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GLOSSAR

Absetzer. Hirschkalber, die im Alter von 3 bis 4 Monatennvder Mutter getrennt

werden.

Zerviden: Familie der Paarhufer, dessen Mdnnchen Gewedgenr Reprasentiert
werden sie insbesondere durch die Gattungen RefRi@ngife), Elche Alces,
Amerikahirsche Qdocoileu$, Rehe Capreolus und EdelhirscheGervus.

Dictyocaulus eckerti syn. Dictyocaulus noerneri grol3er Lungenwurm beim
Rothirsch Cervus elaphys Reh Capreolus capreolys Damhirsch Dama dama

und weiteren verschiedenen Hirscharten.

Fading Elk Syndrome: andauernde Kachexie unterschiedlichster Genese
insbesondere beim Wapiti und seinen Kreuzungerdemt Rothirsch in den Herbst-

und Wintermonaten.

Hauswiederkauer. Domestizierte Form von Rind, Wasserbuffel, Sarad Ziege in
menschlicher Obhut.

Kaliumtetraiodomercurat:  Kaliumtetraiodomercurat(ll)-Losung, Hgfl,, sehr
giftig beim Einatmen, Verschlucken und bei BerUlgumit der Haut.

Parasep® SF Testkit:Verfahren zum Nachweis von Helmintheneiern undvear

sowie Protozoenzysten und —oozysten.

Protostrongyliden: Sammelbegriff fir die kleinen Lungenwtrmer vonh&cund

Ziege.

Rothirsch: Schottischer Rothirsch Cervus elaphus scoticussowie seine
Kreuzungen mit dem nordamerikanischen Waglgrvus elaphus nelsqmbosevelti

undmanitobensis

Trichostrongyliden: Sammelbegriff fir Nematoden im Magen-Darm-Trakt

insbesondere von Wiederkauern.
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l. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Die kommerzielle Rothirschhaltung in Neuseeland d& groRte weltweit.
Infektionen mit Dictyocaulus eckertiund Magen-Darm-Strongyliden sind die
parasitaren Hauptprobleme der Hirschindustrie (M#okh und Wilson, 2003;
Mason und Gladden, 1983; Parsons et al., 1994; avaiad Charleston, 1985).
Jungtiere und Absetzer sind besonders betroffen lmfektionen flihren zu
Abmagerung und Todesféllen (Hoskin et al., 200hndon et al., 2001b; Mason,
1981a; McKenzie, 1990; Wilson et al., 1997). Insemldndischen Labors werden
Lungenwurmlarven (L1) und Trichostrongylideneieadgischerweise mit dem
Baermann-Auswanderungsverfahren  bzw. mit der Mcatagiethode
nachgewiesen (Audigé et al., 1998; Hoskin et 8052 Stafford et al., 1994).

Mit dem FLOTAC-Apparat wurde ein standardisiertesndu einfaches
Diagnostikverfahren entwickelt, welches auch densgkiichen der WAAVP
gentgen soll (Cringoli, 2006; Cringoli et al. 2010jverse parasitare Elemente
konnen mit FLOTAC gleichzeitig nachgewiesen werdémter Verwendung
entsprechender Flotationslosungen werden parasiBestandteile an die
Oberflache flotiert. Der Einsatz des neuen FLOTA&fdhrens wurde bereits
erfolgreich in verschiedenen Bereichen der Humard Weterinérparasitologie
evaluiert (Duthaler et al.,, 2010; Knopp et al., 280 Rinaldi et al., 2007a;
Utzinger et al.,, 2008). Fur Hauswiederkdauer wurdarerschiedene
Flotationslésungen mit FLOTAC  getestet. Zum  Naclsweivon
Trichostrongylideneiern wird entweder Sheather'sckéuwlosung (SG 1,25),
gesattigte Kochsalzlosung (SG 1,20) oder Sucrase igaliumtetraiodomercurat
(SG 1,25) als Flotationslésung empfohlen (Cringtlal., 2010). Weiterhin wird
Zinksulfat plus Kaliumtetraiodomercurat (SG 1,45 &oldstandard zum
Nachweis von Lungenwirmern (L1) favorisiert (Critiget al., 2010).
Vergleichbare Empfehlungen fehlen jedoch fir dechvais von Endoparasiten
bei Zerviden.

Ziel dieser Studie war es unter Verwendung von Rethfazes verschiedene
Flotationsldésungen auf ihre Fahigkeit zum Nachweis Trichostrongylideneiern
und DictyocaulusLarven (L1) mittels FLOTAC zu uberprifen. Die ettaiten

LpG- bzw. EpG-Werte wurden ferner mit Ergebnisseas dBaermann-
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Auswanderungsverfahrens und der McMaster-Methode rgligken.
Dementsprechend wurden vier Experimente durchgetfimr FLOTAC mit den
unterschiedlichsten Flotationsldsungen und mit ttaditionellen Methoden zu
vergleichen. Ein 5. Experiment vergleicht die Zl&ssigkeit der Baermann-
Methode mit der FLOTAC-Technik zum Nachweis vDitytocaulus(L1) aus

frischen und bei 4 °C gelagerten Kotproben.
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. L ITERATURUBERSICHT

1. Bedeutung der Rothirschhaltung in Neuseeland

Der Rothirsch Cervus elaphus scoticusvurde zwischen 1851 und 1926 aus
GrolRbritannien zu jagdlichen Zwecken nach Neusdetamgefiihrt (Dolman und
Waber, 2008; Forsyth et al., 2010). Spater verguatdn die Rothirsche wieder
auszurotten und die Haltung war strikt verboterdodd war der Export von
Hirschfleisch nach Europa sehr lukrativ und deshaibyde die Haltung 1969
erstmalig erlaubt. Die groRer werdende Nachfrageh ridirschfleisch und die
Grindung der New Zealand Deer Farmekssociation im Jahre 1975 machten
die Hirschhaltung immer professioneller und siewsckelte sich zu einem
wichtigen landwirtschaftlichen Betriebszweig (Fessye et al., 1991; Mason,
1994; Wilson, 2002). Rothirsche werden mit nordakagischen WapitisGervus
elaphus nelsoni, roosevelind manitobensisverpaart um schwerere und magere
Schlachtkorper sowie grol3ere Geweihe zu produziéifennessy et al., 1991;
Pearse, 1988; Pollard und Wilson, 2002). Aufgrut@hdiger Selektion und
menschlichem Kontakt haben die Tiere weitgehendAdigst vor dem Menschen
verloren und lassen sich dadurch leicht handhaPeltafd und Wilson, 2002).

Momentan werden auf neuseeldndischen Hirschbetriedze 1,12 Millionen

Rothirsche gehalten (MAF, 2011). Neuseeland istisder weltgré3te Produzent
von Hirschfleisch (Johnson und Mackintosh, 2003hndon et al., 2001b).
Hauptabnehmer von Hirschfleisch ist mit 80 % degpdftaufkommens die
Europaische Union, wobei Deutschland traditione#h dgrof3ten Absatzmarkt
darstellt (Fennessy et al., 1991; MAF, 2011; Mask994). Insgesamt wurde im
Handelsjahr 2011 Hirschfleisch im Wert von 211 Millen NZD exportiert

(Anonymous, 2011l1a). Bastgeweihe werden vor allem die traditionellen

medizinischen Markte in Studkorea und China produzZidnonymous, 2011a;
Fennessy et al., 1991; Mason, 1994). Das Exponwvetubetrug im Jahr 2011 ca.
26 Millionen NzZD (Anonymous, 201la). Somit stelltied kommerzielle

Hirschhaltung eine bedeutende Einnahmequelle fle dieuseeldndische
Landwirtschaft dar.
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Abb.1. Typisches Rothirschgatter in Neuseeland

2. Parasitenbefall beim Rothirsch Cervus elaphus in

kommerzieller Haltung in Neuseeland

Rothirsche in der neuseelandischen Landwirtscindiftieren sich vor allem mit
Dictyocaulus eckertund gastrointestinalen Wirmern (Mackintosh undséhl
2003; Mason und Gladden, 1983; Parsons et al.,)12%F Befall mit Lungen-
und Magen-Darm-Nematoden verursacht schatzungsyéigéeche Verluste von
2,8 Millionen NZD (Mackintosh und Wilson, 2003).dteh fehlen detaillierte
Erkenntnisse Uber den direkten Einfluss von Endogan auf die
Hirschproduktion sowie die Epidemiologie dieserd®#en (Castillo-Alcala et al.,
2007; Hoskin et al., 2007). Zur Bekampfung stelmeNeéuseeland eine Reihe von
zugelassenen Anthelmintika zur Verfigung. Am h&iég wird ein Pour-on-
Préaparat mit dem Wirkstoff Moxidectin verwendet $Gi¢o-Alcala et al., 2007).

NebenD. eckertiund gastrointestinalen Nematoden infizieren sicthRRsche in
Neuseeland auch mit anderen EndoparasitenTaienia hydatigena, Moniezia
expansa, Fasciola hepatica, Calicophoron calicopmoy Elaphostrongylus cervi
und Varestrongylus sagittaty®nonymous, 1979; Mason, 1981a, 1994; Swanson
et al., 2007).
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2.1. Trichostrongyliden

Wie alle Tiere in Weidehaltung infiziert sich auder Rothirsch mit Magen-
Darm-Strongyliden. Im Vergleich zu Lungenwirmern iefgn jedoch
gastrointestinale Nematoden eine geringe Rolle en ldirschhaltung (Mason,
1994). Mason (1994) begrindet dies damit, dass Bekampfung von
Lungenwirmern auch zur Reduzierung von Magen-Daem&toden fuhrt. Der
Befall von gastrointestinalen Parasiten aul3ert sesonders subklinisch und fuhrt
zu geringerer Futteraufnahme und geringeren Gesaahtthmen vor allem bei
Absetzern (Hoskin et al., 2000, 2007). Infektiof@sonders mit Nematoden des
Abomasums kodnnen auch zum ,Fading Elk Syndrome* dratl fihren
(Mackintosh und Tolentino, 2009; Mason, 1977; Wiajdund Mackintosh, 1992).

Folgende Nematoden wurden bei landwirtschaftlicimuggten Rothirschen in
Neuseeland im Labmagen bzw. im Diunn- und Dickdamshgewiesen und
bestimmt: Apteragia quadrispiculata Haemonchus contortusTeladorsagia
circumcincta Ostertagia leptospicularisRinadia mathevossianiSkrjabinagia
kolchidg  Spiculopteragia asymmetrica Spiculopteragia  spiculoptera
Trichostrongylus axei Capillaria bovis Cooperia mcmasteri Cooperia
oncophora Cooperia pectinataChabertia ovina Oesophagostomum radiatum
(Anonymous, 1979; Mason, 1981b, 1994; Mason undldda, 1983; Swanson et
al., 2007; Wilson, 1981)Spiculopteragiaspp. kommen am haufigsten bei
Rothirschen vor, unabhangig vom Alter der Tiere gklo et al., 1997; Wilson,
1981). Fur Hoskin et al. (2007) sind besondersOitertagiaArten pathogen.

2.2. Dictyocaulus eckerti

Im Jahre 1931 wurde der Lungenwuiln eckerti erstmalig von Skrjabin in
Rentieren(Rangifer tarandups beschrieben. Die Existenz vdd. eckerti und
dessen morphologische Unterscheidunddattyocaulus viviparusvurde jedoch
in der Vergangenheit immer wieder diskutiert (Epeak, 1995; Gibbons und
Khalil, 1988; Johnson et al., 2001a). Vielmehr weamn der Uberzeugung, dass es
einen Rinder- und einen Hirsch-assozier2nviviparus gibt (Corrigall et al.,
1988). Durch eine ausfiihrliche morphologische Utigymg des Genus
Dictyocaulusdurch Gibbons und Khalil (1988) konride eckertials Lungenwurm
von Zerviden bestatigt werden. Endgiltige Gewidstiber die Existenz voD.
eckerti als eigenstdndige Lungenwurm Spezies brachte diedeme
Molekularbiologie. Mit Hilfe der RAPD-PCR gelang dSpe et al. (1995)
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genetische Unterschiede zwischen D. viviparus und D. eckerti festzustellen. Dies
wurde in darauffolgenden Studien bestitigt (Epe et al., 1997; Schnieder et al.,
1996). Kreuzkontaminationen von D. eckerti und D. viviparus bei Rothirschen
bzw. Rindern sind dennoch moglich (Bienioschek et al., 1996; Johnson et al.,
2003b). Interessanterweise kann sich D. viviparus in geringem Umfang in den
Bronchien von Hirschen etablieren und vermehren, dies wiederum gelingt D.
eckerti bei der Infektion von Rindern jedoch kaum (Bienioschek et al., 1996;

Johnson et al., 2003b).

Aufgrund der oben genannten Entwicklung wurde auch in der neuseeldndischen
Literatur lange Zeit beim Lungenwurmbefall des Rothirsches von D. viviparus
berichtet (Charleston, 1980; Mason, 1981a, 1981b, 1994; McKenzie, 1990;
Wilson und Collier, 1981). Johnson et al. (2001a, 2001b) verglichen
Lungenwiirmer von Rindern und Rothirschen morphologisch sowie genetisch. Bei
beiden Verfahren konnten signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Lungenwurm Spezies nachgewiesen werden. Damit war fiir Johnson et al. (2001a,
2001b) bewiesen, dass es sich bei den Lungenwiirmern von neuseeldndischen

Rothirschen ebenfalls um D. eckerti handelt.

D. eckerti hat einen direkten Entwicklungszyklus und ist identisch mit dem
Zyklus von D. viviparus. Die Préapatenz betrdagt 20 bis 24 Tage (Taylor et al.,
2007b). Infektionen mit D. eckerti verursachen hohe wirtschaftliche Verluste (Orr,
1991) und somit ist D. eckerti der bedeutendste Parasit in der kommerziellen
Rothirschhaltung (Charleston, 1980; Mason, 1981b, 1994; McKenzie, 1990). Der
Lungenwurmbefall fiihrt bei Rothirschen in erster Linie zu Abmagerung sowie
geringer Gewichtszunahme der Tiere und seltener zu respiratorischen Symptomen
wie Husten (Corrigall et al., 1988; Johnson und Mackintosh, 2003; Mason, 1981a;
Orr, 1991; Wilson und Collier, 1981). Vor allem bei Jungtieren und Absetzern
kommt es im Herbst zu vermehrten plotzlichen Todesfillen (Johnson et al.,
2003b; Mackintosh und Tolentino, 2009; Mason, 1994; McKenzie, 1990). Wie
beim Rind entwickelt sich beim Rothirsch eine Immunitédt mit zunehmenden Alter
(McKenzie, 1990). Deshalb haben Johnson et al. (2003a) versucht mit Hilfe eines
Impfstoffes Rothirsche vor der Infektion mit D. eckerti zu schiitzen. Jedoch
konnte der Impfstoff, welcher fiir Rinder entwickelt wurde, die Infektion nur

verzogern und nicht verhindern.



Il. Literaturiibersicht 7

Abb. 2. Schematische Darstellung des Entwicklungszyklus 'D. eckerti

(modifiziert nachAnonymous (20111)
A. Infektiose Larve wird mit Gras aufgenommnr

B. Infektidse Larve penetriert die Darmschleimhaut washdert in Lymphknote
ein. Dort findet dieHautung zm 4. Larvenstadium (L4) statt. Uber Lyrr- und
Blutbahn wadert L4 in die Lunge ei

C. Entwicklung zum 5. Larvenstadium und Reifung zumukeh in der

Bronchiolen.
D. Adulte Wirmer etablieren sich in den Bronchien legen Eiel
E. Eier werden hoch gehustet und eschluckt und entwickeln sich zu |

F. L1 wird mit Fézes ausgeschied
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3. Nachweis von Nematodeneiern mittels Flotation

Fir die Bestimmung der Eizahlen im Kot sind unteisdliche Ausfiihrungen von
Flotationsmethoden beschrieben worden: direkteakbot (Taylor et al., 2007a),
Flotation mit gesattigter Kochsalzlésung nach Figdka (Bauer, 2006), Wisconsin
Flotationsmethode (Cox und Todd, 1962), McMastetkidde (Cringoli et al.,
2004; Gordon und Whitlock, 1939), modifizierte SZlzcker Flotation nach Mes
(Mes et al.,, 2001), modifiziertes Flotationsvertr nach Markovics und
Medinski (Markovics und Medinski, 1996) mit eineuckerlésung (SG 1,25).
Alle Verfahren basieren darauf, dass eine Flotatisung mit bekanntem
spezifischem Gewicht mit Kot homogenisiert wird.ddaeiner bestimmten Zeit
und mit Hilfe der Graviditat flotieren die leich&sr Eier, Larven oder Oozysten an
die Oberflache und werden somit von den schwerdetpartikeln getrennt
(Bauer, 2006). Fur den Nachweis von Nematodeneaerd Flotationslésungen
mit einem spezifischen Gewicht zwischen 1,10 ur2® hotwendig (Taylor et al.,
2007a). Die wahrscheinlich am haufigsten verwendéietationslosungen sind
gesattigte Kochsalzlosung (SG 1,20) und Sheathéuskerlésung (SG 1,25)
(Dunn, 1978; MAFF, 1986; Zajac und Conboy, 2006).

Von grof3er Bedeutung ist die McMaster Methode zestBhmung der Eizahl pro
Gramm Kot (EpG). Sie ist ein wesentlicher Bestaihdes Eizahlreduktionstest,
welcher von der WAAVP zum Nachweis von Anthelmiati&sistenzen
empfohlen wird (Coles et al., 1992; Coles et @06&). Urspringlich wurde die
McMaster-Methode von Gordon und Whitlock (1939) degeben und wurde
seitdem mehrfach modifiziert (Bowman et al., 200RFF, 1986; Pereckiene et
al., 2007; Stafford et al., 1994; Vadlejch et 20]11; Wetzel, 1951). Gerade diese
Vielzahl an verschiedenen Ausfiihrungen beeintr§tidie Zuverlassigkeit dieses
Verfahrens (Cringoli et al., 2004; Vadlejch et &Q011). Neben der Wahl der
Flotationslésung spielt auch die Flotationsdauee d@Rolle. Dunn und Keymer
(1986) erhielten ein Maximum an EpG-Werten aligmosomoides polygyrus
wenn zwischen Beladung der McMaster-Kammern undwe&udsing ca. 30
Minuten lagen. Auch Rehbein et al. (1999) stelkegnifikante Unterschiede bei
der Ermittlung von Dicrocoelium dentriticum mittels McMaster-Methode
(Zinksulfat SG 1,45) fest. So wurden nach 3 bis luéen Flotationsdauer
niedrigere EpG-Werte ermittelt als nach 15 bis 2wen. Dunn und Keymer

(1986) untersuchten auch den Einfluss der Probdiweungen auf die EpG-
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Werte und empfehlen eine Verdiinnung von 1:15. im@sle durch Cringoli et al.
(2004) spater bestatigt. In einer grof3 angelegtadi& verglichen Cringoli et al.
(2004) neben den Flotationslésungen auch versamedelumen (0,15 ml bis 1,0
ml) von McMaster-Zahlkammern. Bei der Verwendungheei McMaster-
Zahlkammer von 1,0 ml wurden zuverlassige EpG-Wede gastrointestinalen
Nematoden und. dentriticumerzielt. Pereckiene et al. (2007) verglich sieben
modifizierte McMaster-Methoden urAscaris suumEier nachzuweisen. Diese
Modifikationen unterschieden sich hinsichtlich: Peamenge, Verdinnung,
Flotationslésung und deren spezifischen Gewichhtrifagationsgeschwindigkeit
und —dauer, Flotationsdauer, Zahlkammern und Mik&ponsfaktor. Trotz der
Vielzahl an Faktoren, lieferten vor allem Verfahréie eine Zentrifugation als
Arbeitsschritt beinhalteten die besten ErgebniZseeinem &ahnlichen Ergebnis
kamen auch Vadlejch et al. (2011). Sie verglichenrdodifizierten McMaster-
Methoden nach Wetzel, Zagk sowie Roepstroff und Nansen um Eier vian
circumcincta nachzuweisen. Aufgrund der grof3ten Probenmenge und
Zentrifugation war die Methode nach Roepstroff INahsen am sensitivsten und

zuverlassigsten.

Die unterschiedlichen Ausfiihrungen und Empfehlungger traditionellen
McMaster-Methode machen deutlich, dass eine Viélaain Faktoren die
Ergebnisse der EpG-Werte beeinflussen und eine d&tdisierung der
Nachweismethoden fir Endoparasiten in der Tiermedintwendig ist (Cringoli
et al., 2004; Pereckiene et al., 2007; Vadlejcl.e2011).



Il. Literaturiibersicht 10

4. Nachweismethoden vorDictyocaulusLarven

Methode der Wahl fur den Nachweis vDictyocaulusLarven aus Kotproben ist
das traditionelle Baermann-Auswanderungsverfahrefwei verschiedene
Modifikationen des Auswanderungsverfahrens sinden Literatur beschrieben.
Zum Einen kann ein Trichter, der sogenannte Baenrfgparat, verwendet
werden (Eysker, 1997; McKenna, 1999; Thienpont.ett890) und zum Anderen
ein einfaches Trichtergefall (McKenna, 1999). Bdidsieren auf demselben
Prinzip: Eine bestimmte Menge Fazes wird in Gazegewickelt und im
wassergefillten Trichter oder TrichtergefaR fur 30 36 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Zeit wendkes erste Larvenstadium
der Dictyocaulusspp. aus der Fazes und sinkt auf den Grund debtérhalses
bzw. -bodens. Beim Baermann-Apparat kann eine Klemndie den
Gummischlauch Uber dem Trichterhals verschliel3siebtig geldst werden und
einige Tropfen der Larvensuspension kdnnen auine@igiekttrager getropft und
untersucht werden. Bei Verwendung eines Trichtéfges wird die Gaze entfernt
und die Flussigkeit bis auf wenige Milliliter auserd Gefal3 abgesaugt.
AnschlieBend wird die zurlckbleibende Flussigkeitntessucht. Das
Auswanderungsverfahren ist sehr von der Motilitér ®ictyocaulusLarven
abhangig. Diese wird durch Kihlen der Proben nedpmeinflusst und somit wird
die Verwendung von frischen Kotproben empfohlensigy, 1997; McKenna,
1999; Rode und Jgrgensen, 1989).

Nur wenige Autoren verwenden andere Techniken DmytocaulusLarven
nachzuweisen. Lyons et al. (1995, 1972) bevorzudierFlotationsmethode mit
Zinksulfat (SG 1,22) zum Nachweis vén viviparus Samuel und Trainer (1969)
sowie Williams und Broussard (1995) benutzten elataionsverfahren mit
Zuckerlésung (SG 1,25 bzw. 1,27) zum Nachweis @otyocaulusLarven.
Jedoch wiesen Samuel und Trainer (1969) daraufdaas sie mit der Flotation

nur sehr wenige Larven nachweisen konnten.

Neben dem direkten Nachweis vDnviviparusLarven aus Fazes kann der Befall
auch mittels ELISA unter Verwendung von Serum- (#Hmitum et al., 2008) oder
Milchproben (Fiedor et al., 2009) diagnostiziertrden.
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5. FLOTAC — Ein neues Verfahren zum Nachweis von

Endoparasiten

5.1. Das FLOTAC-Verfahren

Die FLOTAC-Technik wurde von Cringoli 2006 erstngaliorgestellt (Cringoli,
2006). Die neue Diagnostikmethode basiert auf denzip der Flotation. Durch
Verwendung verschiedener Flotationslosungen  mit emsohiedlichem
spezifischem Gewicht ist es moglich samtliche Fermen Parasiten (Oozysten,
Eier, Larven und Zysten) gleichzeitig nachzuweisétringoli und seine
Mitarbeiter haben den Aufbau des FLOTAC-Apparates die Durchfiihrung der
koprologischen Diagnostik mit Hilfe der neuen Teakhrausfihrlich in
verschiedenen Fachzeitschriften publiziert (Cring2006; Cringoli et al., 2010).

Abb. 3. FLOTAC-Apparat und FLOTAC-Apparat unter dem Mikkop
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Die wesentlichen Arbeitsschritte des FLOTAC-Verfats sind folgende:

1.

10 Gramm Kot werden mit 90 ml Leitungswasser vechtisund
homogenisiert (Verdinnung 1:10).

Anschlieend wird die homogenisierte Ldsung durch eieb
(Maschenweite 250 bis 350 um) gegeben.

Mit der filtrierten Losung wird ein verschlieBbargentrifugenréhrchen
mit 11 ml befullt.

Das Zentrifugenréhrchen wird mit 170 g fur 3 Minutaentrifugiert.

5. Der Uberstand wird abgegossen und das Zentrifuheciién mit 11 ml

der gewunschten Flotationslosung befullt und vechtis

Nun werden beide Kammern des FLOTAC-Apparates evitejls 5 ml

Lésung befullt.

Der FLOTAC-Apparat wird durch Drehung der Lesesbhererschlossen
und mit 120 g fir 5 Minuten zentrifugiert.

AnschlieRend wird die Lesescheibe des FLOTAC-Apjeasraum 90°

gedreht und kann unter einem Mikroskop ausgewerteden.

Abb. 4. Schematische Darstellung des FLOTAC-Verfahrensnfofi et al.,

2010)
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Cringoli et al. (2010) empfehlen fir den Nachweisn vEndoparasiten von

Hauswiederkauern verschiedene Flotationsldsungen:

. _ Goldstandard:  Flotationslosung  mit
Parasit Nachweis » _
spezifischen Gewicht (SG)
Sucrose plus Kaliumtetraiodomercurat
Eimeriaspp. Oozysten
(SG 1,25)
Sheather’s Zuckerlésung (SG 1,20);
Magen-Darm- gesattigte Kochsalzlésung (SG 1,20);
_ Eier
Strongyliden Sucrose plus Kaliumtetraiodomercurat
(SG 1,25)
Zinksulfat (SG 1,20);
Monieziaspp. Eier
Magnesiumsulfat (SG 1,28)
Fasciola Zinksulfat (SG 1,35); Zinksulfat plus
_ Eier
hepatica Kaliumtetraiodomercurat (SG 1,45)
Calicophoron Zinksulfat (SG 1,35); Zinksulfat plus
_ Eier
daubneyi Kaliumtetraiodomercurat (SG 1,45)
Dicrocoelium _ . _
N Eier Kaliumtetraiodomercurat (SG 1,44)
dendriticum
Larven Zinksulfat plus Kaliumtetraiodomercurat
Lungenwurmer
(L1) (SG 1,45)

Tab 1.1:. Empfohlene Flotationsldsungen fur das FLOTAC-Veeréam fUr den

Nachweis von Endoparasiten bei Hauswiederk&uermer ukerwendung von

frischen Kotproben.

Seit der Einfihrung von FLOTAC wurde diese neue Hdde in zahlreichen

Studien der Veterindr- und Humanparasitologie amgeist.
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5.2. FLOTAC in der Veterinarparasitologie

In einer Vielzahl von veterindrmedizinischen Studveurde das neue FLOTAC-
Verfahren evaluiert und bereits als vollwertigesddiostikinstrument verwendet.
Unter anderem wurde das FLOTAC-Verfahren mit emtsipender
Flotationslésung mit klassischen Nachweismethodemglichen. Dabei konnten
Rinaldi et al. (2007a) und Gaglio et al. (2008)olgfeich auch die karnivoren
LungenwimerCrenosoma vulpisind Aelurostrongylus abstrususit FLOTAC
und unter der Verwendung von Zinksulfat (SG 1,28§vbvon Zinksulfat plus
Kaliumtetraiodomercurat (SG 1,45) nachweisen. Inddre Studien hat das
FLOTAC-Verfahren signifikant (p < 0,05) mehr Lungammlarven aus
Kotproben nachgewiesen als das Ubliche Baermanw&usderungsverfahren.
Beim Nachweis vonPassalurus ambiguusEiern in einem italienischen
Kaninchenbetrieb war FLOTAC (gesattigte Kochsalatitg SG 1,20) genauso
sensitiv wie die Tesafilm-Abklatsch-Methode (Rina&t al., 2007b). Hier hat
FLOTAC den Vorteil, dass eine frische Kotprobe almsm Kaninchenstall
entnommen werden kann und somit das Tier nicht g@dhandhabt werden muss,
wie beim Abklatschpraparat tblich. Mit FLOTAC (Zmsikfat, SG 1,35) konnten
auch mehrSpirocerca lupiEier aus Hundefdzes nachgewiesen werden als mit
modifizierten Flotationsverfahren (Traversa et &008). Fur Levecke et al.
(2009) war FLOTAC auch das sensitivste Diagnossikiiment zum Nachweis
von Trichuris trichiura aus Fézes von Affen. Sie verglichen das FLOTAC-
Verfahren (Zuckerlésung, SG 1,27), die McMasteridee (gesittigte
Kochsalzlosung plus Zuckerlosung, SG 1,22), einé Bther basierende
Anreichungsmethode sowie den Parasep® SF Testkieimander. Jedoch
bemerkten sie, dass das FLOTAC-Verfahren auch dibeita- und
zeitaufwendigste Methode von allen vier Verfahreh FLOTAC kann auch
erfolgreich zum Nachweis von Trematodeneiern eieigéswerden. In einer
Studie von Duthaler et al. (2010) war FLOTAC (ZinKat, SG 1,35) sensitiver

und schneller zum Nachweis vénhepaticaals die traditionelle Sedimentation.

Ausfiuhrliche Untersuchungen mit FLOTAC wurden autit verschiedenen
Flotationslésungen und unterschiedlich haltbar gdnemn Proben gemacht.
Rinaldi et al. (2010) verglichen frische, mit 5 %r#falin und mit 10 % Formalin
konservierte Proben sowie gefrorene Schaffazes uwwol3eg und kleine

Lungenwirmer nachzuweisen. Daflr verwendeten side-dOTAC-Methode, die
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direkte Flotation und die McMaster Methode mit jds/eneun verschiedenen
Flotationslosungen. FLOTAC ergab mit den Flotatiosgngen Zinksulfat plus
Kaliumtetraiodomercura{SG 1,45) und Zinksulfat (SG 1,20 und 1,35) bei
Verwendung von Proben, die mit 5 %igen Formalin desaiert wurden, die
zuverlassigsten Ergebnisse. Weiterhin verglichemaRli et al. (2010) FLOTAC
mit den Flotationslésungen Zinksulfat plus Kaliutra@domercurat (SG 1,45),
Zinksulfat (SG 1,20 und 1,35) und das Baermann-Aunslgrungsverfahren unter
Verwendung von frischen Kotproben. Alle drei Flaiaslésungen wiesen
signifikant (p < 0,05) hohere LpG-Werte nach als @aermann-Verfahren. In
einer anschlieBenden Studie evaluierten Rinaldil.ef2011) wieder FLOTAC,
McMaster und die direkte Flotationsmethode mit jgsvaeun unterschiedlichen
Flotationslésungen und denselben vier verschiedéwrservierungsmethoden.
Jedoch wurde diesmal die Sensitivitdt fDr dentriticum M. expansaund
gastrointestinale Nematoden untersucht. Mit der FAO-Technik wurden
immer ahnliche und sogar hohere EpG-Werte ermitilsitmit der McMaster-
Methode. Mit der direkten Flotation war es nichtgin¢h zuverlassig parasitare
Bestandteile nachzuweisen. Rinaldi et al. (2011)fehien deshalb den Gebrauch
von FLOTAC unter Verwendung von gesattigter Kochi§slung (SG 1,20) zum
Nachweis von Nematoden- und Cestodeneiern sowigttgge Zinksulfatlbsung
(SG 1,35) zum Nachweis von Trematodeneiern aushiis Schafkotproben.
Neben ovinen Endoparasiten wurden auch Studien Huindeparasiten
durchgefuhrt. Schnyder et al. (2011) verglichen métotationslésungen um
Angiostrongylus vasorumit FLOTAC nachzuweisen. Mit Zinksulfat (SG 1,20)
und Zinksulfat plus Kaliumtetraiodomercurat (SG5),4rhielten sie die meisten
Larven pro Gramm Kot. Jedoch wurde darauf hingesviesdass sich bei
Zinksulfat plus Kaliumtetraiodomercurat die Larvdaicht in ihrer Form
verandern. Weiterhin wurde die FLOTAC-Technik (AoKat, SG 1,20) mit der
McMaster-Methode, der direkten Flotation und dem erB@ann-
Auswanderungsverfahren verglichen. Dabei konntenFhOTAC hohere LpG-
Werte (p < 0,05) nachgewiesen werden als bei deteran drei Methoden.
Cringoli et al. (2011) machten eine ausfuhrlicheidét mit FLOTAC zum
Nachweis vorAncylostoma caninunNeun Flotationslésungen sowie frische, mit
5 % Formalin, mit 10 % Formalin, mit SAF-L6sung uoei -30 °C konservierte
Kotproben wurden verwendet um den Hakenwurm mitektdéar Flotation,
McMaster-Methode und FLOTAC nachzuweisen. Die hterhsEizahlen pro
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Gramm Kot (EpG) konnten mit der FLOTAC-Technik rfibchsalzlésung (SG
1,20) bei Verwendung von in 5 % Formalin konseteier Kotproben

nachgewiesen werden.

Die obengenannten Untersuchungen hatten alle dalsd®@ Nitzlichkeit und
Zuverlassigkeit von FLOTAC zu evaluieren. Schondbabch Einfuhrung der
FLOTAC-Technik wurde das neue Verfahren in unteestiichen Studien als
alleiniges Diagnostikinstrument eingesetzt. So esmete Keiser et al. (2008,
2010) FLOTAC (Zinksulfat plusKaliumtetraiodomercurat, SG 1,45) zum
Nachweis vorF. hepaticabei Schafen. Fur den Nachweis von Nematoden- und
Cestodeneiern bei Wasserbuffeln (Rinaldi et alQ9&) sowie Trematodeneiern
bei Schafen (Musella et al., 2011) kam FLOTAC mndFlotationsiésungen
Sucrose plus Kaliumtetraiodomercurat (SG 1,25) und Zinksaulf plus
Kaliumtetraiodomercurat (SG 1,45) zum Einsatz. AdBm verwendeten Rinaldi
et al. (2009b) in einer weiteren Studie FLOTAC (Kerosung, SG 1,25) fur den

Nachweis von Magen-Darm-Strongyliden bei Ziegen.

Die aufgefuihrten veterinarmedizinischen Studienehatlewiesen, dass es mit der
neuen FLOTAC-Technik moglich ist, zuverldssig paéss Bestandteile
nachzuweisen. Dabei waren die Nachweisraten fischegdene Parasiten (EpG
und LpG) mindestens genauso hoch oder sogar higharitaden herkdbmmlichen
Methoden. Es muss jedoch beriicksichtigt werders dessFLOTAC-Technik im
Vergleich zur McMaster-Methode zeit- und arbeitsigiver ist. Im Gegensatz
dazu, konnten mit der FLOTAC-Technik zuverlassiged schneller spezies-
unabhangig Lungenwurmlarven nachgewiesen werdenmél dem Baermann-

Auswanderungsverfahren.

5.3. FLOTAC in der Humanparasitologie

Auch in der Humanparasitologie kommt die FLOTAC-fie& vermehrt zum
Einsatz. Vor allem in Entwicklungslandern wird dague Verfahren zum
Nachweis von humanpathogenen Endoparasiten vertveRde den Nachweis
von Hakenwirmern wiéAncylostoma duodenalend Nector americanuswird
Natriumnitrat (SG 1,20) als Flotationslosung verdenn(Jeandron et al., 2010;
Knopp et al.,, 2009a, 2009b; Utzinger et al., 2008&n Nematodenlarven wie
Strongyloides stercoralisind Trematodeneier voBchistosoma mansonnd F.

hepatica nachzuweisen, wird entweder eine Kombination airkstlfat plus
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KaliumtetraiodomercuratSG 1,45) (Knopp et al., 2009a; Utzinger et al.0&0

oder nur Zinksulfat (SG 1,35) (Jeandron et al., OKnopp et al., 2009a)
verwendet. In allen Studien wurde die FLOTAC-Methanit den obengenannten
Flotationsldsungen verwendet und mit der herkénmmelic Kato-Katz Methode
verglichen. Dabei erwies sich FLOTAC in den alleeisten Fallen als die

sensitivere Nachweismethode.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Experiment 1 bis 4

Fur die nachfolgenden Experimente wurden frischépkanen von drei jungen
Rothirschen Cervus elaphys verwendet. Die Rothirsche wurden in
Freilandhaltung auf dem Gelande der Deer Reseanihder Massey University,
Palmerston North, Neuseeland gehalten. Auf den ®veldurden in den letzten
Jahrzehnten ausschlief3lich Rothirsche gezichtetit&ann eine Kontamination
mit D. viviparus ausgeschlossen werden. Mit Hilfe von Kotauffangbley die
mit einem Korpergeschirr am Rothirsch angebrachtdem, konnte die tagliche
Menge an produziertem Kot kontaminationsfrei gesathmerden. Es fand eine
natirliche Infektion vonD. eckerti und Magen-Darm-Nematoden statt. Die
Proben wurden ins Labor der Veterinarparasitologge Massey University,
Palmerston North, Neuseeland gebracht und ansehlik@ntersucht. Fir jedes
Experiment wurde die Kotprobe eines Rothirschesvgrdet. Im ersten Versuch
wurden funf verschiedene Flotationslésungen mit memen FLOTAC-Technik
verglichen. In den darauffolgenden drei Experimenteurden verschiedene
Flotationslosungen mit FLOTAC und den traditionelMethoden zum Nachweis
von Eiern und Larven gegeniber gestellt. Fir jedaliterung wurden 10

Wiederholungen durch gefihrt.

2. Modifizierte Baermann-Technik

Far die modifizierte Baermann-Technik wurden 4 GranKot in eine
chirurgische Gaze gewickelt und in einen konischiesszylinder (Durchmesser:
5 cm, Hohe: 7,5 cm, Volumen: 40 ml) gehangt. Dess#glinder wurde dann mit
Leitungswasser geflllt und anschliel3end fur 20 &uanbei 23 °C inkubiert.
Anschlielend wurde die Gaze mit Kot entfernt une diurtickbleibende
Flissigkeit vorsichtig bis auf ein Volumen von @5 ml mittels Pasteurpipette
(Raylab, Volumen = 3 ml, Neuseeland) abgesaugtséDiz5 ml wurden mittels
Pasteurpipette in eine Zahlkammer (Whitlock S.F.@.L Volumen = 2 ml,
Australien) Ubertragen und mit einer 100fach Velkgming unter einem
Mikroskop (Nikon YS2-H, Japan) untersucht. Die Suenmher gezahlterD.
eckertiLarven wurde durch vier dividiert um die Larvenkzplo Gramm Kot zu

erhalten.
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Abb. 5. Baermann-Verfahren mit konischen Messzylindern

3. Modifizierte McMaster-Methode

Zwei Gramm Kot wurden mit 28 ml gesattigter Koclkgaung (SG 1,20)
vermischt. Das Gemisch wurde durch ein Sieb (Masekée 250 um) gegeben
und der Rickstand verworfen. Unter Riuhren wurde Rilisat durchmengt und
gleichzeitig mit einer Pasteurpipette (Raylab, Viodin = 3 ml, Neuseeland)
aufgezogen um eine zwei-kammerige McMaster-Zahlkemn{CHALEX

Cooperation, Volumen = 0.3 ml, USA) zu beflllen.eDbefuliten McMaster-
Zahlkammern wurden fur 10 Minuten stehen gelas$®mvor sie untersucht

wurden. Jedes gezahlte Wurmei reprasentiert 50pesetsramm Kot.

4. FLOTAC-Technik

Die FLOTAC-Technik wurde ausfuhrlich von Cringoti &. (2006) beschrieben.
Fur die vorliegenden Experimente wurde das Verfaheeht verandert, um elf
verschiedene Flotationsldsungen, welche detailirerfTable 1* aufgelistet sind,
zu vergleichen. Finf Gramm Kot wurden mit 95 mltuegswasser zu einer
homogenen Flissigkeit vermischt (Verdinnung 1:Z0i Suspension wurde
durch ein Sieb (Maschenweite 250 um) gefiltert uBentrifugenréhrchen
(Greiner Bio-One, Volumen = 15 ml, Deutschland) eem mit 10 ml Suspension
befillt. Anschlieend wurden die Zentrifugenrohrchreit 470 g fur 3 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Dietrifisgenrohrchen wurden
dann mit 6 ml der jeweiligen Flotationslésung bkfiihd der Rickstand mittels
Vortex gut vermischt. Eine Kammer des FLOTAC-Appesawurde mit der
homogenisierten Losung unter Hilfe einer Pasteetpgp(Raylab, Volumen = 3
ml, Neuseeland) befillt. Der FLOTAC-Apparat wurdand mit 200 g fur 5
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Minuten zentrifugiert. Danach wurde die Untersudmsstheibe des FLOTAC-
Apparates um 90° Grad gedreht und die Lungenwukatasowie Nematodeneier
mit einer 100fach Vergréf3erung unter dem MikrosKblikon YS2-H, Japan)
gezahlt. Die Verwendung von 6 ml anstatt von dempfetienen 5 ml war
notwendig um die FLOTAC-Kammern vollstandig zu Befii und um
Luftblaschen zu vermeiden. Deshalb reprasentidg pezéahlte Larve bzw. jedes
gezéhlte Nematodenei 2,4 Larven bzw. Eier pro Grakoh Der Faktor 2,4
wurde davon abgeleitet, dass nur 5 ml vom Gesaomveh 6 ml untersucht
wurden. Folglich mussten die Summen der gezahl@wdn und Eier um den
Faktor 6/5 korrigiert werden. Weiterhin mussten Higebnisse mit dem Faktor
zwei multipliziert werden, da nur 5 Gramm Kot vendet wurde, anstatt den
empfohlenen 10 Gramm Kot. In Vorversuchen hat sggreigt, dass bei
Verwendung von 10 Gramm Kot die Flotationslésunglén FLOTAC-Kammer
haufig zu dicht war und damit das Erkennen der $P@rastadien erschwert wurde
oder sogar unmdoglich machte. Letztendlich wurdehdam Faktor 2,4 die Eier

bzw. die Larven pro Gramm Kot bestimmt.

5. Experiment 5

In Experiment 5 wurde das Baermann-Auswanderuntgwem und der
FLOTAC-Apparat verwendet um das erste Larvenstadivom D. eckerti
nachzuweisen. Nur Magnesiumsulfat (SG 1,28) wurtle Fdotationslosung
verwendet. Das Baermann-AuswanderungsverfahrendiemdLOTAC-Technik
wurden genauso wie in den vorherigen Experimentachdjefiihrt. Kotproben
wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen vom lgggidRothirsch gesammelt.
Die erste Kotprobe wurde in einem Kihlschrank b&C4ur 7 Tage gelagert und
anschlie3end untersucht. Die zweite Kotprobe wunthgehend untersucht. Fur

jede Evaluierung wurden zehn Wiederholungen dueftifgt.

6. Statistik

Die Ergebnisse der gezéhlten Wurmeier und Larven jgmem Experiment
wurden mittels ANOVA in Verbindung mit dem Turkeyedt fur multiple
Vergleiche mit = 0.05 analysiert. Alle Analysen wurden mit denodgtamm
Statistix 8 (Analytical Software, Tallahassee, USWsjchgefihrt.
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V. ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Untersuchungen, die im RahnesediArbeit hinsichtlich der
Validierung des FLOTAC-Verfahrens durchgefuhrt wend sind in einer
Veroffentlichung dargestellt, welche in einer wissehaftlichen Fachzeitschrift

mit Gutachtersystem publiziert wurde (ParasitolBggearch; Parasitol Res).

1. Publikation

Comparison of the FLOTAC technique with the McMaste method and the
Baermann technique to determine counts dDictyocaulus eckertL1 and

strongylid eggs in faeces of red deeCrvus elaphus

Parasitology Research
Eingereicht am: 30. Méarz 2010

Angenommen am: 20. April 2010

B. U. Bauer', W. E. Pomroy*?, J. Gueydorl, S. Gannad, I. Scott', K. Pfister?

YInstitute of Veterinary, Animal and Biomedical Suies, Massey University,

Private Bag 11-222, Palmerston North, New Zealand.

“Comparative Tropical Medicine and Parasitology, wWigdMaximilians-

University, Leopoldstr. 5, 80802 Munich, Germany.

3Corresponding author. Tel.: +64 6 350 7569; Fax4 66350 5616. E-mail

address: w.pomroy@massey.ac.nz
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V. DISKUSSION

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie demonstriglie Zuverlassigkeit der
neuen FLOTAC-Technik fur den gleichzeitigen  Naclsvei von
Lungenwurmlarven (L1) und Trichostrongylideneiebiese Fahigkeit wird durch
die Wahl der Flotationslésung beeinflusst. Bei\d&hl der Flotationslésung geht
es nicht darum ein Medium mit moéglichst hohem dtiem Gewicht zu
verwenden, sondern eine Ldsung zu verwenden welcherlassig
Parasitenbestandteile flotiert aber nicht unnoti§ehmutz. Es ist aul3erdem von
Vorteil, wenn der osmotische Druck nicht zu groR ®a sonst schnell Eier
kollabieren und moglicherweise zu Boden sinken. GroRen und Ganzen,
kénnen bei Verwendung der FLOTAC-Technik mit Magaesulfat (SG 1,28)
mindestens die gleichen Resultate erzielt werdesm it der McMaster-Methode
und dem Baermann-Auswanderungsverfahren. In eieamelfersuchen waren die
Resultate mit FLOTAC signifikant héher (p < 0,03% anit den traditionellen
Methoden. Die Verwendung der FLOTAC-Technik bedeatech, dass beide
parasitaren Bestandteile gleichzeitig mit einemf&f@en nachgewiesen werden
kbnnen und eine lange Inkubationszeit von 30 bis S36nden wie beim
Baermann-Verfahren nicht notwendig ist. Somit diirgebnisse mit FLOTAC in
kirzerer Zeit verfigbar als mit der Baermann-TekhfGaglio et al., 2008).
Jedoch muss berucksichtigt werden, dass die Vetange von Proben mit
FLOTAC mit einem gewissen Arbeits- und Kostenaufdvaerbunden ist. Speich
et al. (2010) bendétigten 28 Minuten und 14 Sekunfderdie Verarbeitung und
Auswertung einer Probe mit dem FLOTAC-Apparat. @eraler anfangliche
Umgang mit dem FLOTAC-Apparat verlangt eine gewigbaing und deswegen
muss sogar mit einer langeren Arbeitszeit gereclusetien. Zusatzlich ist eine
entsprechende Laborausristung, wie eine passendatrifdge und
unterschiedliche Flotationslésungen, fir das FLOTW&fahren notwendig
(Cringoli et al., 2010; Knopp et al., 2009a). Diesn besonders in Landern mit
mangelnder Infrastruktur nicht immer gew&hrleistetrden (Cringoli et al.,
2010). Aufgrund der Verwendung von einfachen Utlersi (Trichter mit
Gummischlauch und Klemme, Gaze, Wasser, Objekitfyélgeim Baermann-
Verfahren und der sehr simplen Durchfihrung, istr dérbeits- und
Kostenaufwand beim Baermann-Auswanderungsfahrewrigex als bei der
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FLOTAC-Technik.

Rothirsche und Schafe infizieren sich zum GroBteil mit d@hnlichen Helminthen
(Swanson et al., 2007). Interessanterweise wird Magnesiumsulfat (SG 1,28) weder
zum Nachweis von Lungenwiirmern noch von Magen-Darm-Strongyliden von
Hauswiederkiduern empfohlen (Cringoli et al., 2010). Rinaldi et al. (2010) konnten
mit Magnesiumsulfat (SG 1,28) nur sehr miBig ovine Lungenwiirmer nachweisen.
Da eine Unterscheidung zwischen Dictyocaulus filaria und Protostrongyliden
nicht durchgefiihrt wurde, lésst sich iiber den Einfluss der kleinen Lungenwiirmer
auf den niedrigen LpG-Wert mit Magnesiumsulfat nur spekulieren. Aufgrund
unterschiedlicher Radien von Zentrifugenrotoren ist es ratsam, nicht die
Zentrifugationsgeschwindigkeit (r.p.m.) anzugeben sondern den Rotoren
unabhingigen Wert g (Mittlere Erdbeschleunigung) zu verwenden. Damit kann
eine einheitliche Zentrifugation der Proben garantiert und mégliche Fehlerquellen
minimiert werden (Vadlejch et al., 2011). Rinaldi et al. (2010) sowie Cringoli et
al. (2010) zentrifugieren die Zentrifugenrohrchen mit 170 g und den FLOTAC-
Apparat mit 120 g. Die vorliegende Studie basiert auf der Grundlage der
Erstveroffentlichung  von  Cringoli  (2006). Die dort empfohlenen
Zentrifugationsgeschwindigkeiten sind in r.p.m. angegeben und wurden fiir diese
Studie in g umgerechnet unter Beriicksichtigung der verwendeten Zentrifuge (IEC
Centra 8 Benchtop Centrifuge, Thermo Scientific, USA). Somit ergaben sich
Werte fiir g von 470 bzw. 200. Die Zentrifugation von Proben nimmt einen
mafBgeblichen Einfluss auf das spitere Ergebnis. So konnten hohere EpG-Werte
erreicht werden, wenn bei der McMaster-Methode noch eine Zentrifugation als
zusitzlicher Arbeitsschritt verwendet wurde (Pereckiene et al., 2007; Vadlejch et
al., 2011). In der vorliegenden Arbeit wurden hohere Werte fiir g verwendet als
von Cringoli et al. (2010) beschrieben. Dieser Unterschied konnte einen Einfluss
auf die EpG- bzw. LpG-Werte haben und letztendlich auch fiir die fehlende

Empfehlung von Magnesiumsulfat (SG 1,28) verantwortlich sein.

Weiterhin konnten Rinaldi et al. (2010) mit Zinksulfat (SG 1,35) zuverldssig
Lungenwurmlarven nachweisen, jedoch erzeugte dieselbe Flotationslosung nur
niedrige EpG-Werte (Rinaldi et al., 2011). Somit ist die Verwendung einer
Flotationslosung fiir den gleichzeitigen Nachweis, wie es beim Rothirsch moglich
ist, fiir ovine Nematoden nicht empfehlenswert. Dariiber hinaus muss schon vor

der Untersuchung der Kotproben klar sein, welche Parasitenspezies nachgewiesen
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werden soll um die optimalste Flotationslésung eomenden. Dies bedeutet fur
Hauswiederkauer genau genommen die Verwendung wen unterschiedlichen

Flotationslosungen fir den Nachweis von Tremato&nempfehlen Cringoli et

al. (2010) Zinksulfat (SG 1,35) fur den Nachweisnvé. hepatica und

Kaliumtetraiodomercurat (SG 1,44) fur den Nachweis D. dentriticum

Die FLOTAC-Technik ist eine Modifikation des direkt Flotationsverfahrens bei
der ein Reagenzglas mit fakaler Losung bis zu éinarvexen Oberflache befllt
und flr eine bestimme Zeitspanne mit einem Deckghgedeckt wird.
AnschlieBend wird das Deckglas auf einen Objek#trégpertragen und unter
einem Mikroskop ausgewertet. Das Problem bei dewéotionellen Flotation
besteht darin, dass fiir gewohnlich nicht alle ptieen Bestandteile Gbertragen
werden. AufRerdem lasst sich ein Reagenzglas mitkdlex schwierig
zentrifugieren. Bei der FLOTAC-Technik wird die ab® Schicht der
Flotationslosung erfolgreich abgetrennt, indem dbere Teil des FLOTAC-
Apparates vor Untersuchung um 90° Grad gedreht.vidrds macht es mdglich,

parasitare Bestandteile nur durch eine dinne [gkssgsschicht zu untersuchen.

Fur den Nachweis von Trichostrongylideneiern wurdeme Reihe von
verschiedenen Methoden beschrieben. Alle basierefsiol3en und Ganzen auf
der Flotation in einer Zahlkammer. In der vorlieden Studie wurde ein
Vergleich mit der modifizierten McMaster-Methodenggcht. Als haufigstes wird
gesattigte Kochsalzlésung (SG 1,20) als Flotatiediom fir diese Methode
verwendet (Dunn, 1978; MAFF, 1986; Pereckiene gt2007; Stafford et al.,
1994). Jedoch konnen auch andere Flotationslésudgiir verwendet werden
(Cringoli et al., 2004). In Neuseeland wird die &é&gte Kochsalzlosung fur die
McMaster-Methode sowohl in Diagnostik- sowie Forsufslabors verwendet
und deshalb wurde diese Flotationslésung fur demglgieh mit FLOTAC fur den
Nachweis  von  Trichostrongyliden  eingesetzt. Die sghredenen
Flotationslosungen fur das FLOTAC-Verfahren wurteneits von Cringoli et al.
(2004) hinreichend beschrieben. Allerdings wurdelotafionslésungen, die
Formalin oder Quecksilber beinhalten, aus entsasgi@chnischen Grinden nicht
verwendet. Cringoli et al. (2004) bevorzugten Riotasl6sungen mit Sucrose fur
den Nachweis von Eiern mit der McMaster-MethodewOid Sucrose (SG 1,20)
mit FLOTAC nicht direkt mit McMaster (gesattigte &wsalzlésung, SG 1,20) in
dieser Studie verglichen wurde, scheint es keirn®gn Unterschiede zwischen
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beiden zu geben. Im direkten Vergleich von Sucrased gesattigter
Kochsalzlosung mit dem FLOTAC-Apparat konnten imp&sment 1 mit
Sucrose (SG 1,20) mehr Eier nachgewiesen werdemrs [hestatigt die
Beobachtungen von Cringoli et al. (2004). Die Vemdieng von Sucrose mit
hoherer spezifischer Dichte in Kombination mit amgbe Salzen flhrte in der
vorliegenden Studie dazu, dass zu viel Schmutzeftotvurde und deshalb die

Flassigkeit zu dunkel war um Eier und Larven eihfaa erkennen.

In Experiment 2 und 3 ergab die McMaster-Methodénelné Eizahlen als
FLOTAC unter Verwendung von Magnesiumsulfat (S&),dedoch waren diese
Unterschiede nicht signifikant. Im Experiment 4gteisich genau das Gegenteil.
FLOTAC mit Magnesiumsulfat konnte signifikant (p0s05) mehr Eier ermitteln
als McMaster. Weiterhin konnte in Experiment 1 miier gesattigten
Kochsalzlésung (SG 1,20) und FLOTAC weniger Eiex(p,05) nachgewiesen
werden als mit Magnesiumsulfat. Der verwendete dukationsfaktor von 50
bei der McMaster-Methode ist offensichtlich grokr der verwendete Faktor 2,4
mit dem FLOTAC-Apparat. Logischerweise ergibt eleitker Unterschied bei der
Zahlung der Eier einen grof3en Unterschied bei degelihissen. Dies ist
moglicherweise auch die Ursache fur die &hnlichesuRate der Eizahlen in
Experiment 2 und 3. Keine signifikanten Unterschiedurden beim Vergleich
von McMaster und FLOTAC mit Magnesiumsulfat (SG 8),2Sucrose plus
Natriumnitrat (SG 1,35), Natriumnitrat plus Natrisohwefelsulfat (SG 1,45)
sowie Sucrose plus Natriumnitrat plus Natriumsclalgefifat (SG 1,45)
festgestellt. Jedoch flotierten diejenigen Flotasibsungen mit hoherem
spezifischem Gewicht auch mehr Schmutz. Zusatdicas FLOTAC-Verfahren
aufgrund seines kleinen  Multiplikationsfaktor —auchdie = genauere

Nachweismethode.

Die FLOTAC-Technik unter Verwendung von Flotatigigingen mit

spezifischem Gewicht von héher als 1,20 waren itgekheinen erfolgreicher im
Nachweis von Lungenwurmlarven als das Baermanna¥ieeh. Letztendlich hat
FLOTAC mit Magnesiumsulfat (SG 1,28) die hoéchstez&m an Larven

nachgewiesen, verglichen zu den anderen verwenéétationslésungen. Einige
Flotationslésungen mit dem gleichen spezifischewiG# ergaben signifikant (p
< 0,05) unterschiedliche Ergebnisse an Larven pam@& Kot. Dies stimmt mit

der Feststellung von Cringoli et al. (2004) Ubereiass nicht nur das spezifische
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Gewicht sondern auch die Art bei der Wahl der Fiotsl0sung eine Rolle spielt
und damit auch fir die Zuverlassigkeit beim Naclwebn Parasiten. Die
Zuckerlésung (SG 1,20) in Experiment 1 konnte a&. adie Halfte der Larven
nachweisen im Vergleich zu Magnesiumsulfat (SG X1,Z8 einem ahnlichen
Ergebnis kamen auch Samuel und Trainer (1969). eDiemnnten mit einer
Zuckerlésung (SG 1,27) auch nur eine kleine Anzainl Larven diagnostizieren.
In Experiment 3 war es mdoglich mit Zuckerlésungeit e@inem spezifischem
Gewicht von 1,35 oder hoher eine grof3e Anzahl varvén zu flotieren. Jedoch
flotierten diese Losungen auch viel Schmutz, waereimaligeblichen Einfluss

auf die Zahlgenauigkeit hatte.

Lyons et al. (1995, 1972) bevorzugten in beiderdi®tudas Flotationsverfahren
mit Zinksulfat (SG 1,22). Sie konnten damit mehnganwurmlarven nachweisen
als mit dem Baermann-Verfahren. Au3erdem gelanres sogar ungeschliipfte
Lungenwurmeier aus der Kotprobe zu entdecken. tnvddiegenden Studie war
FLOTAC mit Zinksulfat (SG 1,20) sensitiver als diBaermann-Technik.

Zinksulfat (SG 1,20) wies weniger Lungenwurmlarveath als Magnesiumsulfat
(SG 1,28). Der Unterschied war jedoch nicht sidatfit.

In Experiment 5 gab es keinen signifikanten Untaest von FLOTAC mit
Magnesiumsulfat (SG 1,28) zwischen der Larvenanzald einer frischen
Kotprobe und der aus einer sieben Tage bei 4 °@ggden Kotprobe. Im
Gegensatz zum Baermann-Verfahren ist die FLOTAChiicvon der Motilitat
der Larven unabhéngig. Es wird vermutet, dass dauzierte Larvenmotilitat
verantwortlich ist fir den niedrigen Larvennachwk&m Baermann-Verfahren
mit gelagerten Proben. Larven vdictyocaulusspp. werden durch niedrige
Lagertemperaturen negativ beeinflusst und somi wie Nachweisrate reduziert
(Eysker, 1997; Rode and Jgrgensen, 1989). Die Biggb in der vorliegenden
Studie zeigen, dass FLOTAC mit Magnesiumsulfat ($@8) immer noch
zuverlassig Lungenwurmlarven nachweist, unabhadgigpn ob diese frisch oder
fir sieben Tage bei 4 °C gelagert wurden. FuUr daserfBann-
Auswanderungsverfahren sind frische Kotproben umiggchotwendig. FLOTAC
kann unabhangig davon zuverlassig Lungenwurmlanaahweisen. Dies ist vor
allem von Vorteil, wenn Proben aus dem Feld eirigkteverden. Zum selben
Ergebnis kamen auch Gaglio et al. (2008) als si© FAC und Baermann
miteinander verglichen urA. abstrusugL1) aus Katzenkotproben nachzuweisen.
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Diese Studie hat auch gezeigt, dass eine KuhlungMC fir die Konservierung
ausreichend ist und somit auf den Einsatz von gsitsschadlichem Formalin,
wie es von Rinaldi et al. (2010) eingesetzt wirekzichtet werden kann.

Mit FECPAK wird eine modifizierte McMaster-Metho#temmerziell angeboten,
damit Kotproben an Ort und Stelle selbst untersuahtlen kdnnen (Mackintosh
und Tolentino, 2009). Im Gegensatz zur McMasteriidde wird fur die
FLOTAC-Technik ein gut ausgestattetes Labor mit tdRimge bendtigt.
Zusatzlich zum technischen Aufwand ist der Zeitaurfd mit FLOTAC hoher als
mit der McMaster-Methode. Levecke et al. (2009) rféh einen direkten
Vergleich zwischen beiden UntersuchungsmethodechdWafir wurde die Zeit
fur die Aufarbeitung und Untersuchung fir acht Kotgen gemessen. Flr die
McMaster-Methode wurden durchschnittlich 4 Minutero Probe und flr die
FLOTAC-Technik beinahe 10 Minuten je Probe benttgimit ist das FLOTAC-
Verfahren mit einem hoherem Zeit- und Kostenaufwatsl die McMaster-
Methode verbunden (Levecke et al., 2009).

Insgesamt ist der FLOTAC-Apparat ein zuverlassiDeggnostikinstrument zum
Nachweis von parasitaren Bestandteilen aus Féazeés. M@rwendung von
FLOTAC mit Magnesiumsulfat (SG 1,28) ergab mindestédie gleiche Eizahl
wie die McMaster-Methode und konnte im Allgemeinaehr D. eckerti (L1)
nachweisen als die traditionelle Baermann-Techhik. Ubliche Hirschparasiten
ist FLOTAC ein nutzliches Diagnostikinstrument Hotuntersuchung besonders
fur Proben aus dem Feld. Mit FLOTAC und Magnesiufasy(SG 1,28) ist es
gelungenD. eckerti (L1) und Trichostrongylideneier gleichzeitig zulessig
nachzuweisen. Fur weitere Spezies sind zusatzlisttersuchungen notwendig,
um eine geeignete Flotationslésung fir die beteiigParasiten zu finden.
Ausfuhrliche Erfahrungsberichte Gber den Nachweis Protozoen mit FLOTAC

fehlen noch.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die kommerzielle Rothirschhaltung in Neuseeland d& groRte weltweit.
Dictyocaulus eckertiund Magen-Darm-Strongyliden sind die parasitaren
Hauptursachen fir Verluste bei Jungtieren und Adeset Das FLOTAC-
Verfahren wurde als neues Diagnostikinstrument daohweis von Parasiten im
Kot entwickelt. Kotproben von jungen Rothirschenreen verwendet um die
Anzahl vonDictyocaulustarven und Trichostrongylideneiern zu bestimmerr. Fu
FLOTAC wurden 11 verschiedene Flotationsldsungeh emem spezifischem
Gewicht (SG) zwischen 1,20 und 1,45 verwendet unt dam Baermann-
Auswanderungsverfahren  sowie  der  McMaster-Methodegesdttigte
Kochsalzlésung, SG 1,20) verglichen. Zusatzlich dearDictyocaulusLarven
aus frischem sowie aus 7 Tage bei 4°C gelagerterh rfittels FLOTAC
(Magnesiumsulfat, SG 1,28) und Baermann-Apparatitegitn Die Anzahl an
Wurmeiern in einem Gramm Kot mit verschiedenen dionhslosungen bei
FLOTAC und der McMaster-Methode unterschieden selum. Die Zahlen
nachgewiesener Lungenwurmlarven mit verschiedenetattonsliosungen bei
FLOTAC sowie dem Baermann-Verfahren wichen jedooheinander ab. Die
meisten Flotationslésungen mit einem spezifischewiGht von 1,20 flotierten
weniger Lungenwurmlarven (p < 0.05) als Lésungeh miherem spezifischem
Gewicht. Magnesiumsulfat (SG 1,28) ergab konstatiehDurchschnittswerte an
DictyocaulusLarven. Der Nachweis von Lungenwurmlarven mittels
Magnesiumsulfat (SG 1,28) war sensitiver als dagrBann-Verfahren bei
frischer sowie gelagerter Féazes. Insgesamt liefdt@TAC mit Magnesiumsulfat
(SG 1,28) hohere Larvenzahlen als das Baermanraienh und war eine ebenso
zuverlassige Methode zum Nachweis von Trichostrbdgyeiern wie die
McMaster-Methode.
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VII. SUMMARY

New Zealand’s deer industry is the biggest worlawidictyocaulus eckertand
gastrointestinal nematodes are the main parastisec for losses of calves and
weaners. The FLOTAC flotation technique has beemoduced as a new
diagnostic tool to detect parasitic elements framacks. Samples from naturally
infected young deer were used for countidigtyocauluslarvae and strongylid
eggs. The FLOTAC technique, using eleven differiiotiation solutions with
specific gravities (sg) between 1.20 and 1.45, e@mpared with the Baermann
technique and the saturated sodium chloride (d8) b&sed McMaster method. In
addition, a comparison was made between the FLOT&Ehnique with
magnesium sulphate (sg 1.28) and the Baermanniteshror larval recovery
from faeces that were examined on the day of didle®r after 7 days storage at
4 °C. On the whole egg counts between the FLOTA@gudifferent flotation
solutions and the McMaster were unremarkable. imrest, variations of larval
counts were detected between different flotatiolutsms as well as with the
Baermann technique. Most flotation solutions witts@ecific gravity of 1.20
floated significantly fewer lungworm larvae (p <0B) compared to flotation
solutions with a higher specific gravity. Magnesiusulphate (sg 1.28)
consistently produced the highest mean larval cumt all conducted
experiments. Larval counts using magnesium sulpfsatel.28) were higher than
with the Baermann technique both on the day ofectibn and after 7 days.
Overall, the use of magnesium sulphate (sg 1.28) RLOTAC for larval counts
resulted in higher counts than the Baermann regaeehnique and was the better
choice of those flotation solutions examined. Femtiore, magnesium sulphate
(sg 1.28) was also reliable for strongylid egg dete with the FLOTAC

apparatus.
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