., 2008; CHIGERWE, 2007; JOHNSON, 2009; BALLWEBER, 2009; CAFRUNE
et al., 2009; TWOMEY et al., 2010; DIAZ, 2016; DUBEY, 2018). Als Begriindung, warum
kombinierte Sedimentations- u. Flotationsverfahren zum Nachweis der Eimerienoozysten
angewandt werden, wird oft die GroBe der Oozysten von E. macusaniensis und E. ivitaensis,

die ja zu den groBten Eimerienarten z&hlen, angegeben.

Wihrend Flotations- und Sedimentationsverfahren qualitative Untersuchungsmethoden
darstellen, ist die McMaster Technik als quantitatives Verfahren zu bewerten, da dabei die
Eizahl bzw. Oozystenzahl/g Kot ermittelt wird. Die Anwendung dieser Methode ist fiir die
Abschiatzung der Wirksamkeit eines Antiparasitikums oder auch fiir die Abklidrung
epidemiologischer Fragestellungen von grofler Bedeutung. Auch in der Routinediagnostik ist
die Bestimmung der Eizahl bzw. Oozystenzahl/g Kot wichtig fiir die Uberwachung von
einzelnen Tierherden in Bezug auf den Infektionsdruck durch unterschiedliche Parasiten, die
Einleitung therapeutischer Maflnahmen und die Kontrolle eines Therapieerfolges bei Einsatz

eines Antiparasitikums.

Die Heterogenitdt und meist knappe Beschreibung der angewandten Methoden erschweren den
Vergleich der Studien. Es wird im Folgenden dennoch versucht, einen Uberblick iiber die

Eimerien-Diagnostik bei Neuweltkameliden zu geben.

Als Flotationsmedien kommen zur Detektion von Eimerienoozysten unterschiedliche Medien
zum Einsatz. Die Dichte des Mediums spielt eine bedeutende Rolle in der Eimeriendiagnostik.
Einzelne Studien beschreiben die Anwendung wenig gebrduchlicher Medien wie z.B.
Magnesiumchloridlosung (Dichte: 1,30 g/ml), gemischte Salzlésung aus Natriumchlorid und
Zinkchlorid (Dichte: 1,59 g/ml) oder Casiumchlorid (Dichte: 1,40 g/ml) (BALLWEBER, 2009;
CAFRUNE et al., 2009; TROUT et al., 2008) zum Nachweis von Eimerienoozysten.

Vorrangig werden allerdings Zuckerlosungen mit unterschiedlichem spezifischen Gewicht
(1,27-1,33 g/ml), sowie Zinksulfatldsungen mit unterschiedlichem spezifischen Gewicht (1,18-
1,36 g/ml) eingesetzt (McKENNA, 2006; ROHBECK, 2006; CHIGERWE, 2007; JOHNSON,
2009; BALLWEBER, 2009; DIAZ, 2016). Cebra et al. (2007) und Twomey et al. (2010)
berichten in ihren Studien auch von der Verwendung einer gesittigter Natriumchloridlosung

(Dichte: 1,20 g/ml) als Medium im McMaster Verfahren. Auch Rohbeck (2006) beschreibt,



dass in ihren Studien die meisten Eimerienarten, mit Ausnahme von E. macusaniensis, aufgrund
thres geringen spezifischen Gewichts im Flotationsverfahren mit einer gesittigten
Natriumchlorid-Losung nachgewiesen werden konnten. Zur Detektion von E. macusaniensis
wird eine geséttigte Zucker- oder Salzlosung mit einer Dichte ab 1,28 g/ml (JARVINEN, 1999;
McKENNA, 2006; DUBEY, 2018) empfohlen, da Flotationslésungen mit einer Dichte
< 1,20 g/ml Oozysten von E. macusaniensis unter Umstdnden nicht detektieren konnen

(JARVINEN, 1999; WHITEHEAD, 2009).



3 Material und Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurden 50 Neuweltkameliden-Kotproben
quantitativ auf Eimerienoozysten untersucht. Einschlusskriterium fiir diese Studie war eine
Mindestoozystenzahl/g Kot von 50. Die Kotproben waren direkt nach dem Kotabsatz
aufgesammelt worden und wurden bis zur diagnostischen Aufarbeitung bei 4 °C gelagert. Die
Lagerung erfolgte unter moglichst quantitativem Luftausschluss in Plastikbeuteln fiir maximal
4 Tage. Die groBeren Eimerienarten E. macusaniensis und E. ivitaensis wurden einzeln erfasst.
Die anderen wirtsspezifischen Eimerienarten E. punoensis, E. alpacae, E. lamae wurden nicht
einzeln quantifiziert, sondern die Gesamtheit der Eimerienoozysten unter den Begriffen ,,kleine

Eimerien“ bzw. ,,Eimeria spp.© zusammengefasst.

3.1 Koproskopische Untersuchungsmethoden

3.1.1 Suspensionsmedien

Zur Aufarbeitung der homogenisierten Kamelidenkotproben mit anschliefender Analyse
mittels eines modifizierten McMaster Verfahrens wurden zwei unterschiedliche
Suspensionsmedien verwendet. Bei dem einen handelte es sich um eine Saccharose-Losung,
wie sie auch in der Routinediagnostik Verwendung findet, mit einer Dichte bei Raumtemperatur
(RT) von 1,30 g/ml (Anstaltsapotheke der Veterindrmedizinischen Universitit Wien). Bei dem
anderen Medium handelte es sich um eine Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung, die eigens fiir
diese Arbeit adaptiert und auf Anweisung in der Anstaltsapotheke der Veterindrmedizinischen

Universitdt Wien hergestellt wurde (Dichte bei RT von 1,55 g/ml).

3.1.2 Aufarbeitungsmethoden

3.1.2.1 Methode S
Fiir die Untersuchungen nach Methode S (,,sofort”) wurden die Kotproben wie unter 3.1.3.

beschrieben aufbereitet und sofort auf das Vorhandensein von Eimerienoozysten untersucht.



3.1.2.2 Methode GSL
Fiir die Untersuchungen nach Methode GSL (,,gekiihlt stehen lassen*) wurden die Kotproben
wie unter 3.1.3. beschriecben am Vortag aufbereitet und 18 Stunden bei 4°C bis zur

Weiterverarbeitung und Analyse, die analog zu Methode S erfolgte, gekiihlt gelagert.

3.1.3 Modifiziertes McMaster-Verfahren

Die beiden Medien Saccharoselosung (Dichte bei RT 1,30 g/ml) und Zinkchlorid-
Natriumchlorid-Losung (Dichte bei RT 1,55 g/ml) wurden bei dem angewandten McMaster-
Verfahren parallel verwendet. Die Proben wurden mit jedem Medium nach beiden Methoden

(S bzw. GSL) verarbeitet.

Der erste Schritt war fiir alle durchgefiihrten Methoden gleich: Mithilfe einer Sartorius-Waage
BP 4100 wurden 16 g Kot aus dem jeweiligen Probenbeutel entnommen und anschlieBend in

einer Reibeschale mit dem Pistill bis zur Homogenisierung vermischt.

Danach wurden jeweils 8 g der homogenisierten Kotprobe mit 60 ml Saccharoselosung und 8 g
der homogenisierten Kotprobe mit 60 ml Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung in Reibeschalen
mit dem Pistill bis zur Homogenisierung gemischt. Jeweils die Hilfte davon (Methode GSL)
wurde in einen Messbecher tliberfiihrt und bei 4 °C fiir 18 Stunden gekiihlt aufbewahrt (Abb. 1).

Die andere Hilfte der jeweiligen Suspensionen (Methode S) wurde iiber ein Teesieb in einen
Messbecher gegossen und sofort auf jeweils 60 ml mit dem entsprechenden Medium aufgefiillt

und geschwenkt.

Im néchsten Schritt wurden mit einer Pipette jeweils 7 ml in ein Zentrifugenréhrchen gegeben

und bei 690 x g fiir 8 Minuten mit der Heraeus/ | Megafuge 1.0/1.0 R zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde mittels Pipette und Einwegpipettenspitzen Fliissigkeit vom
oberen Rand aus dem Zentrifugenrohrchen entnommen, die beiden McMaster-Zédhlkammern

befiillt und fiir 10 Minuten stehen gelassen.

Danach wurden beide Zdhlkammern unter dem Mikroskop (Novex Holland B-Series) bei

100facher Vergroferung durchgemustert.



Die fiir Methode GSL bei 4 °C gelagerten Probenansétze wurden nach 18 Stunden nach dem

oben beschriebenen Verfahren weiterverarbeitet und danach auf Eimerienoozysten untersucht.

Zur Ermittlung der Oozystenzahl pro Gramm Kot wurde die ausgezdhlte Anzahl Eimerien-
Oozysten mit dem Faktor 50 multipliziert. Dieser ergibt sich durch den Verdiinnungsfaktor der

Kotprobe geteilt durch das Volumen der beiden McMaster Zahlkammern.

16 g
homogenisierte
Kotprobe

8¢ 8¢
mit Saccharoselosung mit ZnCl,/NaCl-Losung

Hiilfte Hiilfte Hiilfte Hiilfte
(entspricht 4 g) (entspricht 4 g) (entspricht 4 g) (entspricht 4 g)
Methode S Methode GSL Methode S Methode GSL

Abbildung 1: Ubersichtsdarstellung der Aufteilung der homogenisierten Kotprobe hinsichtlich

Verarbeitung mit unterschiedlichen Medien und Methoden (eigene Darstellung)

3.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software IBM SPSS (Version 24.0). Die
beiden  Suspensionsmedien  wurden bei unterschiedlichen  Aufarbeitungs- und
Untersuchungsmethoden evaluiert und die erhaltenen Ergebnisse statistisch mittels Chi-
Quadrat-Test fiir Haufigkeiten sowie Wilcoxon-Test fiir abhéngige Stichproben ausgewertet
(wegen der Ordinalskalierung der Merkmale). Die entsprechenden Ubereinstimmungen wurden
mit Cohen’s Kappa analysiert. Fiir alle statistischen Tests wurde der Wert fiir die Signifikanz

auf p<0,05 festgelegt.

Zur Interpretation von k (Wert von « - Stirke der Ubereinstimmung) wurden die Richtwerte

nach Altman (1991) herangezogen (siehe Tab. 1).
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Tabelle 1: - Stirke der Ubereinstimmung: Richtwerte nach Altman (1991)

K -Wert Ubereinstimmung
<0,20 schwach

0,21 — 0,40  leicht

0,41 — 0,60 mittelmaBig
0,61-0,80 gut

0,81 — 1,00  sehr gut
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4 Ergebnisse

In den im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit untersuchten Neuweltkamelidenkotproben
wurden sowohl ,kleine* Eimerien (E. lamae, E. punoensis, E. alpacae), die nicht weiter
differenziert wurden und in der Ergebnisdarstellung als Eimeria spp. bzw. kleine Eimerien
zusammengefasst wurden, als auch ,,groe” Eimerien - dazu zéhlen E. ivitaensis und E.

macusaniensis — nachgewiesen.

Im Folgenden werden die Daten getrennt nach Eimeria spp. und Eimeria macusaniensis

dargestellt. Eimeria ivitaensis wurde nicht detektiert.

4.1 Eimeria spp.

4.1.1 Vergleich Saccharoselosung vs. Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung

Die statistische Analyse der Daten der Methode S ergab, dass bei Vergleich der Medien
Saccharoselosung (Dichte bei RT 1,30 g/ml) versus Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung
(Dichte bei RT 1,55 g/ml) in Bezug auf die Anzahl an positiv auf Oozysten kleiner Eimerien
getesteter Kotproben keine exakte, jedoch eine gute Ubereinstimmung (k = 0,737) gegeben
war. Die weiterfiihrende statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Test zeigte auf, dass die
Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung der Saccharoselosung bezogen auf Oozysten-Detektion

kleiner Eimerien signifikant (p<<0,001) iiberlegen war (siche Abb. 2).
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Abbildung 2: Boxplot zum Vergleich der Oozystendetektion mittels Zinkchlorid-
Natriumchlorid versus Saccharose bei sofortiger Analyse der Kotproben (Methode S); box =
unteres/oberes Quartil; Linie = median; o/* = Ergebnisse, die iiber das 1,5- bzw. 3fache des

Interquartilsabstandes liegen.

Die statistische Analyse der Daten bei Aufarbeitung der Kotproben nach der GSL Methode
zeigte bezogen auf Oozysten-Nachweis kleiner Eimerien, dass eine als gut zu kategorisierende
Ubereinstimmung der Anzahl positiver Testungen auf kleine Eimerien zwischen den Medien
Saccharoselosung versus Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung gegeben war (kx = 0,778). Die
weiterfilhrende Auswertung mittels Wilcoxon-Test zeigte auf, dass auch bei der Anwendung

dieser Methode, die Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung in Bezug auf Oozysten-Detektion
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kleiner Eimerien der Saccharoselosung statistisch signifikant (p<0,001) iiberlegen war

(Abb. 3).
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Abbildung 3: Boxplot zum Vergleich der Oozystendetektion mittels Zinkchlorid-
Natriumchlorid versus Saccharose bei Anwendung der GSL Methode; box = unteres/oberes
quartil;  Linie = median; o/* = Ergebnisse, die iiber das 1,5-bzw.3fache des

Interquartilsabstandes liegen.

4.1.2 Vergleich Methode S versus Methode GSL

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde auch iiberpriift, ob die Aufarbeitung der Kotproben nach
der GSL Methode zu einer verbesserten Oozystendetektion im Vergleich zur Aufarbeitung nach

Methode S fiithren konnte.

Die beiden Medien Saccharoselosung (Dichte bei RT 1,30 g/ml) bzw. Zinkchlorid-
Natriumchlorid-Losung (Dichte bei RT 1,55 g/ml) wurden hierfiir einzeln analysiert.

Wie in Tab. 2 ersichtlich, zeigte sich bei Verwendung der Saccharoseldsung kein signifikanter
Vorteil (p>0,05) der GSL Methode gegeniiber der Methode S. Bei Verwendung des
Zinkchlorid-Natriumchlorid Mediums konnte gleichfalls kein Vorteil der GSL Methode
bezogen auf den Oozysten-Nachweis kleiner Eimerien in den Neuweltkamelidenkotproben

nachgewiesen werden (Tab. 2).
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Tabelle 2: Mittelwerte (£ SD) der in 50 analysierten Kotproben detektierten Oozysten von
Eimeria spp. bei Verwendung von Saccharoselosung (Dichte bei RT 1,30 g/ml) bzw.
Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung (Dichte bei RT 1,55 g/ml) getrennt nach Methode S und
Methode GSL

Medium Methode S Methode GSL p-Wert
Saccharose 81 £160 91 + 149 0,460
ZnCl/NaCl 685+ 1384 538 + 842 0,348

4.2 Eimeria macusaniensis

Oozysten der Eimerienart E. macusaniensis waren nur vereinzelt in den sonst Eimerien-
positiven Proben (n = 50) nachweisbar. Die Darstellung der Ergebnisse fiir E. macusaniensis

erfolgt daher deskriptiv.

40 der 50 Proben wurden negativ auf E. macusaniensis getestet. In zehn Proben konnten mittels
Methode S unter Verwendung des Zinkchlorid-Natriumchlorid-Mediums Oozysten von E.

macusaniensis detektiert werden, bei Verwendung der Saccharoseldsung nur in zwei Proben.

Bei Anwendung der Methode GSL wurden bei Verwendung der Zinkchlorid-Natriumchlorid-
Losung sieben Kotproben positiv auf E. macusaniensis getestet, bei Verwendung der

Saccharoseldsung nur drei Proben.
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5 Diskussion

Die Haltung von Neuweltkameliden wie Alpakas und Lamas wird immer beliebter und
beschriankt sich schon ldngst nicht mehr auf reine Hobbyhaltung. Parallel dazu steigt die
Erwartungshaltung an eine fachgerechte, dem neuesten Stand der Kamelidenmedizin

entsprechende Patienten- und Herdenbetreuung durch TierédrztInnen in der Region.

Ziel dieser Arbeit war die Evaluierung eines bei koproskopischen Untersuchungen von
Kamelidenkot international kaum genutzten und fiir die vorliegende Studie adaptierte
Zinkchlorid/Natriumchlorid-Mediums, mit einer Dichte bei RT von 1,55 g/ml, im Vergleich zu
einer Saccharose-Losung, mit einer Dichte bei RT von 1,30 g/ml, die in der Routinediagnostik
zur Detektion von Eimerienoozysten in Neuweltkamelidenkotproben weltweit Verwendung
findet (ROHBECK, 2006; CHIGERWE, 2007; JOHNSON, 2009; BALLWEBER, 2009;
DIAZ, 2016).

Die untersuchten Proben waren direkt nach dem Kotabsatz aufgesammelt worden. Im Rahmen
dieser Studie wurde nicht darauf eingegangen, dass Eimerien nicht immer regelméaBig
ausgeschieden werden, da es Ziel war, die Untersuchungsmethoden und —medien direkt
miteinander zu vergleichen und nicht die tatsdchliche Einzeltierausscheidung zu bestimmen.
Im Praxisalltag ist jedoch bei Verdacht auf Eimerienbefall zu empfehlen, Kotproben von

Einzeltieren iiber drei Tage zu sammeln und fiir die Untersuchung zu poolen.

Als Untersuchungsmethode wurde ein modifiziertes McMaster Verfahren gewihlt. Diese
Methode ist als quantitatives Verfahren fiir Tierdrztlnnen, die Neuweltkameliden oder auch
andere Herdentiere betreuen unter anderem deshalb besonders wertvoll, weil es auch beziiglich
Arzneimittel-Resistenzbewertung nach erfolgter Therapie von enormem Nutzen sein kann.
Prinzipiell sind quantitative Methoden hervorragend geeignet, den Erfolg von
Managementmaflnahmen zu monitoren und in dieser Hinsicht qualitativen Methoden
iiberlegen. Darliber hinaus kann die McMaster Methode fiir parasitologische
Kotuntersuchungen ohne gro3en Aufwand von jeder/jedem kurativ titigen Tierdrztin/Tierarzt,

bei Bedarf selbst durchgefiihrt werden (CEBRA und STANG, 2008).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei Hypothesen liberpriift. Erstens, dass die Wahl

des Suspensionsmediums fiir die Detektion der Eimerienoozysten aus Neuweltkamelidenkot
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eine entscheidende Rolle spielt und ein Flotationsmedium mit vergleichsweise hoherer Dichte
zu einer besseren quantitativen Eimerienoozysten-Detektion fiihren kann und zweitens, dass
eine ldngere Verweildauer der Kotprobe in der Suspension zu einem besseren Ergebnis im
Hinblick auf den Parasitennachweis fiihrt. Der letztgenannten Hypothese liegt eine
Beobachtung von Cebra und Stang (2008) zugrunde, dass es vorteilhaft sein kann,
Neuweltkamelidenkot in Suspension zu bringen und vor Analyse iiber Nacht gekiihlt zu lagern,
damit Parasitenstadien besser freigesetzt werden. Es erscheint nachvollziehbar, dass es
gegebenenfalls notwendig sein kann, sehr trockenen Neuweltkamelidenkot iiber Nacht
einzuweichen, denn auch im Rahmen dieser Diplomarbeit waren starke Variationen beziiglich
der Konsistenz der Kotproben feststellbar. Bei sehr trockenen Fézes war die Homogenisierung

und Aufarbeitung mit dem jeweiligen Suspensionsmedium durchaus schwieriger.

In der vorliegenden Arbeit wurde der von Cebra und Stang (2008) beschriebene Aspekt des
Einweichens der Kotproben, wie bereits erwidhnt, aufgenommen und die Proben unter
Verwendung  zweier  unterschiedlicher = Medien bei  zwei  unterschiedlichen
Aufbereitungsmethoden (Methode S und Methode GSL) analysiert. Die beiden Methoden
unterschieden sich nur dadurch, dass bei Methode S eine sofortige Weiterverarbeitung und
Analyse, der mit dem Medium aufbereiteten Kotprobe, erfolgte und bei Methode GSL der
Kotprobenansatz im Medium vor Weiterverarbeitung zur Analyse 18 Stunden gekiihlt gelagert

wurde.

Bei Auswertung der Daten stellte sich heraus, dass eine ldngere Verweildauer des
Kamelidenkots in der Suspension keinen statistisch signifikanten Vorteil hinsichtlich der
Verbesserung der Parasitendetektion erbrachte, ganz im Gegenteil, das Untersuchen war am
nichsten Tag sogar schwieriger, da die Eimeria spp. teilweise ihre typische Form verloren, was
die Beurteilung somit erschwerte. Dieses Problem wurde in der Publikation von Cebra und
Stang (2008) fiir Eimeria spp in dhnlicher Weise angesprochen, da sie eine schlechte Flotation
in den in ihrer Studie verwendeten gesittigten Saccharoselosungen bemerkten. Sie fiihrten dies
auf die hohere Viskositit der Zuckerlosung und die diinnen Winde der kleinen Eimerien
zuriick. Eine weitere Anmerkung der beiden AutorInnen war, dass mehr Fremdmaterial flotierte
und somit die Sicht auf die Eimerien erschwert wurde. Dies hat sich auch bei der Aufarbeitung

im Zuge der vorliegenden Studie gezeigt. An dieser Stelle ist daher erwdhnenswert, dass die
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Suspension aus Kot und Zinkchlorid-Natriumchlorid-Lésung aufgrund der helleren Farbe im
Mikroskop leichter zu untersuchen war als die deutlich dunklere Saccharose-Kot-Suspension.
Dennoch wurden bei der Analyse der mit Zinkchlorid-Natriumchlorid-Lésung aufbereiteten
Probenansétze mittels GSL Methode weniger Eimerienoozysten detektiert als bei sofortiger
Analyse (Methode S). Es zeigte sich in Bezug auf die Aufarbeitungsmethode - wie im Falle der
Aufbereitung mit Saccharoseldosung — keine statistische Signifikanz hinsichtlich eines Vorteils

einer der beiden Methoden.

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist daher die sofortige Aufarbeitung als
praxistaugliche Methode zu empfehlen, da sie zeitsparend ist und sich in der Studie eindeutig
herausstellte, dass nicht der Zeitpunkt der Analyse nach Ansetzen der Kotprobensuspension
(p>0,05), sondern vielmehr die Wahl des Suspensionsmediums (p<0,001) ausschlaggebend fiir
eine zuverldssige Diagnose ist, sowohl was die Ausscheidung von Parasitenstadien kleiner

Eimerien (E. punoensis, E. alpacae, E. lamae) als auch von E. macusaniensis betrifft.

Bei der Analyse der Daten nach Aufarbeitung mit Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung im
Vergleich zur Aufarbeitung mit Saccharoselosung wurde die Hypothese erhirtet, dass die

Dichte des Mediums beim Detektieren von Eimerienoozysten eine zentrale Rolle spielt.

An dieser Stelle ist erwdhnenswert, dass bei der Verwendung von zinkhaltigen
Flotationsmedien zu beachten ist, dass diese als gesonderte Abfille gelten (SCHNIEDER et al.,
2006).

Cebra und Stang (2008) berichteten, dass sie im McMaster Verfahren mit Saccharoselosung
(Dichte: 1,27 g/ml) doppelt so viele Proben positiv auf E. macusaniensis testen konnten als mit

Natriumchloridlésung (Dichte: 1,20 g/ml).

In der vorliegenden Diplomarbeit konnten bei Verwendung der speziell adaptierten
Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung (Dichte: 1,55 mg/ml) fiinf Mal so viele Proben positiv auf

E. macusaniensis getestet werden als mit einer Saccharoseldsung (Dichte: 1,30 g/ml).

Dieses Ergebnis zeigt die hervorragende Eignung des im Zuge dieser Arbeit speziell fiir die
Aufarbeitung von Kamelidenkotproben adaptierten Zinkchlorid-Natriumchlorid-Mediums fiir

den Nachweis von E. macusaniensis-Oozysten.
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Im Rahmen der tierdrztlichen Betreuung von Neuweltkamelidenherden hat sich in der Praxis
herausgestellt, dass der Nachweis bereits kleiner Mengen ausgeschiedener Parasitenstadien
(Eier, Oozysten) nicht flir alle Parasitenarten, die Kameliden infizieren konnen, gleich
wesentlich ist (FRANZ und DADAK, 2020). Im Falle der Eimerienart E. macusaniensis kann
eine frilhe Detektion einzelner Oozysten in Kotproben allerdings ausschlaggebend fiir die
Aufrechterhaltung der Herdengesundheit sein, da friih therapeutisch interveniert werden kann.
Dies ist besonders wichtig, da E. macusaniensis von allen bekannten Eimerien der

Neuweltkameliden als die pathogenste Art gilt (DUBEY, 2018).

Es ist dariiber hinaus besonders hervorzuheben, dass auch bei der Auswertung der
Untersuchungsergebnisse auf kleine Eimerien bei Verwendung des Zinkchlorid-
Natriumchlorid-Mediums eine signifikant hohere Eimeriendetektion (p<<0,001) im Vergleich

zur Saccharoselosung erhoben werden konnte.

Dieses Ergebnis ist insbesondere interessant, weil Cebra und Stang (2008) zwar ebenfalls ein
anderes Medium als die in deren Studie verwendete Saccharoselosung mit einer Dichte von
1,27 g/ml fiir den Nachweis kleiner Eimerien als geeigneter erachteten, es sich dabei allerdings
um ein Medium mit noch weit niedrigerer Dichte, ndmlich gesittigte Natriumchloridlosung
(Dichte: 1,2 g/ml) handelte. Im Gegensatz dazu empfahlen Cebra und Stang (2008) eine

Saccharoseldsung fiir den Nachweis von E. macusaniensis,

Laut den Ergebnissen dieser Studie waren in Kotproben von Neuweltkameliden sowohl
Oozysten der groflen als auch der kleinen Eimerien mit einem Zinkchlorid-Natriumchlorid-

Medium signifikant besser zu detektieren als mit einer Saccharoseldsung (p<0,001).

Als Untersuchungsmethode wurde aus den bereits weiter oben dargelegten Griinden ein
modifiziertes McMaster Verfahren gewdhlt, das einen kurzen Zentrifugationsschritt vor
Befiillung der Zahlkammer beinhaltete. Dieses Verfahren war bei Verwendung jedes Mediums
und jeder Methode gleich. Die McMaster Methode wird im Zuge der parasitologischen
Untersuchung von Neuweltkamelidenkotproben oftmals auch ohne Zentrifugation
durchgefiihrt (ROHBECK, 2006; CEBRA et al., 2007; TWOMEY et al., 2010), jedoch wurde
bereits von Cebra und Stang (2008) beobachtet, dass Zentrifugation der Kotsuspension zu einer

hoheren Detektionsrate unterschiedlicher Parasitenstadien fithren kann. Auch das von Cringoli
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entwickelte Mini-FLOTAC-Verfahren, das ebenfalls als modifizierte McMaster-Methode
anzusehen ist, beinhaltet einen Zentrifugationsschritt (CRINGOLI, 2010). Die Sensitivitdt und
Genauigkeit dieses Verfahrens ist bei Verwendung der dafiir erprobten Medien und unter
exakter Einhaltung des Durchfiihrungsprotokolls hoher als bei anderen Verfahren (CRINGOLI,
2010). Es sei hier auf die derzeit bestehende Limitierung des Zuganges zu dieser Methode
hingewiesen, die daher bis dato nicht als Routinemethode etabliert ist, sondern derzeit noch auf
die Anwendung in verschiedenen wissenschaftlichen Studien limitiert bleibt. Die Mini-
FLOTAC-Technik wird von verschiedenen Forschungsgruppen mit Schwerpunkt auf Human-

und Veterindrparasitologie weiter validiert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die Verwendung der Zinkchlorid-
Natriumchlorid-Losung im McMaster Verfahren, welches ohne groBen Aufwand auch von
Tierdrztlnnen durchgefiihrt werden kann, als zuverldssiges und dem Saccharosemedium
iiberlegenes Verfahren zum Oozystennachweis von E. macusaniensis sowie von kleinen

Eimerien (E. punoensis, E. alpacae, E. lamae) erwies.

Die Verwendung dieses speziell fiir die Aufarbeitung von Neuweltkamelidenkot adaptierten
Zinkchlorid-Natriumchlorid-Mediums (Dichte bei RT 1,55 g/ml) kann fiir den Einsatz im
Praxisalltag zur zuverldssigen Eimerien-Diagnostik bei Kamelidenpatienten empfohlen

werden.
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6 Zusammenfassung

Alpakas und Lamas werden ldngst nicht mehr nur als Hobbytiere gehalten. Endoparasitosen
zahlen bei diesen Tieren zu den hdufigsten Erkrankungen, die nicht selten schwerwiegende
Verldufe nehmen konnen. Neben gutem Herdenmanagement ist eine zuverldssige und rasche
Diagnostik fiir TierdrztInnen wesentlich und sollte bei Bedarf auch von dieser/diesem selbst
und einfach durchfiihrbar sein. Dies ermoglicht eine rasche Behandlung von Einzeltieren, aber
auch das Setzen effizienter metaphylaktischer Maflnahmen im Rahmen der Herdenbetreuung.
Als Standardverfahren zur Diagnose von Eimerieninfektionen gilt bei Neuweltkameliden die

mikroskopische Detektion von Eimerienoozysten aus Kotproben.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein fiir parasitologische Untersuchungen von
Kamelidenkotproben international kaum genutztes und fiir die vorliegende Studie adaptiertes
Zinkchlorid-Natriumchlorid-Medium (Dichte bei RT von 1,55 g/ml) im Vergleich zu einer
Saccharose-Losung (Dichte bei RT von 1,30 g/ml), die in der Routinediagnostik zur Detektion
von Eimerienoozysten in Neuweltkamelidenkotproben weltweit Verwendung findet, bei der fiir
Tierdrztlnnen einfach durchzufiihrenden McMaster-Untersuchungsmethode bei zwei

unterschiedlichen Kotaufarbeitungsmethoden evaluiert.

Bei Auswertung der Daten stellte sich heraus, dass eine lidngere Verweildauer des
Kamelidenkots in der Suspension keinen statistisch signifikanten Vorteil hinsichtlich der
Verbesserung der Parasitendetektion erbrachte. Anhand der Ergebnisse ist daher die sofortige
Aufarbeitung als praxistaugliche Methode zu empfehlen, da sie zeitsparend ist und sich in der
Studie eindeutig herausstellte, dass nicht der Zeitpunkt der Analyse nach Ansetzen der
Kotprobensuspension, sondern vielmehr die Wahl des Suspensionsmediums ausschlaggebend
fiir eine zuverlédssige Diagnose ist, sowohl was die Ausscheidung von Parasitenstadien kleiner

Eimerien (E. punoensis, E. alpacae, E. lamae) als auch von E. macusaniensis betrifft.

Die Verwendung der Zinkchlorid-Natriumchlorid-Losung im McMaster Verfahren zeigte sich
fiir den Oozystennachweis von E. macusaniensis sowie von kleinen Eimerien als dem
Saccharosemedium signifikant iiberlegen (p<0,001). Demzufolge kann das Zinkchlorid-
Natriumchlorid-Medium (Dichte bei RT 1,55 g/ml) fiir den Einsatz im Praxisalltag zur

zuverldssigen Eimerien-Diagnostik bei Neuweltkamelidenpatienten empfohlen werden.
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7 Summary

Alpacas and llamas are no longer just kept as hobby animals. Endoparasitoses are among the
most common diseases, which often take a serious course. In addition to good herd
management, reliable and quick diagnostics are essential for veterinarians to ensure fast
treatment of individual animals but also to be able to take efficient metaphylactic measures as
part of herd management. The standard method for diagnosing eimeria infections in New World
camelids is the detection of eimeria oocysts from fecal samples. This should be simple to

perform by the veterinarians themselves.

In the present work, a zinc chloride-sodium chloride medium (density at RT of 1.55 g/ml),
rarely used internationally for parasitological studies of camelid fecal samples and adapted for
the present study, was used in comparison with a sucrose solution (density at RT of 1, 30 g/ml),
which is used in routine diagnostics for the detection of Eimeria oocysts in New World camelid
fecal samples worldwide, was evaluated in the McMaster examination method, which is easy

to perform by veterinarians, using two different fecal processing methods.

Evaluating the data, it was found that longer retention time of camelid feces in suspension did
not provide a statistically significant advantage regarding improvement of parasite detection.
Based on the results, immediate and therefore timesaving processing was recommended as a
practical method. The study clearly showed that the choice of suspension medium was
imperative for reliable diagnosis. Both in terms of excretion of parasite stages of small eimeria

(E. punoensis, E. alpacae, E. lamae) and E. macusaniensis.

The use of the zinc chloride-sodium chloride solution in the McMaster procedure has been
shown to be superior to sucrose medium for oocyst detection of E. macusaniensis as well as
small eimeria (p<0,001). Accordingly, the zinc chloride-sodium chloride medium (density at
RT 1.55 g/ml) can be recommended for use in everyday practice for reliable eimeria diagnosis

in camelid patients.
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8 Abkiirzungsverzeichnis
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