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1. Einleitung

Bei Pferden und anderen Equiden kommen eine Reihe unterschiedlicher Endoparasiten vor.
Neben den Trematoden und Cestoden sind jedoch Vertreter der Nematoden vorherrschend,
speziell der Pferdespulwurm (Parascaris spp.) und die kleinen Strongyliden (v.a.
Cyathostominae) werden zurzeit, entsprechend der Meinung vieler Parasitologen, als die
wichtigsten Parasiten beim Pferd angesehen (Peregrine et al., 2014). Aufgrund der
negativen Auswirkungen der Parasiten auf den Wirt, wie Leistungseinbuf3en und
Gewichtsverlust bzw. Verringerung der Gewichtszunahme, Kolik oder Durchfall, ist die
Bekampfung ein wichtiges Thema (Stromberg et al., 2012; Gasbarre & Douvres, 1987).
Anders als bei den Nutztieren, bei denen der wirtschaftliche Verlust im Vordergrund steht,
geht es beiden in Deutschland Uberwiegend als Sport- oder Freizeitpartner eingesetzten
Pferden um die individuelle Gesunderhaltung und Leistungsfahigkeit. Die chemische
Parasitenbekampfung mit Anthelminthika steht dabei gegenwértig im Vordergrund. In der
Vergangenheit wurde vor allem eine planmalige Behandlung vier Mal im Jahr empf ohlen
(Hertzberg et al., 2014).

Durch die haufige, meist uniiberlegte Anwendung der wenigen fir Pferde zugelassenen
Produkte durch die Pferdehalter, schreitet die Entwicklung von Resistenzen immer weiter fort
(Geurden etal., 2014; Molento et al., 2012; von Samson-Himmelstjerna, 2012; Brady and
Nichols, 2009; Lyons et al., 1999; Sangster, 1999; Waller, 1987). Unter Fachleuten besteht
derzeit Einigkeit, dass ein Strategiewechsel in der Helminthenkontrolle nétig ist (Hertzberg et
al., 2014). Hierbei werden verschiedene Ansétze verfolgt. Die selektive Entwurmung ist eine
Mdglichkeit, den Einsatz von Wurmmitteln und somit die Resistenzentwicklung, zu
reduzieren (Larsenetal., 2011). Bei dieser werden nur Pferde entwurmt, die Eier von
Magen-Darm-Strongyliden (MDS) Uber einem bestimmten Grenzwert ausscheiden. Es kann
so, in der jeweiligen Pferdegruppe, mit deutlich weniger Entwurmungen eine Reduktion der
gesamten Wurmeiausscheidung erreicht und somit die Weidekontamination verringert
werden. Aufgrund der nétigen regelmafigen Kotuntersuchungen aller Pferde ist der zeitliche
und finanzielle Aufwand grof3er, was eine Ablehnung vieler Pferdehalter zur Folge hat.
Zudemwerden die Parasiteneier intermittierend ausgeschieden und es gibt keine Korrelation
zwischen der Hohe der Eiausscheidung und der Wurmbirde im Pferd. Es besteht also die
Gefahr, dass beim Einzeltier Infektionen unerkannt und nicht behandelt werden. Da diese
Methode speziell gegendie kleinen Strongyliden abzielt, muss des Weiteren die
Bekampfung anderer Endoparasiten, wie Spulwiirmer, Bandwirmer oder Magendasseln,
zusétzlich erfolgen. Bei Fohlen und Jungpferden bis funf Jahren wird, aufgrund des erhéhten
Parasitenbefalls speziell mit Spulwirmern, weiterhin die regelmafiige strategische
Behandlung empfohlen (Hertzberg et al., 2014; Nielsen et al., 2014a; Schneider et al., 2014;
Nielsen, 2012; Fritzen et al., 2010).

Der Bedarf an alternativen Bekampfungsmethoden bestehtund kann in Zukunft bei
abnehmender Wirksamkeit der Anthelminthika noch steigen. Die chemotherapeutische
Bekampfung tétet die Parasiten im Wirt ab und unterbindet somit eine weitere Vermehrung
und Ausscheidung von Vermehrungsprodukten. Eine weitere Méglichkeit bestehtdarin, in
den externen Entwicklungskreislauf der Parasiten einzugreifen, mit dem Ziel infektiose
Stadien zu eliminieren bzw. zu reduzieren und somit einer Infektion der Pferde vorzubeugen.
Dieser Ansatz kann fir die kleinen Strongyliden als Weideparasiten unter der Bezeichnung
weidehygienische Malihahmen zusammengefasst werden. An erster Stelle steht hier die
Entfernung des Pferdemists von der Weide und somit auch die Entfernung der darin
enthaltenen Parasitenstadien, um den Infektionsdruck auf der Weide zu senken (KTBL,
2012; Love and Duncan, 1991; Herd, 1986). Ein weiterer Ansatz, die Kalkstickstoffdiingung
der Weide, sollin dieser Arbeit untersuchtwerden. Kalkstickstoff reagiert tiber
Zwischenprodukte, unter anderem Cyanamid, zu pflanzenverfigbarem Ammoniumund
Nitrat. Cyanamid ist toxisch fir Organismen und totetin ausreichender Dosierung
Parasitenlarven ab (Podstatzky, 2013; Podstatzky, 2012; Bauer, 2006; Gevrey, 1965;
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Pecheur, 1962). Verschiedene Studien hauptsachlich mit Wiederk&uern und deren
Weideparasiten weisen auf eine Reduzierung der Larvenstadien auf der Weide durch
Kalkstickstoffdingung hin (Cabaret and Mangeon, 1994; Brozeit and Wieners, 1976; Leiper,
1937). Dies soll in der vorliegenden Arbeit auch fir Strongyliden der Pferde getestet werden.
Bei guter Wirkung ware die Kalkstickstoffdingung eine Mdglichkeit, die Zahl der infektiosen
Parasitenstadien auf der Weide zu senken und somit Helmintheninfektionen bei den Pferden
zu vermindern. Auch die Akzeptanz der Pferdehalter flir eine solche Anwendung wére
vermutlich recht grof3, da eine Diingung intensiv genutzter Pferdeweiden meist jahrlich
notwendig ist und man somit die Weidepflege und —hygiene sehr gut vereinbaren kdnnte.
Durch eine solche weidehygienische Malinahme, kombiniert mit einer durchdachten
Entwurmungsstrategie, liel3e sich der Einsatz von Anthelminthika deutlich reduzieren und
somit die Resistenzentwicklung aufhalten.



2. Literaturubersicht

2.1. Wichtige Helminthosen der Equiden

2.1.1. Strongyliden

Zur Familie der Strongylidae zahlt man die Unterfamilie der Strongylinae mit den Arten der
Gattung Strongylus, welche allgemein als ,grof3e Strongyliden“bekannt sind. Strongylus
vulgaris, Strongylus equinus und Strongylus edentatus sind die drei wichtigen Vertreter beim
Pferd. Weitere zugehdrige Gattungen sind Oesophagodontus, Triodontophorus,
Bidentostomum und Craterostomum, deren Larven jedoch keine Kérperwanderung
unternehmen (Lichtenfels et al., 2008).

Desweiteren findet man die Unterfamilie der Cyathostominae, die sogenannten ,kleinen
Strongyliden® mit wiederum vielen weiteren Gattungen und Arten (Blackhall et al., 2006).

Bei den Equiden sind tber 50 Arten der kleinen Strongyliden bekannt, zehn davon jedoch
nur in Eseln und Zebras vorkommend (Lichtenfels et al., 2002). Eine Spezifizierungund
Uberarbeitung der Taxonomie und Entdeckungen neuer Spezies wird vor allem durch Hilfe
neuerer molekularbiologischer Techniken ermdglicht.

Mischinfektionenvon mehreren Cyathostominae-Spezies sind die Regel. Bis zu 29 Arten
konnten bisher gleichzeitig aus einem Wirt identifiziert werden (Lichtenfels et al., 2002).

Tabelle 1: Einordnung der Pferdestrongyliden (Deplazes et al., 2012a)

Metazoa
Helminthen
Stamm Nematoda
Klasse Secernentea
Ordnung Strongylida
Uberfamilie Strongyloidea
Familie Strongylidae
Unterfamilie Strongylinae Cyathostominae (kleine
Strongyliden
Gattung Strongylus spp. (grof3e Cyathostomum,
Strongyliden) Cylicocyclus, etc.
Art S. vulgaris, S. edentatus, S. | Cylicocyclus nassatus,
equinus Cyathostomum coronatum,
Cylicostephanus spp.

2.1.1.1. Morphologie

Nematoden der Famile Strongylidae sind typischerweise an ihrer grof3en, von einem
doppeltem Blétterkranz (Coronaradiata) umgebene Mundkapsel, sowie der gut entwickelten
Bursa copulatrix der Mannchen mit 2 langen diinnen Spicula zu identifizieren (Deplazes et
al., 2012a).

Die gelb-weil3en, teils auch rétlich gefarbten kleinen Strongyliden sind zwischen 0,5 und
1,5 cm (Weibchen) bzw. 0,5 und 2,0 cm (Mannchen) lang. Bei einigen Gattungen kénnen die
Mannchen eine Lange von bis zu 3 cm, die Weibchen bis zu 2 cm erreichen. Die
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Mundkapsel der kleinen Strongyliden ist weniger stark ausgepréagt wie die der Strongylus
spp. und tonnenférmig, rechteckig oder zylindrisch geformt (Blrger, 2006a).

Mit einer Lange von 1,0 - 5,0 cm Uberschneidet sich die Grof3e der grof3en Strongyliden mit
der Grol3e der Cyathostominae. Jedoch sind diese eher gelb-braunlich geféarbtund deutlich
an ihrer grofRen, dickwandigen Mundkapsel zu unterscheiden (Deplazes et al., 2012a).
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Die Eier der gro3en sowie der kleinen Strongyliden entsprechen dem Typ der MDS-Eier. Sie
sind mit einer Lange von 60 - 80 um und einer Breite von ca. 40 pum mittelgrof3. Sie besitzen
eine dinne Schale und beinhalten Furchungszellen oder, im fortgeschrittenen Stadium, die
erste Larve (L1) vor ihrem Schlupf.

Durch jeweils eine Hautung (Ecdysis) entwickelt sich Gber vier Larvenstadien (L1 bis L4) der
praadulte Wurm, welcher ohne weitere Hautung in das Stadium des adulten Wurmes
Ubergeht. Die Entwicklung zur dritten, infektiosen Larve (L3) ist durch eine unvollstandige
Hautung gekennzeichnet, weshalb die L3 von einer Scheide umhulltist (Deplazes et al.,
2012a; Lucius, 1997; Clayton, 1986). Typisch fur Pferdestrongylidenlarven ist der lange
Scheidenschwanz, wodurch man sie leicht von anderen Parasitenlarven und
Bodennematoden abgrenzen kann. Die 800-1000 um langen Drittlarven grof3er und kleiner
Strongyliden lassen sich anhand morphologischer Merkmale und vor allem durch die Anzahl
ihrer Mitteldarmzellen voneinander unterscheiden, wie Tabelle 1 zu entnehmen ist (Kornas et
al., 2009a; Russell, 1948).

Tabelle 2: Morphologie des dritten Larvenstadiums grof3er und kleiner Strongyliden
(Schnieder, 2006)

Formund Oesopha- | Mitteldarm- Hinterende | Scheidenschwanz/
GroRe gus zellen Verhéltnis: Koérper
zu Schwanzende
Kleine Plump, Kklein, | Lang, Cyathostomi | Pl6tzlich Fadenfdrmig, sehr
Strongyliden | um 850 um | filariform | nae: 8 verjlingt lang /1,5:1
lang und
. Andere
24 um breit Kleine
Strongyliden:
12-20
S. edentatus | Ziemlich Ziemlich 20 (meist Sehr Fadenfdrmig,
schlank, lang, undeutlich) allmahlich mafig lang / 2:1
klein, um filariform verjungt
800 um




S. equinus | Sehr Lang, 16 Sehr Fadenfdrmig, kurz
schlank, filariform allmahlich /2,8:1
grof3, um verjungt
1000 pm
S. vulgaris Plump, grof3, | Kurz, 32 (sehr Allmahlich Fadenformig, kurz
um 1000 um | filariform | deutlich, verjlingt /2,5:1
dunkel
granuliert)

2.1.1.2. Vorkommen

Strongyliden kommen weltweit in Pferdebestanden vor. Auf Bestandsebene kann man von
einem ubiquitéren Vorkommen ausgehen (Relf et al., 2013; Gawor, 2000; Lyons et al.,
1999), bei Einzeltieruntersuchungen kann diese schwanken, liegt jedoch meist zwischen

50 - 100 %. So lag die Pravalenz von Strongyliden bei einer Untersuchung von 22 Gestiiten
in England bei 56 % (Relf et al., 2013), bei 400 Schlachtpferden in Deutschland bei 60,8 %
(Rehbein et al., 2013) und in tropischen Gebieten bei bis zu 94 % (Kyvsgaard et al., 2011;
Upjohn et al., 2010). Untersucht man nur die Fohlen mit einem Alter unter einem Jahr liegen
die Werte meist niedriger. 32 % der untersuchten Fohlen in Kentucky waren positiv fir MDS,
zusaétzlich liegen jedoch héaufig Infektionen mit Parascaris spp. und Strongyloides westeri vor
(Lyons etal., 2006).

Der Befall und die Hohe der Eiausscheidung ist stark vom Alter des Wirts, Zeitpunkt der
letzten Entwurmung und von der Weidehygiene abhangig. Auch saisonale Unterschiede und
der geografische Standort spielen eine Rolle (Reinemeyer et al., 1986). Bei Jungtieren im
Alter von 1 - 4 Jahren konnte die gréf3te Eiausscheidung beobachtet werden (Relf et al.,
2013), auch die totalen Wurmburden sind bei Pferden dieses Alters am hochsten (Lyons et
al., 1999).

Die kleinen Strongyliden sind ubiquitér vorhanden und in Deutschland momentan
vorherrschend. Mischinfektionen mehrerer Arten sind typisch und bei fast 90 % der Pferde
vorkommend (Collobert-Laugier et al., 2002). Haufige Arten sind Tabelle 3 zu entnehmen.
Grol3e Strongyliden sind aufgrund ihres langeren Entwicklungszyklus von sechs bis elf
Monaten in Gegenden mit regelmaiigem Entwurmungsmanagement sehr selten geworden
(Duncan and Love, 1991; Herd and Gabel, 1990). Bei einer Untersuchung der Kotproben von
1887 Pferden in Deutschland wurdenin 841 Proben MDS-Eier gefunden. Nur in zwei Proben
wurden S. vulgaris - Larven gefunden (Schneider et al., 2014). Auf Bestandsebene liegt die
Pravalenz fur S. vulgaris nach einer Studie von 2011 in Brandenburg bei 0,8 %. In dieser
Studie wurden neben dem kombinierten Sedimentations - Flotations - Verfahren auch das
McMaster- und das Baermann-Wetzel-Trichter-Verfahren angewendet, sowie bei vorher
gefundenen MDS-Eiern Kotkulturen angelegt (Hinney et al., 2011). Der vermehrte Einsatz
der selektiven Entwurmung, um den Anthelminthikaresistenzen kleiner Strongyliden
entgegenzuwirken, birgt jedoch das Risiko der Rickkehr grof3er Strongyliden (Nielsen et al.,
2012; Nielsen et al., 2014a). In Landern ohne planmaiige Entwurmung findet man die
Strongylus spp. bei Kotprobenuntersuchungen deutlich héufiger. So lag bei der
Untersuchung von Darmen geschlachteter Arbeitspferde in Polen die Pravalenz fur S.
vulgaris bei 80.5 %, fur S. equinus bei 9.8 % und flr S. edentatus bei 4.9 % (Kornas et al.,
2009b).



Tabelle 3: Die haufigsten vorkommenden Arten kleiner Strongyliden anhand beispielhaft
ausgewahlter Untersuchungen der intestinalen Wurmbirde

Boxell et al., Collobert- Gawor, 2000 Reinemeyer et Cirak et al., 1996
2004 (Australien) Iéggé:]ler etal., (Polen) al., 1984 (USA) (Deutschland)
(Frankreich)
Cyathostomum C. catinatum C. catinatum C. catinatum C. catinatum
catinatum
Cylicocyclus C. nassatus C. nassatus C. nassatus C. nassatus
nassatus
Cylicostephanus | C. goldi C. goldi C. goldi
goldi
Cylicostephanus C. longibursatus C. longibursatus C. longibursatus
longibursatus
Cylicocyclus C. insigne C. insigne C. insigne
insigne
Cylicostephanus | C. calicatus C. calicatus
calicatus
Cylicostephanus | C. minutus C. minutus C. minutus
minutus
Cyathostomum C. coronatum C. coronatum
coronatum
Cylicocyclus C. leptostomus
leptostomus
Cyathostomum Cylicocyclus Cyathostomum Triodontophorus
labiatum ashworthi pateratum serratus
Cylicocyclus Coronocyclus Cylicostephanus
ultrajectinus coronatus poculatus
Poteriostomum Cyathostomum
imparidentatum labratum
Cylicocyclus
triramosus
2.1.1.3. Epidemiologie

Die wichtigste MDS-Ansteckungsquelle fir Pferde ist die Weide. Hier wird die infektiose L3
oral mit dem Gras aufgenommen (Love and Duncan, 1992). Auch im Stall ist eine
Ansteckung durch sich in der Umgebung entwickelnde L3, die mit dem Kot ausgeschieden
worden sind, oder infektiéses Grunfutter moglich. Beides spielt jedoch epidemiologisch eine
untergeordnete Rolle. Die Prapatenz kleiner Strongyliden, also die Zeit von der Aufnahme
infektidser Stadien bis zum Beginn der Ausscheidung von Parasiteneiern, betragt ca. sechs
bis zwolf Wochen. So kann ein Pferd, welches sich kurz nach der Entwurmung neuinfiziert,
schon nach einigen Wochen wieder Eier Ausscheiden und zur Kontamination der Umgebung
beitragen (Mirck, 1981). Die lange, d.h. bis zu mehreren Jahren andauernde Patenz kleiner
Strongyliden, ist ebenfalls zu beachten. Die Larven kdnnenin der Darmschleimhaut Giber
langeren Zeitraum in ihrer Weiterentwicklung verharren. Dieser Zustand wird als Hypobiose
bezeichnet. Die enzystierten, ruhenden Larven werden von den meisten Anthelminthika nicht
erreicht und kdnnen, da es sich um larvale Stadien in der Schleimhaut handelt, auch durch
Kotuntersuchungen nicht nachgewiesen werden. Praktisch bedeutet dies, dass eine
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vollkommene Parasitenfreiheit bei weidenden Pferden nicht gewéahrleistet werden kann
(Eysker, 1984).

Bei den grol3en Strongyliden betragt die Zeitspanne der Prapatenz je nach Subspezies
6,5 - 11 Monate und ist somit wesentlich langer (Deplazes et al., 2012a).

Die Kontamination der Weide mit MDS - Eiern zu Beginn der Weidesaison erfolgt u.a. durch
im Vorjahr infizierte Pferde, die den Winter Giber Trager geblieben sind. Im Friuhjahr werden
hypobiotische Stadien aktiviert und die Entwicklung zu adulten Wirmern fortgesetzt,
wodurch die Eiausscheidung verstarkt wird. Auch die Uberwinterung von Strongyliden - L3 ist
in unserem Klima mdglich. Neuinfektionen im Fruhjahr sind daher auch durch die auf der
Weide Uberwinterten Larven mdglich, vor allem wenn die Flachen intensiv fir die
Pferdehaltung genutzt werden (Kuzminaet al., 2006; Mirck, 1981).

Die Entwicklung vom Ei zur infektiésen L3 kann bei geniigend Feuchte und Temperaturen
zwischen 25 und 30°C innerhalb einer Woche stattfinden. Bei niedrigeren Temperaturen lauft
die Entwicklung langsamer oder gar nicht mehr ab (Mfitilodze and Hutchinson, 1987). Auch
beilangerer Trockenheit stagniert diese (Courtney and Asquith, 1985). Die infektiésen L3
sind jedoch sehr widerstandsfahig. Fur L3 von Cooperia oncophora wurde nachgewiesen,
dass diese Trockenperioden in tieferen Erdschichten tiberstehen (Knapp-Lawitzke et al.,
2014a). Die Anzahl der tGberwinternden Larven ist abhéngig vom Kontaminationsgrad der
Weide im Herbst sowie den Witterungsbedingungen (Temperatur, Feuchte, Schneedecke)
im Winter (Nielsen et al., 2007; Kuzminaet al., 2006; Polley, 1986). Doch auch nur wenige
Larven reichen im Fruhjahr aus, um erneute Infektionen hervorzurufen. Durch aufkommende
Neuinfektionen, Aktivierung hypobiotischer Stadien und Ausscheidung von Eiern durch latent
infizierte Tiere, steigt die Larvenanzahl auf der Weide erst langsam an (Eysker et al., 1989b).
Im Spatsommer kommt es, vor allem in feuchten Sommern, zu einem Hohepunkt der
Larvenburde auf der Weide in Folge hoher Ausscheidungsraten, einer schnelleren
Entwicklung zur L3 bei warmen Temperaturen sowie guten Uberlebensbedingungen
(Duncan, 1974; Eysker et al., 1989a; Mirck, 1981; Ogbourne, 1972).

2.1.1.4. Immunitat

Nach wiederholter Infektion mit kleinen Strongyliden entwickelt sich scheinbar eine gewisse
Immunitét, so haben altere Pferde meist geringere Strongylideneizahlenim Kot und léangere
,EQg reappearance periods“ (ERP) nach der Entwurmung. Einige Studien mit Pferden, die
nattrlich mit kleinen Strongyliden infizierten waren und andere mit experimentell infizierten
Pferden lie3en die Beobachtung zu, dass sich durch wiederholten Kontakt mit kleinen
Strongyliden im Alter eine unvollstandige Immunitat ausbildet (Monahan et al., 1998; Love
and Duncan, 1992). Diese kann gegen alle Stadien gerichtet sein mit dem Ziel, die
Entwicklung der Parasiten zu verlangsamen oder die Etablierung der Wurmbiirde zu
minimieren. Mogliche vorstellbare Mechanismen waren z.B. die Ausscheidung eindringender
L3 oder die Aktivierung der Hypobiose dieser Larven. Die Tétung und Ausscheidung von
Larvenstadien in der Darmwand sowie eine Ausscheidung luminaler adulter Stadien ist nur in
gewissen Graden moglich (Klei and Chapman, 1999).

Auch eine gewisse genetische Komponente wird diskutiert. KORNAS et. al. verdffentlichte
2015 eine Studie in der 789 Araber Stuten eines Gestits acht Jahre koproskopisch
untersucht wurden. Die beobachteten Variationen der Ergebnisse der Kotproben scheinen zu
unter 10% genetisch bedingt zu sein. Betrachtet man nur Pferde ab einem Alter von drei
Jahren liegt der Wert bei 21 % (Kornas et al., 2015).

Bei den gro3en Strongylideninduziert eine vorangegangene Infektion eine Immunreaktion.
Bei wiederholter Infektion sind die Krankheitserscheinungen und pathologischen
Veranderungen reduziert (Dennis et al., 1992). Eine orale Immunisierung mit
strahlenattenuierten L3 ruftden gleichen Effekt hervor (Deplazes et al., 2012b). Zehn bis 21
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Tage nach Infektion mit S. vulgaris - Larven konnte BAILEY eine Antigen-induzierte
lymphozytische Immunantwort beobachten, gefolgt von einer biphasischen Antikorper-
Reaktion sowie einer Eosinophilie. Bei einer Reinfektion war die lymphozytische Reaktion
erhoht (Bailey et al., 1989). Auch durch Ivermectin-Gabe scheint sich, bei erneuter Infektion,
die Immunantwort gegenuber S. vulgaris nicht zu verandern (Dennis et al., 1992).

2.1.1.5. Entwicklung

Die externe, praparasitische Entwicklung lauft bei grof3en und kleinen Strongyliden
gleichermaf3en ab. Die mit dem Kot ausgeschiedenen Eier enthalten acht oder mehr
Furchungszellen. Wenn die erste Larve fertig entwickelt ist, schlipft diese und héutet sich
bald zur L2. Nach einer weiteren, jedoch unvollstandigen Hautung, entsteht die infektitse L3,
welche von einer schiitzenden Scheide umgeben ist. L1 und L2 erndhren sich von
Féakalbakterien und lagern Vorratsstoffe in den Mitteldarmzellen ein, von welchen die dritte
Larve zehrt, bis sie oral von ihrem Wirt aufgenommen wird (Deplazes et al., 2012a).

Die nun folgende interne, parasitische Entwicklung der kleinen Strongyliden unterscheidet
sich von denen der Strongylus Arten.

Im Laufe der Magen-Diinndarm Passage streifen die aufgenommenen Larven der kleinen
Strongyliden ihre Hulle ab (Deplazes et al., 2012a). Im Dickdarm angekommen enzystieren
sich die sogenannten ,early third stage larvae“ (EL3) und dringen in die Mukosa bzw.
Submukosa der Kolon- und Zékumschleimhaut ein. Die ,late third stage larvae“ (LL3)
entwickelt sich zur ,developing fourth stage larvae“ (DL4), welche die Schleimhaut verlasst.
Die jetzt als ,late fourth stage larvae“ (LL4) bezeichneten Larven entwickeln sich im Lumen
zu adulten Wirmern weiter (Chapman et al., 1999).

Die Ruhephase bzw. Hypobiose in der Schleimhaut wurde erstmals von Gibson beschrieben
(Gibson, 1953) und kann zwischen ca. 2 Monate und 3 Jahre andauern. Durch die
Hypobiose wird die Fortpflanzung der Parasiten in unginstigen Jahreszeiten, d.h. der
Winterzeit, verhindert. Ab Mitte des Jahres steigt die Anzahl der enzystierten Larven. Im
Winter kann ihr Anteil bis zu 95 % der Gesamtpopulation ausmachen (Deplazes et al.,
2012b). Die Hypobiose, eine temporare Unterbrechung der larvalen Entwicklung kommt auch
bei anderen Nematodem im dritten, vierten oder finften Larvenstadium vor. So ist dieses
Phanomen z.B. auch bei Chabertia ovina (Haus- und Wildwiederkauer), Oesophagostomum
spp. (Wiederkauer und Schwein), den Trichostrongyliden (v.a. Arten der Hauswiederkauer
wichtig) und bei Dictyocaulus viviparus (Lungenwurm der Rinder) bekannt (Langrovaet al.,
2008; Almeria et al., 1996; Vercruysse, 1983). Beeinflusst wird die Hypobiose vermutlich
durch jahreszeitliche Einflisse, die Anzahl der luminal residenten Adulten, Prozesse in der
Populationsdynamik und dem Immunstatus des Wirts (Deplazes et al., 2012b; Chapman et
al., 2003; Chapman et al., 2001; Klei and Chapman, 1999; Monahan et al., 1998; Love and
Duncan, 1992; Eysker et al., 1991, Eysker et al., 1990; Eysker and Mirck, 1986; Reinemeyer
and Herd, 1986; Eysker et al., 1984).

Nach Reaktivierung und Entwicklung zum adulten Wurm findet die Begattung der Weibchen
statt. Diese produzieren Eier, die vom Wirt mit dem Kot ausgeschieden werden.

Auch die Larven der grof3en Strongyliden verlierenihre Scheide nach Aufnahme durch den
Wirt und Passage des Magens. Ihre Larven unternehmen ausgedehnte Kérperwanderungen,
welche mit groRen Schaden fur den Wirt einhergehen.

Die Larven von S. vulgaris entwickeln sich in der Submukosavon lleum, Zékum oder Kolon
zur L4. Diese dringen in die Darmarteriolen ein und wandern retrograd bis auf die Hohe der
Arteriaileocaecocolicabzw. A. mesenterica cranialis (DelLay et al., 2001). Die Wanderung
erfolgt auf oder in der inneren GeféalBwand. Einige Larven kénnen auch bis in die Aortaund in
die von dort abzweigenden Gefal3e gelangen, werden dort aber mit dem Blutstrom in andere
Organe abgeschwemmt. Durch Entziindungsreaktionen kann es in den durchwanderten
Gefalen zu Verdickung der GeféaRwand, Aneurysmen und Thrombenbildung um die Larven
kommen. Zwischen dem 90. und 120. Tag nach der Infektion (p.i.) hauten sich die L4 zum
praadulten Stadium. Nach Abbau der Thromben erreichen die L4 bzw. Praadulten mit dem
Blutstrom die Arteriolen der Darmwand und verursachen auch hier wieder Thrombenbildung
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und Entziindungsreaktionen. Hierdurch wird die Darmwand geschadigt und die jungen

S. vulgaris - Parasiten kdnnen erst in die Darmwand und schlie3lich ins Darmlumen
einwandern. Dort entwickeln sie sich innerhalb von sechs bis acht Wochen zu
geschlechtsreifen Wirmern, die sich bevorzugt im Z&kum aufhalten. Die Prapatenz betragt
6,5 Monate, die Patenz bis zu 1,5 Jahren (Blrger et al., 2006a; DelLay et al., 2001; Duncan,
1974; Duncan & Pirie, 1972).

Die Larven von S. equinus dringen im Dinn- oder Dickdarmin die Schleimhaut ein, um sich
zur L4 zu entwickeln. Ein Teil der Larven kann einige Monate in der Darmwand persistieren,
der grof3te Teil beginnt jedoch die Wanderung Uber die Bauchhéhle zur Leber. Hier halten
sich die Larven einige Zeit auf, nehmen deutlich an Gré3e zu und wandern im
Leberparenchym umher, bis sie zwischen der 15. und 17. Woche p.i. das Pankreas
erreichen. Nach der Hautung zum praadulten Stadium dringen sie ca. 40 Wochen p.i. Gber
den angrenzenden Zakumkopf wieder ins Darmlumen ein. Adulte findet man vor allem am
Ubergang von Zakum zu Kolon und im ventralen Kolon. Einige Larven kénnen auch von der
beschriebenen Wanderroute abweichen und in anderen Korperbereichen und Organen
gefundenwerden. Die Wahrscheinlichkeit, dass sie von dort zurtick ins Darmlumen
gelangen, umdie Entwicklung abzuschliel3en, ist jedoch gering. Die Prapatenz betragt
insgesamt ca. 8,5 bis 9 Monate (Eckert, 2012; McCraw and Slocombe, 1985).

Die Larven von S. edentatus, die nach der Magenpassage ihre Scheide abgelegt haben,
dringen in die Venen von Kolon und Z&kum ein und gelangen tber das Pfortadersystemin
die Leber, wo sie schon zwei Tage p.i. nachzuweisen sind. Nach Hautung zur L4 und
langerem Aufenthalt in der Leber migrieren die Larven durch die Leberbander, um sich
retroperineal in der Flankengegend anzusiedeln und sich, umdie 16. Woche p.i., zum
praadulten Stadium zu h&auten. Dieses wandert wieder in das Darmlumen ein und wéachst
zum Adulten heran, die ab der 40. Woche p.i. in Zékum und Kolon zu finden sind. Auch hier
ist eine Abweichung der Larven, von dem fur sie optimalen Wanderweg, héufig der Fall. Die
Prapatenz betragt 10,5 bis 11 Monate (Burger et al., 2006a; McCraw and Slocombe, 1974).

2.1.1.6. Entwicklung und Uberleben der L3 auf der Weide

Die Entwicklung der mit dem Kot ausgeschiedenen MDS - Eier auf der Weide, ist von der
Temperatur und der Feuchtigkeitdes Bodens abhangig. Unter Laborbedingungen konnte
festgestellt werden, dass eine Entwicklung zur L3 nur bei Temperaturen zwischen 10 und
35°C stattfindet. Unter 6°C fand keine Entwicklung der Eier statt, zwischen 6 - 8°C
entwickelte sich das Ei, aber erst bei Temperaturen tber 8°C schlupfte die Larve (Mfitilodze
and Hutchinson, 1987). Es konnten keine Unterschiede hinsichtlich der
Entwicklungseigenschaften der Eier zwischen den verschiedenen Strongyliden - Spezies
festgestellt werden. Auch Tests mit Pferde-Strongyliden aus tropischen Landern fielen gleich
aus. Bei einer Feuchte von weniger als 15 — 20 % in Kotballen wurde in diesen keine
Entwicklung zur infektiosen L3 nachgewiesen (Mfitilodze and Hutchinson, 1987). Das Wetter
und die Jahreszeit nehmen somit Einfluss auf die Entwicklung der Parasitenstadien.
KORNAS et. al. konnten in einer 11-jahrigen Studie beweisen, dass das Klima einen
signifikanten, wenn auch nur kleinen, Einfluss auf den Strongyliden-EpG-Befund der Pferde
hat (Kornas et al., 2010b).

Die L3 kdnnen passiv vom Kothaufen aus verbreitet werden, z.B. durch Auswaschung durch
Regen, Verschleppung durch Insekten oder mechanische Verbreitung (Deplazes et al.,
2012b). Auch eine aktive Bewegung der Larven in einem Flissigkeitsfilm, bis zu 30 cmin die
Weite und 10 cm in die H6he, ist méglich (Dias et al., 2007; Stromberg, 1997). Dies
ermoglicht es ihnen bei entsprechender Feuchte von ihrem Hauptreservoir der Erde bzw.
den Kotballen die Grashalme hinauf zuwandern und dort von grasenden Pferden
aufgenommen zu werden (Krecek et al., 1990). So sind frith morgens bei Tau die meisten
Larven auf dem Gras zu finden (dos Santos et al., 2011; Couto et al., 2008; Quinelato et al.,
2008). KNAPP-LAWITZKE et. al. fanden in einem Versuch mit Larven der bei Wiederkauern

9




vorkommenden Art C. oncophora heraus, dass sich die Larven bei langer andauerndem
Trockenstress in die oberste Erdschicht zurtickziehen und dort die Trockenphasen
Uberstehen kénnen (Knapp-Lawitzke et al., 2014a). Somit ist die Erde zusammen mit den
Kothaufen ein wichtiges und zuvor unterschétztes Reservoir fur infektiose Larvenstadien.
Geschutzt vor Dehydratation, hohen Temperaturen und UV-Strahlen kdnnen sie langer
Uberleben und, bei entsprechend glinstigeren Bedingungen, ihren Lebenszykius fortsetzen
(Knapp-Lawitzke et al., 2014a).

Die tatsachlichen Uberlebenszeiten der Larven auf der Weide sind schwer zu bestimmen
und stark abhéangig von auReren Wettereinfliissen. In Brasilien bei tropischem Klima wird
eine Uberlebenszeit der L3 kleiner Strongyliden von sieben Wochen in der Regenzeit und
von zehn Wochen in der Trockenzeit angegeben (Quinelato et al., 2008). Bei einem
Feldversuch in der Ukraine, bei dem Kothaufen mit MDS - Eiern zu verschiedenen
Zeitpunkten auf der Weide platziert und untersucht worden sind, zeigte sich, dass in den
warmeren Monaten 6 — 11 % der Larven ein bis zwei Monate Uberleben. Ein ganzes Jahr
von April 2003 bis April 2004 uberlebten nur 0,03 % der Larven. Die besten
Uberwinterungschancen hatten L3, die im September auf der Weide platziert wurden. Von
diesen Larven Uberlebten 42 % bis zum nachsten Frihjahr, tiber 90 % davon in den
Kothaufen und nur wenige in der Umgebung. Alle Eier und friheren Larvenstadien starbenin
der kalten Jahreszeit (Kuzmina et al., 2006). Auch in der kanadischen Prairie konnte eine
Uberwinterung der L3 belegt werden. Von den im Juli und August auf der Weide platzierten
Kothaufen konnten 1 % der Larven (in Bezug zur initialen Eizahl des Kothaufens) im
Spatsommer des Folgejahrs gefunden werden (Polley, 1986).

2.1.1.7. Pathogenese

Kleine Strongyliden wurden lange Zeit, auf Grund der fehlenden Kérperwanderung der
Larven, im Vergleich zu den groRen Strongyliden, als nicht pathogen angesehen. Die
meisten Infektionen verlaufen latent und ohne klinische Symptome, auch wenn hohe
Wurmbirden vorliegen. Jedoch besitzen die Larven durch ihr Stadiumin der Darmwand und
die somit notwendige Ein- und Auswanderung in und aus der Mukosa ein gewisses, nicht zu
unterschatzendes Pathogenitatspotential, welches jedoch u.a. von der Anzahl der Parasiten
abhangig ist. So kdnnen klinische Symptome wie chronischer Durchfall oder Abmagerung
mit dem Vorhandensein kleiner Strongyliden in Zusammenhang gebracht werden (Love et
al., 1999). Besonders die sogenannte larvale Cyathostominose, bei der es zur Reaktivierung
und Auswanderung einer grof3en Anzahl hypobiotischer Stadien kommt, fiihrt zu
grof3flachiger Schadigung der Darmwand und im schlimmsten Fall zum Tode des betroffenen
Pferdes (Deplazes et al., 2012b).

LOVE et al. fanden Larven in der Darmwand mit einer Dichte von 20 - 50 Stiick pro
Quadratzentimeter. Sie verursachen eine katarrhalische bis fibrindse Entztindung von Zakum
und Kolon, diffuse hdmorrhagische Foki, Darmwandddem sowie vergrof3erte mesenteriale
Lymphknoten (Love et al., 1999). Entziindungsreaktionen entstehen durch direkte
Schéadigung des Gewebes sowie Freisetzung von Entziindungsmediatoren aus bestimmten
Zellen. So sind in betroffenen Darmabschnitten die Cytokine IL-4 und IL-10 und bei
Auswanderung der Larven TNF-alpha-Werte erhoht (Deplazes et al., 2012b).

Histopathologisch gesehen penetrieren Larven die Epithelzellen der tubulésen Drisen und
provozieren eine fibroblastische Reaktion sowie Hyperplasie und - trophie der Becherzellen.
In der Darmwand sind zellulére Infiltrationen von Lymphozyten, Makrophagen, Eosinophilen
und einigen Plasmazellen zu finden, welche diffus verteilt oder fokal um die bindegewebig
eingekapselten Larven liegen (Love et al., 1999).

Durch die Kérperwanderung der Larven besitzen die grof3en Strongyliden ein gro3es
Pathogenitatspotential, eine Infektion kann fir das Pferd todlich enden. Im Dickdarm sind
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durch die Auswanderung der Larven hamorrhagische Herde und entziindliche, reaktive
Knotchen zu finden. Durch wandernde S. vulgaris - Larven werden vor allem die arteriellen
GefalRwande geschadigt. Es kommt zu Thrombarteritis, Aneurysmabildung und Bildung
groRerer Thrombenvor allemim Bereich der vorderen Gekrosearterie. Embolien und
Darminfarkte in diesem Bereich fuhren aufgrund fehlender Durchblutung zum Absterben von
Darmbereichen, welches sich in starken Koliken auf3ern kann. Desweiteren sind
GefalRwandschaden in der Aortaund weiteren Geféal3en zu finden. So kann eine Infektion mit
S. vulgaris auch eine mdgliche Ursache des intermittierenden Hinkens durch Verlegung der
A. femoralis sein. Auch Schaden im Gehirn und Rickenmark sind durch abgeschwemmte
Larven moglich.

S. equinus und S. edentatus Infektionen gehen mit entztindlichen Reaktionsherden und
Fibrosen der durchwandernden Gewebe und Organe wie Leber, Pankreas und Peritoneum
einher.

Die Adultstadien grof3er Strongyliden saugen sich mitihrer groRen Mundkapsel an der
Darmschleimhaut fest und erndhren sich von austretendem Blut und Gewebe. Einzelne
dieser oberflachlichen Schleimhauterosionen sind pathologisch nicht relevant, grof3er Befall
kann zu Stérungen der Darmmotilitét, sowie geringgradigen Albumin- und Blutverlust fihren
(Deplazes et al., 2012hb).

2.1.1.8. Krankheitshild

Ein Befall mit Parasiten geht nicht immer mit klinischen Symptomen einher. Abhéangig von
verschiedenen Faktoren, wie beispielsweise Infektionsdruck, Alter und Immunstatus des
Wirts, kann ein Parasitenbefall unbemerkt vonstattengehen. In diesem Fall spricht man von
subklinischen Parasitosen (Schnieder, 2006).

Die Cyathostominose auf3ert sich mit eher unspezifischen Symptomen wie Gewichtsverlust,
Diarrhd, subkutanem Odem oder auch Fieber und Koliken (Love et al., 1999). Es werden
verschiedene Krankheitshilder mit unterschiedlich schwerem Verlauf beschrieben. Die
chronische Cyathostominose tritt meist gegen Ende der Weideperiode bei Jungtieren auf.
Einzeltiere oder mehrere Tiere der Gruppe kénnen betroffen sein und zeigen gestorte
Gewichtszunahme, struppiges Haarkleid und wechselnde Kotkonsistenz. Die Laborwerte
sind meist normal, bei der Kotuntersuchung sind MDS-Eier zu finden (Deplazes et al.,
2012hb).

Félle von chronischer Diarrh6 kdnnen auch wahrend des gesamten Jahres auftreten.
Hauptséchlich sind jingere Pferde noch unter einem Jahr alt betroffen, die aufgrund der
geschéadigten Darmwand rekurrierenden Durchfall zeigen. Auch Hypalbuminéamie,
Neutrophilie und Erhéhung der alkalischen Phosphatase sowie von Fructosaminen im Serum
sind maoglich. Letztere kdnnen als Indikator fir Proteinverlust, bzw. verringerten Protein-
Turnover angesehen werden (Love et al., 1999). MDS-Eier kbnnen in kleiner bis grof3er
Anzahl im Kot vorhanden sein, aber auch negative Ergebnisse kommen vor (Deplazes et al.,
2012b).

Die schwerste Verlaufsform st die larvale Cyathostominose, wegen ihres saisonalen
Auftretens auch Winter-Cyathostominose genannt. Die Félle treten tberwiegend im Winter
und Fruhjahr auf, vor allem von November bis Mai. Betroffen sind meist Pferde zwischen
zwei und acht Jahren. Typisch sind ein akut auftretender, persistierender Durchfall und
rapider Gewichtsverlust oft mit letalem Verlauf. Weitere mogliche klinische Auzerungen sind
Fieber, subkutane Odeme und Koliken durch Stérungen der Darmmotilitit. Auch in der
Hamatologie und der Blut-Chemie sind Anderungen wie Hypalbuminamie, Hyper-R-
Globulindmie, Neutrophilie sowie Erhéhung der alkalischen Phosphatase und Fructosamine
zu finden. Bei der rektalen Examination sind haufig Larven aus dem 4. Stadium zu finden,
eine Eiausscheidung findetin den meisten Fallen nicht statt. Ursache ist die plotzliche
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synchrone Auswanderung der hypobiotischen Larvenstadien aus der Darmwand, wodurch
diese massiv geschadigt wird (Deplazes et al., 2012b; Schnieder, 2006; Love et al., 1999;
Gilesetal., 1985).

Die Strongylose kommt h&ufiger in der chronischen Form vor (Deplazes et al., 2012b). Die in
ihrem Verlauf meist dramatischeren, akuten Félle sind oft durch die wandernden
Larvenstadien noch in der prapatenten Phase verursacht. Dann kann es zu Innappetenz,
Fieber, Lethargie und Kolik kommen. Des Weiteren kdnnen Verdnderungen der
Peritonealflissigkeit, erhdhte Werte von Laktat, alkalischer Phosphatase und y-Glutamat-
Transpeptidase im Serum sowie Hypalbuminamie auftreten (Deplazes et al., 2012b). In
einzelnen Féallen kann die Infektion schnell letal verlaufen. Nach ktinstlicher Infektion mit
2500 bis 5000 S. vulgaris Larven starben neun von elf Fohlen zwei bis drei Wochen nach
Infektion (Drudge and Lyons, 1966).

Die chronische Stongylose auf3ertsich, ahnlich anderer chronischen Parasitosen, mit
unspezifischen Symptomen, die verschieden schwer verlaufen kdnnen, wie z.B. Inappetenz,
Abmagerung, schlechtes Fell und intermittierender Durchfall, sowie rezidivierende Koliken,
Hypalbuminamie, Hyper-R3-Globulinamie, transiente Neutrophilie und Eosinophilie (Deplazes
etal., 2012b).

2.1.1.9. Diagnose

Wahrend einer patenten Infektion kann man die Fortpflanzungsprodukte der Parasiten in den
Ausscheidungen des Wirtstieres finden. So kann mithilfe einer Kotflotation ein Befall mit
MDS diagnostiziert werden (Deplazes et al., 2012b; Schnieder, 2006). Die mittelgrol3en Eier
(60 -80 pm lang, 40 um breit) sind an ihrer diinnen Schale und den enthaltenen
Furchungszellen gut zu erkennen (Deplazes et al., 2012b). Jedoch ist anhand der Eizahl,
welche in Eiern pro Gramm Kot (EpG) angegeben wird, kein ausreichend genauer
Ruckschluss auf die Hohe der Wurmbirde moéglich (Nielsen et al., 2010; Warnick, 1992).
Auch die Differenzierung zwischen kleinen und grof3en Strongyliden ist nicht méglich, hierfur
ist das Anlegen einer Larvenkultur (siehe 3.2.3) notwendig. Die morphologische
Untersuchung des dritten Larvenstadiums lasst eine Unterscheidung kleiner und grof3er
Strongyliden, sowie eine Artdiagnose der Strongylus spp. zu. Auch molekularbiologische
Methoden nehmen bei der Differenzierung immer mehr an Bedeutung zu (Nielsen et al.,
2012; Hodgkinson et al., 2005; Dowdall et al., 2003a; Hodgkinson et al., 2003; Pape et al.,
2002; Hodgkinson et al., 2001; Hung et al., 1999a; Hung et al., 1999b; Pape et al., 1999;
Hung et al., 1997; Campbell et al., 1995).

In klinischen Féllen kann die Eiausscheidung fehlen. Dann konnen eine ausfihrliche
Anamnese, klinische Symptome und Laborbefunde Hinweise auf eine Parasitose geben,
sind jedoch nicht pathognomonisch (Deplazes et al., 2012b). So ist das Totalprotein zu
Beginn der Infektion aufgrund des Anstiegs der 3-Globulin-Fraktion erhéht, spater durch den
Proteinverlust Uber die geschédigte Darmwand erniedrigt (Love et al., 1999; Giles et al.,
1985).

Bei der larvalen Cyathostominose ist auch die rektale Untersuchung hilfreich, bei der man
moglicherweise Viertlarvenstadien am Handschuh findet oder verdickte Darmwand palpieren
kann. Eine sichere Diagnose ist oft nur wahrend der Sektion méglich, hier gibt es auch
verschiedene Methoden um die wandstandigen Larvenstadien nachzuweisen (Burger et al.,
2006b; Duncan et al., 1998; Ribbeck et al., 1997). DOWDALL et. al. konnten diagnostische
Antigene (20 kDa), die spezifisch fur kleine Strongyliden sind, identifizieren, sodass auch
eine serologische Diagnose der larvalen Cyathostominose mdglich erscheint (Dowdall et al.,
2003).
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2.1.1.10. Therapie und BekdmpfungsmalRnahmen

Zur chemotherapeutischen Behandlung bei Befall mit MDS kommen die fur Pferde
zugelassenen Anthelminthika zum Einsatz. Fenbendazol aus der Gruppe der Benzimidazole,
das Tetrahydropyrimidin Pyrantel, Piperazinzitrat, sowie die beiden makrozyklischen Laktone
Ivermectin und Moxidectin wirken in Gblicher Dosierung gut gegen adulte Stadien.
Praziquantel wird nur bei der Bekampfung gegen Cestoden eingesetzt.

Ivermectin und Moxidectin haben gegen adulte MDS eine gute Wirksamkeit, die im
Eizahlreduktionstest meist bei 99 % und hoher liegt, auch die Wirkung gegen luminale L4
liegt um 98 % (Lester et al., 2013; von Samson-Himmelstjerna, 2012; Larsen et al., 2011,
Becher and Pfister, 2010; Fritzen et al., 2010; Xiao et al., 1994; Eysker et al., 1992).
Ivermectin hat keine Wirkung gegen mukosale Drittlarvenstadien der kleinen Strongyliden,
Moxidectin wirkt nicht gegen frithe Drittlarvenstadien (EL3), hat aber dennoch eine moderate
Wirksamkeit von 62-79 % gegen enzystierte spate Drittlarven (LL3) (Xiao et al., 1994; Eysker
etal., 1992). Piperazin besitzt eine Teilwirkung gegen grof3e und kleine Strongyliden. So
konnte bei der Behandlung von Pferden, die mit Benzimidazol-resistenten kleinen
Strongyliden infiziert waren bei Kombination von Febantel und Piperazin eine deutlich héhere
Eizahlreduktion erreicht werden, als bei alleiniger Behandlung mit Benzimidazolen. Die
Wirkung liegt jedoch deutlich unter der von Makrozyklischen Laktonen oder Pyrantel (Britt
and Clarkson, 1988; DiPietro et al., 1985). Von Resistenzen und verminderter Wirksamkeit
auch in Kombination mit anderen Anthelmintika wurde auch schon berichtet (Drudge et al.,
1988). Fenbendazol ist bei einer flnftagigen Behandlung ebenfalls gegen wandstandige
Stadien einsetzbar (Duncan et al., 1998), jedoch sollte beim Einsatz von Benzimidazolen
gegen kleine Strongyliden ebenfalls die aktuelle Resistenzlage beachtet werden (Lester et
al., 2013; Traversaetal., 2012; von Samson-Himmelstjerna, 2012; Reinemeyer, 2012). Von
Resistenzen der Cyathostominae gegen Pyrantel werden vor allem in den USA berichtet, wo
dieses taglich als Futterungsarzneimittel eingesetzt wird. Doch auch in Europa kann nicht
mehr von einer allgemein guten Wirksamkeit ausgegangen werden. 2008 wurde n bei 25 %
der untersuchten Betriebe in Deutschland, Italien und Gro3-Britannien Pyrantel-Resistenzen
gefunden (Smith et al., 2015; Traversaet al., 2009; Kaplan et al., 2004). lvermectin,
Moxidectin und Fenbendazol wirken ebenfalls gegen die durch den Kérper wandernde L4
grofRer Strongyliden (Monahan et al., 1995; Slocombe et al., 1983; Slocombe and McCraw,
1982; Slocombe et al., 1982; Slocombe and McCraw, 1980).

Beim Einsatz von Anthelminthika sind verschiedene Behandlungsschemata moglich. Bei
strategischer, also regelmafiger Behandlung ist ein Befall mit grof3en Strongyliden, aufgrund
des langen Entwicklungszyklus, sehr selten. Adulte Pferde mit Weidegang werden zwei bis
viermal im Jahr, abhangig vom Monitoring, welches Kotprobenuntersuchungen vier mal
jahrlich vorsieht, entwurmt (ESCAPP Guideline 08, 2019). Das vom ,European Scientific
Counsel Companion Animal Parasites’ (ESCCAP) empfohlene Schema ist Abbildung 2 zu
entnehmen. Einmal jahrlich sollte ein ,faecal egg count reduction test’ (FECRT) durchgefihrt
werden, um die Wirksamkeit des eingesetzten Anthelminthikums zu testen. Hierbei werden
gquantitative Kotprobenuntersuchungen vor und nach der Entwurmung durchgefihrt, um die
Reduktion des EpGs zu Ubrprifen.

Um der Resistenzentwicklung der kleinen Strongyliden entgegen zu wirken, ist die selektive
Entwurmung ein weiterer Ansatz, bei dem nur Pferde, die bei der Kotuntersuchung einen
Grenzwert des EpGs Uberschritten haben, behandelt werden. Die selektive Entwurmung
sollte nur bei Adulten Pferden angewendet werden und auf Betrieben mit negativem
Nachweis fur grof3e Strongyliden. Sie zielt nur auf die Bekampfung kleiner Strongyliden ab.
ESCCAP sieht hierbei eine drei bis viermalige (im ersten Jahr) individuelle, quantitative
Kotprobenuntersuchung und Behandlung bei einem EpG tber 200 vor. Nach Abschluss der
Weidesaison werden auch alle in diesem Jahr unbehandelten Pferde (daimmer <200 EpG)
mit geeignetem Mittel entwurmt (ESCCAP Guideline 08, 2019; Hertzberget al., 2014, Larsen
etal., 2011).
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Timie paint of treatment | Indication . Drug ¢lags” Animals to be treated Remarks
FebruaryMarch Cyathostoming BZ or PYR! All horses, however only | Monitoring? by
it manitoring provided faecal axamination
evidence of infection
1-2 months post turn Cyathostomins, possibly | ML All horses Muonitering? by
out (Junetduly) large strongyles faecal examination
4=5 months post turm Cyathastomins, possibly | BZ or PYR®, PZ0O but All horsas, howaver anly | Manitaring® by
out (August/September] | tapeworms only if tapeworms found | if infection was proven faecal examination
on farm by pricar manitoning
At (Movember | Cyathostomins, ML, P20 but only if All horses Manitoring” by faecal
possibly Gasherophius, | lapeworms found axamination, if positive
tapeworms, large on farm possibly conduct
strongyles FECHT®

' Treatment plans need to be adapted specifically to the farm and region,

?  Dwug clas=es: benzimidazoles incl, pro-benzimidazoles (BZ), macrocyclic lactones (ML), the tetrahydropyrimidine pyrantel ([PYH)
and the isochinaline praziquantel (PZ0).

* Monitoring: These dates are suitable for the qualitative monitoring of the overall herd infection status, Individual animal testing

approach. Howaver whare this is not feasible, pooled samphe testing (8.9, of up
to 5 horses) can provide qualitative mformation on the spectrum of parasites present. If performed quantitatively, the analysis of a
pooled fascal sampds may also provide an astimate of the strongyle agg shadding intensity in the respective group. f monitaring
provides positive results, a fascal egy count reduction test could be perdormed to confirm drug efficacy.

*  BZ-resistance in cyathostoming is wideapread and PYR-resistance also common therefore these drug classas should only be used
if efficacy has been confirmed on the farm using post-treatment coproscopic testing.

% FECHT: facscal egg count reduction test.

provides tha most reliable data and is the prefemed

Abbildung 2: Schema fir die strategische Entwurmung bei adulten Pferden mit Weidegang
(ESCCAP Guideline 08, 2019)

B Four FEC=® starting in AprilMay until OctiMoy
B Treat all horses with strongyle FEC =200

Yoar 2 and later

B Same procedure as in year 1 but frequency of faecal egg
counts can be reduced to thres if the epidemiclogical situation
is stable

B Do post-treatment taecal analysis check-ups

B Perlorm large strongyle testing farval culture/PCH)

B Treat all horses with evidence for other parasite infections (e.g.
Parascars, tapeworm, large strongyles)

B Kesp one treatment at the end of the year for those horsas
who have not received diagnostic-based treatment during the
season (employ dreg with activity againgt migratory stages of
liarges strongybes)

B Parform sirict quarantine procedur (see chapber 5)

It is recommended that selective treatment is only employed in adult horses and not in Stables harbouring |ange Strongykes.
Moniforing can be adapted regionally based on epidemiclogical evidencs, The selective treatmaent concept is preferably employed
as a “whole stable approach” and not for single horses grazing together with unmaonitored horses.

*  Faecal egg counis (FECs) based on methods with at least a lower detection limit of 50 eggs per gram.

1 Sensitivity of lareal culture is lower than a combination of larval culturs and PCR. Thase methods can only detact patent infections
while disease is caused during prepatency by larval stages.

Abbildung 3: Entwurmungsschemaund Schliisselmal3nahmen im Rahmen der selektiven
Behandlung von Infektionen mit kleinen Strongyliden bei adulten Pferden (ESCCAP
Guideline 08, 2019)

Desweiteren sind Malinahmen, die den Infektionsdruck senken elementar im
Parasitenmanagement. Hierzu gehoren ein gutes Weidemanagement, sowie die
Weidehygiene. Hierauf wird im Kapitel 2.2.3 noch néher eingegangen.

Die klinische Cyathostominose und Strongylose erfordert oft eine Intensivbehandlung aller
auftretenden Symptome. Eine anthelminthische Behandlung ist durch die schon
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vorhandenen Schaden durch den Wurmbefall eher nebenséchlich (Mair, 1994; Mair, 1993;
Giles et al., 1985; Blackwell, 1973).
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2.1.2. Spulwurm des Pferdes

Parascaris spp., der Spulwurm des Pferdes, gehort zur Familie der Ascarididae, zu welcher
auch andere wichtige Vertreter, wie zum Beispiel den Schweinespulwurm (Ascaris suum)
zahlen. Systematisch wird er in das Reich der Metazoa (Vielzeller), den Stamm der
Nematoda (Rund-/Fadenwirmer), die Klasse der Secernentea, die Unterklasse der Spirurida
(Rollschwanze), die Superfamilie der Ascaridoidea, die Ordnung der Ascaridida
(Spulwirmer) und schlieZlich in die Familie der Ascarididae eingeordnet. Neben Parascaris
equorum existiert eine weitere Art, Parascaris univalens, die morphologisch jedoch nicht
abgrenzbar ist. Nur durch aufwandigere Untersuchungen lassen sich die verschiedenen
Karyotypen (P. univalens 2n = 2 und P. equorum 2n = 4) unterscheiden. Mittlerweile zeigen
Studien, dass scheinbar P. univalens mit tber 90% die weit verbreitetere Speziesistund P.
equorum nur seltenvorkommt (Nielsen et al., 2014b; Goday and Pimpinelli, 1984). Im
Folgenden wird, um beiden Arten gerecht zu werden, nur von Parascaris spp. gesprochen.

Tabelle 4: Einordnung von Parascaris spp. (Deplazes et al., 2012c))

Reich Metazoa
Helminthen
Stamm Nematoda
Klasse Secernentea
Unterklasse Spirurida
Superfamilie Ascaridoidea
Ordnung Ascaridida
Familie Ascarididae
Arten P. equorum
P. univalens

2.1.2.1. Morphologie

Die Weibchen des Pferdespulwurmes kbnnen eine Lange von bis zu 40 cm erreichen, die
Mannchen sind mit 15 - 28 cm etwas kleiner. Der spindelférmige, weil3-gelbliche Korper ist
bindfaden- bis bleistiftstark und im Querschnitt kreisrund. Die Mundéffnung ist von drei
grol3en, herzformigen Lippen eingerahmt, die Mannchen sind durch die zwei Spiculaam
Hinterende zu identifizieren (Deplazes et al., 2012c).
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Abbildung 4: adulte Pferdespulwirmer nach Ausscheidung
mit dem Kot (Quelle: privat)

Die 90 - 100 um grofRen, kugeligen Eier werden mit dem Kot ausgeschieden und sind von
einer typischen, dicken Hille umgeben. Diese besteht aus einer inneren Lipidschicht und
einer chitinhaltigen Schicht, auf welche auf3en zuséatzlich Mucopolysaccharide und Proteine
aufgelagert sind (Deplazes et al., 2012c).

: 3 o 4 o
R a2

Abbildung 5: Parascaris spp. - Ei unter dem Mikroskop (Quelle: Florina Jung)

2.1.2.2. Vorkommen

Parascaris spp. ist weltweit bei allen Equiden, jedoch tGiberwiegend bei Fohlen und
Jahrlingen mit Pravalenzen bis zu tiber 90 %, zu finden (Rieder et al., 1995). Auf grof3en
Gestuten scheint der Infektionsdruck, wegen der hohen Zahl von Fohlen und Jungpferden,
deutlich héher (Kornas et al., 2010b). Auf einem Warmblutgesttit in Norddeutschland waren
im Herbst 95,6 % der untersuchten Fohlen mit Parascaris spp. infiziert. Die ersten
Infektionen sind bei Fohlen ab der 9. Lebenswoche koproskopisch nachzuweisen, ab der 15.
Lebenswoche steigt die Wahrscheinlichkeit fir eine positive Kotprobe deutlich an. Die
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hdchste ermittelte koproskopische Préavalenz fiir eine Parascaris-Infektion der Fohlenlag in
der 21. Lebenswoche, danach sank die Pravalenz wieder (Kdhler, 2016).

Typischerweise findet man bei Zuchtstuten durch ihren engen Kontakt zu Fohlen und langen
Weideaufenthalt h6here Belastungen mit Spulwirmern, als zum Beispiel bei Reitpferden
(Dopfer et al., 2004). In Kentucky lag die ermittelte Pravalenz fir Parascaris spp. auf
Einzeltierebene von 10 bis 223 Tage alten Fohlen bei 22,4 % (Lyons and Tolliver, 2004), in
Schweden bei 48 % (Lind and Christensson, 2009) und in einer franzésische Studie bei
Fohlen mit dem Durchschnittsalter von 5,5 Monaten bei 30,5 % (Laugier et al., 2012). Eine
2011 in Brandenburg durchgefuhrte Untersuchung ermittelte bei unter einem Jahr alten
Pferden eine Préavalenz von 33 %. Jedoch gaben die Autoren zu bedenken, dass diese Zahl
wahrscheinlich hher sein misste, dasie viele Fohlen, die erst kirzlich entwur mt worden
waren, von ihrer Studie ausschlossen. Nur noch 6 % der ein- bis zweijahrigen Pferde und

1 % der adulten Tiere waren mit Parascaris spp. infiziert (Hinney et al., 2011).

2.1.2.3. Epidemiologie

Die mit dem Kot ausgeschiedenen unreifen Eier sind sehr widerstandsfahig und kénnen
auch auf der Weide mehrere Jahre tberleben (Clayton, 1986). Durch die klebrige Schale
haften diese gut an Stallwanden und Pflanzen. Infektionen sind so bei Stall- und
Weidehaltung mdglich (Clayton, 1978). Bei optimalen Temperaturenvon 25 bis 27°C
entwickelt sich die infektidse L3 im Ei innerhalb von zwei Wochen (Blrger et al., 2006c). Bei
Temperaturen unter 10°C bricht die Entwicklung ab, bis wieder glinstigere Bedingungen
erreicht sind. Schaden nehmen die Eier erst ab 40°C und Trockenheit, was jedoch in
Regionen mit gemaRigtem Klima, keine grof3e Rolle spielt (Clayton, 1986).

Die orale Infektion kann bei Fohlen schon in den ersten Lebenstagen stattfinden (Clayton
and Duncan, 1978) und wird durch Koprophagie, also orale Aufnahme von Kot, welche zu
Superinfektionen mit hoher Befallsdichte fihren kann, begunstigt (Kornas et al., 2010g;
Crowell-Davis and Houpt 1985). Pranatale oder galaktogene Infektionen sind nicht
beschrieben, werden aber aufgrund des Vorhandenseins dieser Ubertragungswegen bei
anderen Askariden nicht ausgeschlossen (Clayton, 1978).

In experimentell infizierten Fohlen betrug die Prépatenz, also die Zeitspanne von der
Infektion bis zum ersten Auftreten von Eiern im Kot, 79 - 110 Tage (Lyons et al., 1976).
RUSSELL (1984) fand bei natirlich infizierten Fohlen frihestens ab dem 84. Lebenstag
Askariden-Eier im Kot, was wiederum eine Infektion in den ersten Lebenstagen bestatigt. Mit
der hochsten Eiausscheidungist im Alter von 16 - 21 Wochen zu rechnen (K6hler, 2016;
Russell, 1948).

Durch Koprophagie scheinen auch unter zehn Wochen alten Fohlen oder Fohlen wenige
Tage nach der Entwurmung infiziert zu sein. Durch Aufnahme von eihaltigem Kot der Stute
kann ein Fohlen Eier ausscheiden, ohne adulte Wirmer im Darm zu beherbergen (Kornas et
al., 2010a).

2.1.2.4. |Immunitat

Ab einem Alter von sechs Monaten scheint sich eine protektive Immunitét einzustellen. Dabei
scheint eine Erreger-Exposition nicht unbedingt erforderlich zu sein (Clayton and Duncan,
1979). Bei alteren Pferden sind die Préavalenzen, auch bei starkem Infektionsdruck, deutlich
geringer (Hinney et al., 2011). Es kommen zwar noch patente Infektionen vor, diese gehen
aber mit einer sehr geringen Wurmbuirde sowie niedriger Eiausscheidung einher, solange
das Immunsystem nicht anderweitig belastet ist (Clayton, 1986). Die Immunabwehr scheint
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auf Ebene von Lunge und Leber abzulaufen, dadie Larven zwar ihre Wanderung beginnen,
aber nur noch wenige bis in den Magen-Darm-Trakt zurtickkehren (Clayton, 1978).

2.1.25. Entwicklung

Der Entwicklungszyklus von Parascaris spp. ist homoxen, der Parasit befallt also lediglich
Equiden. Unembryonierte Eier werden Uber den Kot ausgeschieden. In ihnen entwickeln sich
bei glinstigen Umweltbedingungen (25 - 35°C) innerhalb von zwei bis drei Wochen die L3.
Nach oraler Aufnahme von infektiosen Eiern, schlipfen die Larven im Dinndarm und
durchbohren die Darmwand (Birger et al., 2006c; Clayton, 1978). Es folgt eine histotrope
Organphase, bevor die eigentliche intestinale Phase beginnt. Innerhalb von 24 Stunden
wandern die Larven Uber das Pfortadersystem bis zur Leber. AnschlieRend erfolgteine
Migration tber die Vena cava caudalis und das Herz bis in die Lunge. Hier sind 7 - 14 Tage
p.i. die meisten Larven zu finden. Sie dringenin die Alveolen ein, erreichen tber die kleinen
Luftwege die Tracheaund werden hochgehustet. Nach Abschlucken in den Osophagus
finden sie sich erneutim Magen-Darm-Trakt wieder (Birgeret al., 2006c¢). 17 Tage p.i.
befindet sich der Grof3teil der Larven wieder im Dinndarm. Zu diesem Zeitpunkt sind noch
Larven in der Lunge, jedoch keine mehr in der Leber zu finden, solange es nicht
zwischenzeitlich zu einer weiteren Parascaris spp.-Infektion gekommen ist (Lyons et al.,
1976).

Im Duodenum und proximalen Jejunum erfolgt innerhalb von 10 - 12 Wochen die
Entwicklung bis zur Geschlechtsreife (Clayton, 1978). Das GréRenwachstum wird dabei
durch die Infektionsrate beeinflusst. Bei einem Fohlen, welches mit einer Dosis von 160
Parascaris-Eiern infiziert wurde, fand man 40 Tage spéter in der Sektion 140 adulte Wirmer
mit einer GroRe von 8 — 14 cm. Ein anderes, mit einer Infektionsdosis von 8000 Eiern
infiziertes Fohlen, beherbergte 6350 Askariden mit einer maximalen Gré3e von nur 3 cm
(Clayton, 1986).

Die Wirmer schwimmen freiin der Ingesta und nehmen diese tiber pharyngeales Pumpen,
d.h. zyklische An- und Entspannung der pharyngealen und oesophagealen Muskulatur, auf
(Clayton et al., 1980).

Adulte Spulwiirmer haben eine extrem hohe Reproduktionsrate. So kann ein Weibchen
taglich bis zu 100.000 Eier produzieren (Anderson et al., 2009). LYONS et al. berechneten
eine totale Eiausscheidung von bis zu tiber einer Million am Tag (Lyons etal., 1976). In
Kotuntersuchungen wurden maximale Werte von 17.500 EpG gefunden (Clayton and
Duncan, 1978).

Die Parasiteneier werden durch den Wirt mit dem Kot ausgeschieden und stellen, aufgrund
ihrer hohen Tenazitat die durch die protektive, dreischichtige Schale vermittelt wird, Gber
mehrere Jahre eine erneute Infektionsquelle dar (Clayton, 1978).

2.1.2.6. Pathogenese

Aufgrund der Migration der Larven findet man vor allem in der Leber und der Lunge
pathologische Veranderungen. Wahrend der Wanderung durch die Leber sind fokale
Hamorrhagien unter der Kapsel typisch. Spater sind dagegen kleine, weil3e, bindegewebig
vernarbte Lasionen auf der Oberflache und im Leberparenchym sichtbar. Diese stellen sich
entweder als umschriebene, runde, subkapsulér leicht erhabene Knoten oder als diffuse,
unregelmafige Areale dar.

Mikroskopisch zeigen sich in den Wurmgangen, die vor allem unter der Kapsel und entlang
der Septen verlaufen, Infiltrationen von Eosinophilen und mononuklearen Zellen (Brown and
Clayton, 1979). Bei langeren Infektionen kommt es zu lymphozytérer Infiltration und zu
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Fibrosen zwischen den Leberlappchenund um die Lebergéange und —gefale herum
(Clayton, 1978).

In @lteren Tieren sind weitere Veranderungen zu finden, wie Thrombosen der Gefal3e, grofie
Ansammlungen von Lymphozyten und Granulome, welche sich um den Zelldebris und tote
Larven bilden.

Auch in der Lunge rufen die Larven kurze Zeit spater dhnliche Lasione n hervor.
Makroskopisch sind, neben vergrél3erten mediastinalen Lymphknoten, Petechien und
Ekchymosen sichtbar, sowie 0,3 - 1,0 cm grof3e subpleurale Knoten, welche am
zahlreichsten umdie 4. bis 6. Woche p.i. zu finden sind. Sie sind von einer Kapsel umhillt
und enthalten eine Zellmasse aus Lymphozyten und toten Larven (Clayton, 1978).

Das mikroskopische Bild ist durch die Eosinophilie gepragt. Neben eosinophiler Bronchitis,
Bronchiolitis und Alveolitis sind Ansammlungen von Eosinophilen um die Gefal3e, sowie
zusammen mit Oedembildung subpleural und entlang der interlobularen Septen zu finden.
Fokaler alveolarer Kollaps und vereinzelte Anschnitte von Larven sind ebenfalls sichtbar. Ab
dem 73. Tag p.i. sind bei Einzelinfektionen fast alle subpleuralen Knoten verschwunden. Das
Zellbild ist Uberwiegend lymphozytdr (Nicholls et al., 1978).

Bei Laboruntersuchungen féllt vor allem die Eosinophilie auf. Die Steigerung der Blut-
Eosinophilen ist proportional zum Grad der Infektion und tritt wahrend der Migrationsphase
der Larven, 10 — 40 Tage p.i. auf (Clayton, 1986).

Durch die freie Art der Futteraufnahme der adulten Spulwirmer entstehen keine grof3en
pathologischen Veranderungen der Darmwand (Clayton et al., 1980). Es kann lokal zu
Ro6tung der Schleimhaut kommen, sowie zur Infiltration der Darmwand mit Eosinophilen
(Clayton, 1986). Bei Fohlen kann ein intestinaler Spulwurmbefall jedoch durchaus
pathogenetische Bedeutung haben und geht mit verminderter Futteraufnahme bis hin zu
Dunndarmobstruktionen oder sogar -rupturen einher (Cribb et al., 2006).

2.1.2.7. Krankheitsbild

Von klinischen Krankheitsanzeichen betroffen sind tiberwiegend Fohlen, bei dlteren Pferden
liegen grofRtenteils subklinische Infektionen vor.

Neben intestinalen Symptomen durch die Wurmstadien im Darm, kann es wahrend der
Migrationsphase der Larven zu respiratorischen Symptomen kommen. Betroffene Tiere
husten und haben mukdsen Nasenausfluss. Dieser beherrscht auch das Bild bei
endoskopischer Untersuchung der Luftwege (Clayton, 1978). Meistens kommt es trotz
Fresslust zu Konditionsverlust und die Gewichtszunahme infizierter Fohlen ist um 50%
reduziert (Clayton and Duncan, 1978). In einzelnen Fallen kann es auch zu Fieber, Lethargie
und Inappetenz kommen. KOHLER (2016) konnte einen signifikanten Zusammenhang
zwischen einem Nasenausflussbefund bei Fohlen und der ersten positiven Kotprobe fur
Parascaris spp. elf Wochen spéter zeigen. Es wurde jedoch kein statistischer
Zusammenhang zwischen einer Spulwurminfektion der Fohlen und einer durchg efihrten
Lungen- oder Nabeltherapie, einer Leukozytose oder einer Plasmainfusionstherapie
festgestellt. Auch die Mittelwerte der Nasenausflussbefunde und Lungenultraschallbefunde
waren nicht statistisch signifikant einhergehend mit einer Spulwurminfektion. Jedoch haben
Fohlen, die mit Parascaris spp. infiziert waren ein 2,6-fach hoheres Risiko auch an einer
MDS-Infektion zu erkranken (Kéhler, 2016).

Durch hohe Wurmbirden adulter Parasiten kann es zu einem mechanischen lleus des
Dinndarms kommen, welcher héufig zum Tode fuhren kann. Im Zusammenhang mit
Parascaris-Obturationen sind Darmrupturen, Volvulus und Invaginationen des Dinndarms
beschrieben. Die Tiere zeigen in diesen Fallen typische Koliksymptome (Clayton, 1978).

20



CLAYTON et al. konnten mithilfe einer Radioisotopentechnik eine verlangsamte
Ingestapassage feststellen und folgerten, dass bei infizierten Fohlen die Darmmotilitat
beeintrachtigt ist (Clayton et al., 1980).

Aufféllig ist das Auftreten von Wurm-Koliken 24 Stunden nach der Entwurmung, meist mit
schnell wirkenden Anthelminthika wie Avermectinen oder Pyrantelembonat. Dies war bei

72 % von 25 retrospektive untersuchten Fallen der Fall. Vermutlich verursachen die schnell
paralysierten Wirmer zusammen mit dem hypomotilen Darm die Obturation (Cribb et al.,
2006; Clayton et al., 1980).

2.1.2.8. Diagnose

Klinische Befunde und Laborbefunde, sowie Alter des Tiereslassen eine Verdachtsdiagnose
zu. Der Nachweis von Parascaris-Eiern oder Wurmstadien im Kot bestétigt die Diagnose.
Maoglich ist ebenfalls der Nachweis von Larven und Eosinophilen aus dem Mukus der
Luftwege (Burger et al., 2006c).

Fur den Einachweis empfiehlt sich die Flotationstechnik in gesattigter Salzldsung mit
anschlieRender Betrachtung unter dem Mikroskop (s. 3.2.2.). Wichtig ist zu beachten, dass
die Eiausscheidung von Tag zu Tag stark variiert und keinen Riickschluss auf die intestinale
Wurmbirde zulasst (Clayton, 1986). Eine weitere Technik, um adulte Askariden bei Fohlen
nachzuweisen, ist der transabdominale Ultraschall. Wurmlasten von zehn Wirmern und
mehr kdnnen so verlallich dargestellt werden. Die adulten Askariden lassen sich im
Dunndarm als parallele hyperechogene Linien darstellen (Nielsenet al., 2016).

2.1.2.9. Therapie und BekdmpfungsmafRnahmen

Anthelmintische Behandlungsmalihahmen gegen eine Parascaris spp.-Infektion haben
haufig, wie bei den grofR3en Strongyliden, metaphylaktischen Charakter und das Ziel, eine
Kdrperwanderung der Larvenstadien mit allen einhergehenden Symptomen méglichst zu
verhindern. Hierfir sollten Fohlen und Jungpferde ab einem Alter von sechs bis acht Wochen
regelmaidig entwurmt werden und auch die Mutterstuten in das Management mit einbezogen
werden. Bei dlteren Pferden ohne Kontakt zu Jungtieren ist die Préavalenz von Spulwirmern
sehr gering (siehe 2.1.2.2) und eine Behandlung wird nur bei Bedarf durchgefiihrt.
Makrozyklische Laktone kommen héufig als Breitspektrum-Anthelminthika zum Einsatz und
haben den Vorteil auch gegen larvale Wanderstadien wirksam zu sein (Monahan et al.,
1995). Aufgrund der heutigen Resistenzlage, mit einer oft nicht ausreichenden Effektivitat
von unter 90 % von lvermectin und Moxidectin, ist ein Einsatz von makrozyklischen Laktonen
bei der Bekampfung von Spulwiirmern jedoch nicht ohne eine vorhergende Uberpriifung der
Wirksamkeit auf dem jeweiligen Pferdebestand anzuraten. Hierzu sollte vor dem Einsatz die
Wirksamkeit mit Hilfe FECRT uberpruft werden (Alanazi et al., 2017; Lassen and Peltola,
2015; Laugier et al., 2012; Veronesi et al., 2010; Veronesi et al., 2009; Lind and
Christensson, 2009; Schougaard and Nielsen, 2007; von Samson-Himmelstjernaet al.,
2007).

Pyrantel ist wirksam gegen luminale Stadien von Parascaris spp.. Es werden Werte im
FECRT zwischen >90 — 100 % angegeben (Veronesi et al., 2009; Lindgren et al., 2008;
Slocombe et al., 2007; von Samson-Himmelstjernaet al., 2007b). Auch Fenbendazol kann
gegen Parascaris spp. angewendet werden (Lindgren et al., 2008; Slocombe et al., 2007).
Durch eine Elimination der Adulten wird die Eiausscheidung fir ca. acht Wochen gestoppt
und somit der Infektionsdruck gemindert (Clayton, 1978). Einige Studien weisen jedoch
schon auf eine ungenugende Effektivitat von Pyrantel und Fenbendazol hin (Armstrong et al.,
2014; Reinemeyer, 2012; Lyons et al., 2008).
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Eine Klinik, die sich h&ufig respiratorisch aul3ert, muss neben der Parasitenbekampfung,
symptomatisch behandelt werden. Bei einer auftretenden Kolik durch Wurm-lleus hilft meist
nur die operative Behandlung (Burger et al., 2006c). Bei sehr hohen Wurmburden empfiehlt
es sich auf den Einsatz schnell paralysierender Substanzen zu verzichten und mit der
Entwurmung in niedrigen Dosierungen zu beginnen, um eine partielle Elimination der
Wirmer in mehreren Schritten zu erreichen. Ein gleichzeitiges Absterben aller Wiirmer
koénnte bei der Elimination wiederum zu einem lleus fihren (Cribb et al., 2006; Boersema et
al., 2002; Schusser et al., 1988).

Neben chemischen Bekdmpfungsméglichkeiten sind HygienemalRnahmen auf der Weide und
im Stall sehr wichtig, um den Spulwurmbefall einzuddmmen und neue Infektionen zu
verhindern. Das Absammeln des Kotes von der Weide, welcher die infektidsen Spulwurmeier
enthalt, minimiert das Infektionsrisiko. Im Stall ist eine regelméfige Reinigung und
Desinfektion vor allem der Abfohlboxen zu empfehlen, da die Parascaris-Eier sehr
widerstandsfahig gegen Umwelteinfliisse sind. Mit ihrer klebrigen Oberflache kénnen sie gut
an Stallwéanden, Geratschaften und dhnlichem haften und fir erneute Infektionen sorgen
(Clayton, 1986). Dementsprechend sollte auf eine gute Wirksamkeit der Desinfektionsmittel
gegen Spulwurmeier geachtet werden (Burger et al., 2006c; Deutsche Veterindrmedizinische
Gesellschaft e.V., Stand 06.01.2019).
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2.2. Parasitenmanagement

2.2.1. Chemotherapeutika

Eine chemische Bekampfung der oben beschriebenen Helminthen ist mit Endoparasitika
moglich. Fur Pferde sind momentan Praparate mit folgenden vier Wirkstoffen auf dem Markt:
Ivermectin (IVM), Moxidectin (MOX), Fenbendazol (FEB), Pyrantel (PYR) und Piperazin
(PIP). Sowie Praparate zur Bandwurmbehandlung mit dem Wirkstoff Praziquantel, auf
welchen hier jedoch nicht naher eingegangen werden soll (www.vetidata.de). Ublicherweise
sind dies orale Formulierungen, die als Pasten oder Gels verabreicht werden.

Tabelle 5: Dosierungen der Anthelminthika beim Pferd (Frey and Loscher,2010a, 2010b)

Wirkstoff VM MOX FEB PYR PIP
Dosierung | 0,2 mg/kg 0,4mg/kg | 7,5-10 mg/kg | 19 mg/kg p.o. 180-
p.o. p.o. p.o. 400 mg/kg
p.o.
2.2.1.1. Makrozyklische Laktone

Nach ihrer Entdeckung 1976 wurden die makrozyklischen Laktone (ML) ab Anfang der 80er-
Jahre kommerziell fur die Parasitenbekampfung in der Veterindrmedizin eingesetzt
(Vercruysse and Rew, 2002). Partialsynthetisch hergestellt aus Fermentationsprodukten von
Streptomyces spp., sind die ML wegen ihres gro3en Wirkungsspektrums gegen Endo-und
Ektoparasiten auch als Endektozida bekannt. Neben Wirkung gegen adulte Parasiten und
die meisten Larvenstadien im Darm, werden auch histotrope und wandernde Larvenstadien
erfasst (Frey and Ldscher, 2002b). Durch die dauerhafte Aktivierung von Glutamat- und
GABA-gesteuerten Cl™-Kanélen in der Membran inhibitorischer Nerven, kommt es zur
Hyperpolarisation der Zelle und somit zu einer schlaffen Lahmung und schnellen
Immobilisation der Parasiten. Durch das Fehlen von Glutamat gesteuerten Chloridkanélen
beim Sauger und das Vorhandensein der P-Glykoprotein-Effluxpumpe in der Blut-Hirn-
Schranke, bleibt die ML-Konzentration im Gehirn des Séugetiers unterhalb der toxischen
Grenze (Ausnahmen wie beim Collie mit MDR1-Gendefekt miissen bei der Anwendung
beachtet werden) (Frey and Léscher, 2002b).

ML sind stark lipophil, wodurch sie sich hauptsachlich ins Fettgewebe und die Leber
verteilen. Uber 90 % des unveranderten Wirkstoffs werden tiber den Kot ausgeschieden und
in der Umwelt nur langsam, mit Halbwertszeiten von bis zu 240 Tagen, abgebaut.

Neben IVM aus der Gruppe der Avermectine, ist mit MOX ein Wirkstoff aus der Gruppe der
Milbemycine erhdltlich. Hinsichtlich MOX ist die gute Wirkung gegen hypobiotische
Larvenstadien kleiner Strongyliden und die Langzeitwirkung hervorzuheben, eine
Eiausscheidung kleiner Strongyliden wird bis zu 3 Monaten unterdriickt (Cobb and Boeckh,
2009).

Resistenzen gegen ML treten durch vermehrte Genexpression von Varianten des
Transporter-P-Glycoproteins auf, welche einen verstarkten Efflux des Wirkstoffs aus den
Zellen bewirkt (David et al., 2018; Peachey et al., 2017; Bygarski et al., 2014; Kerboeuf and
Guegnard, 2011; James and Davey, 2009; Wolstenholme and Rogers, 2005; Drogemuller et
al., 2004). Vor allem fir Parascaris spp. gibt es viele Berichte von ungeniigender ML -
Wirksamkeit (Alanazi et al., 2017; Wilkes et al., 2017; Beasley et al., 2015; Lassen and
Peltola, 2015; Armstrong et al., 2014; Bishop et al., 2014; Reinemeyer et al., 2010; von
Samson-Himmelstjerna et al., 2007b). Doch auch fir kleine Strongyliden gibt es, speziell fir
IVM, Beobachtungen zu verkirzter Hemmung der Eiausscheidung (verkirzte egg
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reapperence period), die als Anzeichen fur Resistenzen angesehenwird (Bishop et al., 2014,
Geurden et al., 2014; von Samson-Himmelstjernaet al., 2007b; Borgsteede et al., 1993).

2.2.1.2. Benzimidazole

Die ersten Stoffe der groRen Gruppe der Benzimidazole (BZ) kamen in den 60er-Jahren auf
den Markt. Fur Pferde stehtnur FEB als orale Formulierung zur Verfigung. Durch Hemmung
der Polymerisation von Tubulin wird die Mikrotubulin-Bildung gestort. Dies hat verschiedene,
fur den Parasiten relevante Folgen, wie Schadigung bei der Bildung des Cytoskeletts der
Zellen, Stérung der Spindelbildung bei der Mitose und Beeintréchtigung von Aufnahme und
Transport von Nahrstoffen und Stoffwechselprodukten in der Zelle. Die daraus resultierende
ATP-Verarmung hat ein langsames Absterben der Parasiten zur Folge. BZ haben ein sehr
breites Wirkungsspektrum gegen Nematoden und sind vermizid, larvizid und ovizid. Auch
eine gewisse Wirkung gegen Cestoden und Trematoden ist vorhanden (Deplazes et al.,
2012d; Robinson et al., 2004; Frey and Léscher, 2002a; Lacey, 1988; Barrowman et al.,
1984).

Die letale Wirkung tritt jedoch erst nach bis zu zwei bis drei Tagen und nach ausreichend
langer Kontaktzeit ein, weswegen bei gewisser Indikation, wie z. B. bei der Bekampfung
hypobiotischer Cyathostominae-Larven, eine wiederholte Applikation notwendig ist (Duncan
etal., 1998).

Fenbendazol ist wie die anderen BZ-Verbindungen ebenfalls sehr lipophil und wird teilweise
sehr langsam resorbiert. Somit ist eine Wirkung gegen intra- und extraintestinale Stadien
gegeben. Die Ausscheidung geschieht gréfi3tenteils Gber den Kot.

Als Resistenzmechanismus gegen BZ konnten Einzel-Nukleotidpolymorphismen an Position
167, 198 und 200 des 3-Tubulin-Gens verantwortlich gemacht werden, was zu einem Verlust
der Bindungsstelle fur Benzimidazolen fihrt (von Samson-Himmelstjernaet al., 2007a; Elard
and Humbert, 1999; Elard et al., 1996; Kwa et al., 1994). Resistenzen gegen BZ sind vor
allem bei den kleinen Strongyliden weit verbreitet. Auf Betriebsebene zeigen sich auf deutlich
Uber 50 % der Farmen Resistenzen gegen kleine Strongyliden, einige der weltweit
durchgefihrten Studien berichten von ungentigender Wirksamkeit auf >90 % der Farmen
(Traversaetal., 2012; Traversaet al., 2009; Slocombe et al., 2007; Cirak et al., 2004;
Kaplan et al., 2004; Varady et al., 2000; Craven et al., 1999; lhler, 1995; Lumsdenet al.,
1989; Slocombe et al., 1989; Dorny et al., 1988; Ryan et al., 1987; Drudge et al., 1979;
Barger & Lisle, 1979; Slocombe & Cote, 1977).

2.2.1.3. Pyrantel

Pyrantel, zur Gruppe der Tetrahydropyrimidine gehdrig, reagiert mit dem nikotinergen
Acetycholinrezeptor, einem transmembranen Kanal, dessen Offnung zu Kationeneinstrom
und somit zur Depolarisation und Muskelkontraktion fuhrt. Als 100-fach starkerer cholinerger
Agonist fuhrt Pyrantel also zur spastischen Paralyse der Parasiten (Atchison et al., 1992;
Martin et al., 1991; Pinnock et al., 1988; Aubry et al., 1970).

Von den drei Salzen des Pyrantels, Pyrantelhydrochlorid, Pyranteltartrat und Pyrantelpamoat
(auch als Pyrantelembonat bezeichnet), sind nur letztere beiden Formulierungen fir Pferde
erhadltlich. Das Pyrantelembonat ist schlecht wasserloslich und nur schwer vom Magen -
Darm-Trakt absorbierbar, der grof3te Teil wirkt im Darmlumen und wird dann unveréndert
Uber den Kot ausgeschieden (Frey and Loscher, 2002a). Das Pyranteltartrat ist deutlich
besser wasserloslich und absorbierbar. Resorbiertes Pyrantel wird schnell metabolisiert und
durch Hydroxylierung in der Leber inaktiviert, sodass auch beim Pyranteltartrat nur niedrige
maximale Blutspiegel erreicht werden (Freyand Léscher, 2002a). Durch die geringe
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systemische Wirkung besitzt Pyrantel eine grof3e therapeutische Breite und nur geringe
Toxizitat. Auch eine vielfache Uberdosierung zeigte keine toxischen Effekte (Smith, 1973).

Die Wirkung von Pyrantel ist sehr hoch gegen luminale Wurmstadien. Gegen Bandwirmer
beim Pferd besteht eine Wirkung in erhéhter Dosierung, gegenwandernde Larvenstadien,
hybobiote Darmwandstadien, Magendasseln und Strongyloides westeri ist Pyrantel
wirkungslos (DiPietro and Todd, 1987; Slocombe, 1979; Lyons et al., 1974; Conway et al.,
1970; Cornwell and Jones, 1969).

PYR-Resistenzen tretenvor allem bei kleinen Strongyliden, oft auch in Kombination mit
Kreuzresistenzen gegen Benzimidazole, auf (Becher and Pfister, 2010; Traversaet al., 2009;
Molento et al., 2008; Brazik et al., 2006; Craven et al., 1998).

2.2.1.4. Piperazin

Piperazin, welches seit den 50er Jahren auf dem Markt ist, wird heute immer weniger
eingesetzt. Piperazin bewirkt eine schlaffe Lahmung der Parasiten durch eine hohe Affinitat
an GABA-gesteuerte Chloridkanéle (Martin, 1985; Martin, 1982; Terada et al., 1982). Neben
der anticholinergen Wirkung greift Piperazin auch in den Stoffwechsel der Nematoden -Zelle
ein und senkt den Phospholipidgehalt sowie die Bildung von Succinat (Frey and Léscher,
2002a).

Im Vergleich zu den anderen Wirkstoffenist sein Wirkungsspektrum deutlich schmaler.
Gegen adulte Parascaris spp. und Oxyuris equi wirkt Piperazin sehr gut (DiPietro et al.,
1985; Lyons et al., 1976). Larven und unreife Wurmstadien sind deutlich weniger
empfindlich, histotrope Larvenstadien werden gar nicht erfasst, gegentber kleinen und
grofRen Strongyliden besteht eine Teilwirkung (Saes et al., 2016; Reinemeyer, 2009).

2.2.2. Desinfektion

Als Desinfektion wird die Reduktion von Krankheitserregern durch Abtétung oder
Inaktivierung auf eine Zahl, die eine Infektion verhindert oder als sehr unwahrscheinlich
macht, verstanden. Dieses Ziel wird auch bei der Desinfektion von Stallungen angestrebt.
Eine Sterilisation dagegen, also das Erreichen einer volligen Keimfreih eit ist hier weder
moglich noch notig (Lage et. al., 2010).

Die Desinfektion von Pferdestéllen steht beim Parasitenmanagement nichtim Fokus, da bei
den MDS die Weide die Hauptinfektionsquelle darstellt. Bei anderen Parasiten wie dem
Pferdespulwurm oder dem Pfriemenschwanz Oxyuris equi spielt jedoch auch die Infektion im
Stall eine Rolle. Da der Spulwurm vor allem bei Jungpferden und Fohlen vorkommt, ist die
Desinfektion von Pferdestéllen, speziell auch von Abfohlboxen, auf Gestiten besonders
wichtig. Jedoch stehen hier meist andere Organismen, wie Erreger von Durchfall- oder
Atemwegerkrankungenim Vordergrund.

Nur wenige Desinfektionsmittel sind auch oder speziell gegen parasitische Wurmstadien
wirksam. Die Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft (DVG) prift Desinfektionsmittel
nach eigenen Richtlinien basierend auf den EU-Vorgaben und gibt Listen fir die Bereiche
Lebensmittelproduktion und —verarbeitung, Tierhaltung und Tierarztpraxen heraus. Im
Bereich Tierhaltung sind momentan 88 Desinfektionsmittel g elistet, die bei 10°Cund 20°C
und Einwirkzeiten von 30, 60 und 120 Minuten getestet wurden, davon 16 mit antiparasitarer
Wirkung. Die Priforganismen der DVG werden so ausgewahlt, dass ihre biologischen
Eigenschaften alle in der Anwendung wichtigen Keime abdecken. In der Kategorie Parasitare
Wirmer werden die sehr widerstandsfahigen Eier von Ascaris suum zur Prifung verwendet.
Somit sollten entsprechende Desinfektionsmittel ebenfalls wirksam gegen Umwelstadien
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(Eier, Larven) aller parasitischen Rundwirmer sein. Wirksamkeiten wurden bisher nur bei
20°C und einer Einwirkzeit von mindestens 120 Minuten belegt, die aktuell in Deutschland
auf dem Markt erhaltlichen, antiparasitéaren, DVG-gepruften Desinfektionsmittel sind Tabelle

6 zu entnehmen.

Tabelle 6: In Deutschland aktuell auf dem Markt erhéltlichen DVG-gepriften
Desinfektionsmittel mit Wirkung gegen Parasitére Wirmer (Wurmeier) (Ausschussder DVG

e.V., Stand: 06.01.2019)

GmbH (Wietmarschen)

Produkt Hersteller Wirkstoff

AGAKOK 2.5 Anti-Germ Deutschland Chlorkresol
GmbH (Memmingen)

Aldovet KOK Lysoform Vetfarm GmbH Chlorkresol
(Berlin)

Aldecoc CMK THESEO Deutschland p-Chlor-m-Kresol

ascarosteril AB (2-
Komponenten-Produkt)

KESLA PHARMA WOLFEN
GmbH (Wolfen)

0-Hydroxydiphenyl-
Fettsaure-Eutetikum,
Peressigsaure

BEG Endo Kok

BEG Schulze Bremer
GmbH (Dulmen-Rorup)

Chlorkresol

BERGODES komplett

Bergophor Futtermittelfabrik
Dr. Berger GmbH
(Kulmbach)

p-Chlor-m-Kresol

calgonit sterizid KOK

Calvatis GmbH (Ladenburg)

Chlorkresol

DESINTEC FL-coc garant

AGRAVIS Raiffeisen AG

p-chlor-m-kresol

(Cuxhaven)

DESINTEC FL-des AGRAVIS Raiffeisen AG Sauerstoffabspalter

ALLROUND (2- (Munster)

Komponenten-Produkt)

ENDOSAN FORTE SNEU | H. Wilhelm Schaumann Kresole
(Pinneberg)

HTB COC Stallhygiene Huntenburg Kresole
GmbH & Co. KG (Bippen)

IGAVET PARA-DES 2.5 COS OHLSEN Chemie & Chlorkresol
Gerétevertrieb GmbH
(Geltorf-Esprehm)

IGAVET PARA-DES N COS OHLSEN Chemie & Kresole
Geréatevertrieb GmbH
(Geltorf-Esprehm)

INTERASK InterHygiene GmbH Kresole
(Cuxhaven)

INTERKOKASK linterHygiene GmbH Kresole
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Kokzi Des Arthur Schopf Hygiene Kresole
GmbH & Co. KG
(Neubeuern)

Neopredisan 135-1 Menno-Chemie Vertrieb p-Chlor-m-Kresol
GmbH (Norderstedt)

ROTIE-KOK total N Rotie-pharm GmbH & Co. p-chlor-m-kresol
KG (Osnabriick)

WKC 2500 Wouttke und Schwarz GmbH | Chlorkresol
(Aulendorf)

Zu den verschiedenen Klassen der Desinfektionsmittel gehéren Oxidationsmittel,
halogenabspaltenden Verbindungen, Aldehyde, Alkalien, organische Sauren, Alkohole,
Phenolderivate, Schwermetalle, Detergentien und Farbstoffe. Zum oben genannten Einsatz
kommen hauptséachlich Phenolderivate, zu denen auch die Kresole gehdren.

Phenole und Phenolderivate werden zur Grob- und Oberflachendesinfektion in Stallungen
eingesetzt und wirken mikrobizid, indem sie ins Zellinnere von Infektionserregern
diffundieren und dort den Eiweil3stoffwechsel stdren. Durch die in Folge geschéadigte
Zellmembran diffundieren Inhaltsstoffe nach au3en. Ein saurer pH-Wert und hohe
Temperaturen verbessern die Wirkung. Phenol ist gut wasserldslich, Haut und Schleimhaut
reizend und ist durch Resorption nephro- und neurotoxisch. Die hohe Bestandigkeit in
Abwassern fuhrt zu Problemen fur den Umweltschutz und die Wasserwirtschaft.

Alkylphenole, zu denen auch die methylierten Phenole wie Kresol und Xylol gehéren,
zeichnen sich durch einen guten Reinigungseffekt, ausgezeichnetes Penetrationsvermoégen
auch bei Kot oder Schmutz und ihre gute desinfizierende Wirkung aus. Durch eine
Chlorierung, wie beim p-chlor-m-kresol, wird die Wirkung noch einmal erhéht und zudem die
Toxizitat vermindert (Frey and Léscher, 2002c).

Zur Desinfektion von Stallungen allgemein sind folgende Schritte notwendig: Grobreinigung,
Einweichen, Reinigung, Spilen, Trocknen und zum Schluss das Desinfizieren. Ein
grundliches Einweichen kann die Reinigungsdauer deutlich verkiirzen. Diese wird
vorzugsweise mit einem Hochdruckreiniger von oben nach unten vorgenommen bis alle
Oberflachen und Gegenstande visuell sauber sind und das abflieRende Wasser frei von
Schmutzpartikeln ist. Eingesetzte Reinigungsmittel missen gut abgespult werden und der
Stall muss nach der Reinigung komplett trocknen, um eine erfolgreiche Desinfektion zu
gewahrleisten. Da Desinfektionsmittel Verbindungen mit organischen Stoffen eingehen,
kommt es sonst zum sogenannten Eiweil3fehler bzw. Seifenfehler. Auch vom
Temperaturfehler wird gesprochen, wenn die Umgebungstemperatur nicht geeignet fiir den
Einsatz des gewahlten Desinfektionsmittels ist. Einwirkzeiten sollten auf jeden Fall
eingehalten werden und betragen meist zwischen 2-4 Stunden. Auch die Menge und
Konzentration soll wie angegeben verwendet werden und 0,4 L/m2 nicht unterschreiten.
Geeignete Gerate mit max. 10-12 bar, werden fir ein gleichméfiges Ausbringen der
Desinfektionsmittel empfohlen. Natirlich sollte beim gesamten Vorgang der Arbeitsschutz
beachtet und auf die eigene Sicherheit geachtet werden. Eine Dokumentation, sowie eine
gelegentliche Kontrolle der Desinfektion, empfiehlt sich auch im privaten Bereich (Lage et al.,
2010).
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2.2.3. Weidemanagementund Weidehygiene

2.2.3.1. Weideform

Schon die Weideform hat Einfluss auf den parasitaren Infektionsdruck der Pferde. Vor allem
Infektionen mit kleinen und grof3en Strongyliden, den typischen Weideparasiten, kénnen
durch ein gutes Management verringert werden. RUSSEL (1948) konnte zeigen, dass auf
einem Gesttit mit groRem Grasangebot auf der Weide, Wechselbeweidung der Wiesen mit
Rindern und zweimal wochentlichem Abappeln der Weiden im Sommer deutlich weniger
MDS-Infektionen bei Stuten und Fohlen auftraten als bei einem anderen Gestt. Dieses hatte
ein vergleichsweise geringes Angebot an Weideflache, welche deutlich mit Pferden
Uberbesetzt war, auch wurde der Mist nicht abgesammelt und die Koppeln und Paddocks
waren schlecht drainiert, sodass sie oft unter Wasser standen. Dagegen scheinen
Spulwurminfektionen unabhangig vom Weidemanagement aufzutreten, einen grof3eren
Einfluss hat hier die Hygiene der Abfohlboxen (Russel, 1948).

Die Standweide besteht meist aus einer gréReren Flache, welche den Pferden Futter und
Bewegung bieten soll. Die Managementanforderungen an den Pferdehalter scheinen auf den
ersten Blick gering, durch den ununterbrochenen Verbiss ist jedoch eine ausreichende
Pflege notwendig, da es sonst zu einer irreversiblen Narbendegeneration kommen kann.
Eine Standweide kann Uber die Weidesaison keinen gleichmaf3igen Futterwert bieten,
infektidse Parasitenstadien akkumulieren im Laufe der Weidesaison, da auf Grund des
grol3en Arbeitsaufwandes ein Absammeln des Pferdemists meist nicht erfolgt (Bender,
2013a). Als Richtwert fr die Besatzdichte einer Standweide ohne Zufttterung werden 0,5
GVE/ha empfohlen (Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-
Westfalen). Je groRRer die Besatzdichte und die Verschmutzung der Weide durch Kothaufen,
desto groRRer ist die Wahrscheinlichkeit fir eine MDS-Infektion (Thamsborg et al., 1999;
Thamsborg, 1996).

Gut bewirtschaftete Umtriebsweiden bieten dagegen stets Futter und parasitenarme
Flachen. Hierfur wird die gesamte Weideflache in mehrere Koppeln unterteilt, die im Wechsel
genutzt werden. Vorteilhaft ist auch ein Nutzungswechsel zwischen Beweidung und
Futtergewinnung (Heu, Silage). Optimal ist ein Umtrieb auf frische, im aktuellen Jahr noch
nicht beweidete Flachen. Bei gutem Management kann dann von einem geringeren
parasitaren Infektionsrisiko als bei der Standweide ausgegangen werden (Smith et al., 2009;
Larsson etal., 2007; Larsen et al., 2002; Stromberg and Averbeck, 1999). Eine intensive
Rotation mit mehrmaliger Beweidung der gleichen Stiicke scheintkeinen positiven Effekt auf
das Infektionsrisiko zu haben (Smith et al., 2009; Stromberg and Averbeck, 1999). Eine
Studie aus Deutschland, bei der Kotuntersuchungen in verschiedenen Stéllen und Gestlten
durchgefihrt wurden, konnte bei der statistischen Auswertung kein signifikanter Effekt von
einer Weiderotation auf die Prévalenz von Strongyliden-Infektionen gezeigt werden. Jedoch
gibt es keine genaueren Angaben wie, das Management der Rotationsweide aussah. Bei der
unifaktoriellen Analyse der Daten gab es aber ein Effekt der Weidedauer auf den ,fecal egg
count’ (FEC) der Pferde, bei der multifaktoriellen Analyse war kein siginifikanter Einfluss
mehr festzustellen (Fritzen et al., 2010).

Die Tages-Portionsweide lasst sich auch mit weniger vorhandener Flache bewerkstelligen.
Die Weide wird hierbei mit einem beweglichen Elektrozaun abgeteilt, der jeden Tag ein Stlick
weitergesteckt wird und den Pferden somit ein Stiick frische Weide bietet. Vorteilhaft durch
die kleine Flache ist die Zeitersparnis beim Absammeln des Kotes, auRerdem werden durch
das rationierte Futterangebot auch weniger schmackhafte Pflanzen gefressen. Die
Entfernung des Mists ist jedoch obligatorisch, da sonst auf der kleinen Flache das gleiche
Problem besteht wie auf einer Uberbelegten Standweide. Bei hoher Verschmutzung grase n
die Pferde direkt neben den Kothaufen und das Risiko parasitérer Infektionen steigt.
Nachteile sind dagegen das begrenzte Angebot an Bewegungsflache, sowie der wiederholte
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Verbiss des riickwartigen Teils (Bender, 2013a; Thamsborg et al., 1999; Thamsborg et al.,
1996).

Die Uberlegung durch Zufutterung auf der Weide, die Zeit des Grasens und somit die MDS-
Infektionen zu reduzieren, konnte in einer Studie mit Rindern nicht gezeigt werden (Larsson
etal., 2017).

Neben den bereits vorgestellten Weideformen stellt die Wechselbeweidung mit Rindern oder
Schafen einen Spezialfall dar. Sie ist sicherlich nur in wenigen Fallen durchfuhrbar, da die
Haltung von Rindern nur fur die Pflege von Pferdeweiden grol3e Anforderungen und
Extrakosten darstellt, sie bietet jedoch einige Vorteile. Das Grasungsverhalten von Rindern
und Pferden ist unterschiedlich, Rinder rupfen mit inrer Zunge das Gras nicht so tief und
somit schonender ab, als Pferde mitihren Zahnen. Auch fressen sie nicht ganz so selektiv
wie Pferde (Celayaetal., 2011). Aus parasitologischer Sicht kann eine Wechselbeweidung
Wurminfektionen einddmmen. Nehmen die Rinder als Fehlwirte Pferdeparsitenlarven auf und
umgekehrt, wird deren Zyklus unterbrochen (Eysker et al., 1986; Eysker et al., 1983; Archer,
1980). Jedoch gibt es auch einige gemeinsame Parasiten, auf die geachtet werden sollte,
hier ist vor allem der Magenwurm Trichostrongylus axei hervorzuheben. So zeigte EYSKER
in mehreren Studien mit Wechselbeweidung von Pferden und Schafen einen Anstieg der
T.axei-Infektionen bei den Pferden. Diese zeigten sich durch einen Serum-Pepsinogen
Anstieg zwei Wochen nach Wechsel auf die zuvor von Schafen beweidete Flache (Eysker et
al., 1986; Eysker et al., 1983). Rinder grasen grundsatzlich zwar auch an Geilstellen von
Pferden, sind diese jedoch stark verschmutzt werden sie auch von Rindern gemieden.
Insgesamt kann man also durch die Wechselbeweidung von Pferden und Rindern von einer
deutlichen Reduktion des parasitéren Infektionsdruckes ausgehen, eine vollstandige
Elimination der Parasitenstadien kann jedoch nicht erreicht werden (Bender, 2013a).

2.2.3.2. Pflegemalnahmen und Diingung von Pferdeweiden

Die PflegemafRnahmen haben das Ziel eine geschlossene, vielseitige Grasnarbe auf der
Pferdeweide zu erhalten. Dies ist bei einer durchgehenden Beweidung in der Saison (meist
von April bis November), wie bei der Dauerweide, nahezu unmaoglich (Bender, 2013b).
Empfohlen wird deswegen eine Anpassung von Weidedauer und Besatzdichte, sowie eine
regelmalige Wechselnutzung von Beweidung und Heunutzung (KTBL, 2012). Wie vom
Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen empfohlen, sollte
die Besatzdichte auf einer Standweide 0,5 GVE/habetragen, bei starkem Aufwuchs ist ein
Besatz von bis zu 2 GVE/ha méglich (Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz).
Beim System der Umtriebsweide sollten pro Pferd mindestens 1 a (= 100 m?) zur Verfiigung
stehen. Es sollte darauf geachtet werden, dass der Verbiss des Grases eine Héhe von 5 cm
nicht untersteigt, eine darauffolgende Ruhezeit von drei bis sechs Wochen zur Erholung des
Grasaufwuchses muss eingehalten werden (Elsaesser and Thumm).

Das Abschleppen im Frihjahr dient zur Beluftung der Grasnarbe, Beseitigung von
abgestorbenem Gras und Plattung von Maulwurfshtgeln und wird vor Schossbeginn der
Graser, wenn keine Nachtfrostgefahr mehr besteht, durchgefiihrt (KTBL, 2012). Ein Walzen
des Bodens um den Bodenschluss der Narbe widerherzustellen ist nur bei lockeren,
humosigen Boden oder nach winterlichem Auffrieren notwendig. Bei Schaden der Grasnarbe
ist zum Ende der Weidesaison eine Nachsaat mit schnell wachsenden Grasern (z.B.
Deutsches Weidelgras) empfehlenswert (Elsaesser and Thumm).

Die wichtigste Pflegemalihahme wahrend der Weidesaison, nicht nur um den parasitaren
Infektionsdruck zu senken, sondern auch um die Bildung grof3er Geilstellen zu vermeiden, ist
das Absammeln des Pferdemists. Dies sollte mdglichst alle ein bis zwei Tage gemacht
werden, da sonst die Parasitenlarven aus dem Mist in den Boden darunter wandern oder
z.B. durch Insekten oder Regen weiter verteilt werden (Herd and Gabel, 1990; Herd, 1986).
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Durch die Vermeidung der Geilstellen wird auch der ungenutzte Futteraufwuchs verringert
und eine gleichméfigere Beweidung der Flache erreicht. Hierfur wird bis auf geeignetes
Werkzeug und Arbeitskraft nichts weiter benétigt, auRerdem bleiben Pferd und Umwelt
unbelastet. Diese Art der Weidehygiene wird immer wieder empfohlen und auch von
Experten als wirksam angesehen (Herd, 1990; Herd, 1986; Archer, 1980). Eine manuelle
Entfernung der Pferdeapfel ist mit viel Arbeit verbunden, weswegenimmer mehr technische
Hilfsmittel auf den Markt kommen, wie z.B. der Paddock Cleaner (Rampelmann & Spliethoff
GmbH & Co. KG) oder der Super Scooper aus Australien (Super Scooper, Australia). Jedoch
gab eslangere Zeit keine Studien ausreichender Gro3e mit statistischer Auswertung, die
dies belegen. Erst 2014 wurde eine Studie veroffentlicht, bei der auf einer Eselfarmin
Grol3britannien das zweimal wochentliche manuelle Kotabsammeln mit der maschinellen
Kotentfernung und einer Kontrollgruppe ohne Entfernung des Kotes verglichen wurden
(Corbett et al., 2014). Die Gruppen mit manueller und maschineller Kotentfernung zeigtenim
Mittel einen 20% niedrigeren EpG im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Larvenzahlungen auf
den Weiden unterschieden sich jedoch nicht signifikant. Wichtig ist hier die rechtzeitige
Entfernung der Kothaufen, bevor die Larven aus diesen auswandern bzw. passiv verteilt
werden. Genauere Untersuchungen, in wie weit haufigeres Kot Absammeln den positiven
Effekt verstarkt und auch signifikante Unterschiede in der Larvenbelastung auf der Wiese
sichtbar werden, sind notwendig. Auch sollte bei der mechanischen Kotentfernung das
Risiko der suboptimalen Entfernung und die Verteilung des Mistes auf der Wiese beachtet
werden. Die meisten Hilfsgerate scheinen nur bei planer Weide und kurzem Grasaufwuchs
mit zufriedenstellender Wirkung einsetzbar zu sein.

Nach Umstellen der Pferde und Entfernung des Pferdemists wird eine Mahd der Weide
empfohlen. Die von den Pferden gemiedenen, weniger schmackhaften Pflanzen gewinnen
sonst die Oberhand und kdnnen sich weiter ausbreiten. Die Schnitthéhe sollte 6-8 cm nicht
unterschreiten, damit ein rascher Neuaustrieb aller Pflanzen mdglich ist (KTBL, 2012).
Nester von Problempflanzen, wie Brennnesseln oder Disteln, sollten méglichst 4x/ Jahr per
Hand abgemaht werden. Vor allem bei kleineren Flachen ist die Mahd wichtig, um eine
akzeptable Weideflache zu erhalten. Im Spétherbst nach Weideabtrieb fordert die Mahd die
Winterfestigkeit der Grasnarbe (Bender, 2013b; Elsaesser and Thumm).

Beim Einsatz von Diingemitteln sind neben den EU-Vorschriften und nationalen Gesetzen
auch die regionalen Gegebenheiten vor Ort und die jeweiligen Landschaftsschutzregeln
(Wasserschutzgebiet, Gebirge, 0.4.) zu beachten. Diese stellen bei den eher extensiv
genutzten Pferdeweiden meist kein Problem dar. Um die optimale Diingung zu garantieren,
ist die Entnahme und Untersuchung von Bodenproben notwendig, eine Probe pro 500 m?2 ist
empfehlenswert. Diese kdnnen entweder im Frihjahr vor Beginn oderim Herbst nach der
Weidesaison genommen werden (KTBL, 2012; Bender, 2013c). Je nach Nahrstoffgehalt des
Bodens und gewtiinschter Nutzungsintensitét gibt das Labor Empfehlungen fur die Dingung.

Neben Wasser, Luft und Sonnenenergie bendétigen die Pflanzen einige Hauptnahrstoffe wie
Stickstoff, Phosphat, Kalium, Kalzium und Magnesium, sowie in kleineren Mengen
Spurenelemente (z.B. Kobalt, Kupfer, Selen).

Wirtschaftsdiinger aus intensiver Tierhaltung (Gille, Jauche) enthélt Stickstoff und
Grundnahrstoffe und darf nur strikt nach Dingeverordnung eingesetzt werden. Der Einsatz
auf Pferdeweiden ist aus hygienischen Grinden nur in Einzelféllen vorzunehmen. In der
Rindergulle z.B. sind entwicklungsfahige Eier von Fasciola hepatica und Ascaris suum und
lebensfahige infektidse Strongyliden und Trichostrongyliden Larven zu finden (Enigk et al.,
1965). Mdglich ist eine Gullediingung z.B. im Herbst nach Weideaustrieb oder im Frihjahr
mit anschlielender Schnittnutzung der Flache. Eine Dingung mit Pferdemist wird ebenfalls
aus hygienischen Griinden nichtempfohlen. Es konnte eine erhohte Infektionsrate mit
Parascaris spp. auf Betrieben festgestellt werden, die mit Pferdemist dingen (Fritzen et al.,
2010).
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Methoden zum unschéadlich machen des Mistes werden beschrieben, wie z.B. das Kalken,
welches auch im Seuchenfall zur Desinfektion des Mistes genutzt wird (Europaischer
Kalkverband, 2008). Zumindest sollte der Pferdemist vorher ausreichend lange kompostiert
werden und nicht frisch ausgebracht werden, dader hohe Ammoniumgehalt zu
Pflanzenschaden auf dem Grinland fihrt (Landratsamt Zollernalbkreis). Optimal
durchgefihrt kommt es wahrend der Heil3phase der Rotte zur Hygienisierung des Mistes,
dies ist aber mit einem erhohten Arbeitsaufwand verbunden. Eine Studie, die auf einem
Gestlt in Kentucky durchgefuhrtwurde, untersuchte die Auswirkung einer Schwaden
Kompostierug von Pferdemist auf die Eier von Parascaris spp.. Bei Temperaturen zwischen
40 und 58°C in der Schwade waren nach sechs (bei wechselnder Platzierunginner-und
aul3erhalb der Schwade) bzw. acht (bei Platzierung in der Schwade) Tagen keine
entwicklungsfahigen Eier mehr vorhanden. Eine Kompostierung des Pferdemistes wurde als
effektive und effiziente Methode angesehen um die darin enthaltenen Parascaris spp.-Eier
unschéadlich zu machen (Gould et al., 2013).

Falls die Koppeln wahrend der Weidesaison nicht vom anfallenden Mist befreit werden, sollte
beachtet werden, dass dieser schon einen Nahrstoffbeitrag leistet, was bei der Dingung mit
einberechnet werden muss (Elsaesser and Thumm).

Unter einer Grunddingung versteht man die Dingung mit Grundnahrstoffen ohne Stickstoff.
Als bendotigter Bestandteil von Eiweif3en und Chlorophyll regt die Stickstoffdiingung das
Mengenwachstum und die Grunfarbung der Pflanzen an. Sie sollte nur in den
Bedarfsgrenzen vorgenommen werden, da eine tbermagige Stickstoffzufuhr zu
Verbrennung der Pflanze und Umweltschéaden wie z.B. Grundwasserbelastung durch Nitrat
fahrt (Bender, 2013d).

Bei der Art der Bereitstellung der Nahrstoffe wird zwischen organischer und mineralischer
Dingung unterschieden. Bei organischen Dungern sind die Nahrstoffe organisch gebunden
und missen erst durch Bodenorganismen in pflanzenverfligbare Stoffe umgewandelt
werden. Hierzu zadhlen tierische Exkremente, Horn-/ Feder- oder Knochenmehl, Kompost,
Pflanzenjauche oder im weiteren Sinne auch Gesteinsmehl. Sie haben eine Langzeitwirkung
und begunstigen die Artenvielfalt, geben aber keine raschen Wachstumsreize. Mineralische
Dunger sind meist chemisch produziert und kénnen Pflanzen schnell die bendtigten
Nahrstoffe zur Verfugung stellen. Dies ist vor allemin der intensiven Landwirtschaft ndtig um
die Nahrstoffverluste des Bodens auszugleichen. Problematisch zu sehen ist, dass bei
mineralischen Dingern ein Teil der Nahrstoffe auch schnell ausgewaschen wird und ins
Grundwasser gelangt.

Um den pH-Wert des Bodens zu regulieren konnen Kalkdiinger eingesetzt werden. Kalk
bindet die Bodenséaure und kann den Sauregehalt des Bodens heben. Ein neutraler pH-Wert
liegt zwischen 6,5-7,2, die meisten Pflanzen bevorzugen einen leicht sauren pH-Wertvon
5,5-6,5. Kalkverluste durch Entzug und Auswaschung aus dem Boden sind ca. alle 3 Jahre
auszugleichen, auch hier empfiehlt sich jedoch die vorherige Bestimmung des Séauregehalts
des Bodens um ein UbermaRiges Kalken zu vermeiden (KTBL, 2012; Diepolder and
Hartmann, 2013).

Zur Steigerung des Weideertrages kann eine Stickstoffdiingung durchgefuhrt werden.
Hiernach ist eine Ruhezeit von mindestens 3 Wochen einzuhalten um die Ertragssteigerung
auszunutzen (Diepolder and Hartmann, 2013). In Tabelle 7 ist der Bedarf einiger Nahrstoffe
in Abhangigkeit von der Weideform dargestellt. Diese sind jedoch stark abh&ngig von
unterschiedlichen Faktoren, wie Standort, botanischer Zusammensetzung und
Bestandsdichte. Bei der Stickstoffdiingung empfiehlt es sich, mehrere Gaben Ubers Jahr zu
verteilen und nicht die gesamte Menge auf einmal zu geben. Eine Einzelgabe sollte die
Menge von 30-40 kg N/ha nicht tberschreiten (KTBL, 2012).
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Tabelle 7: Nahrstoffbedarf in Abhéngigkeit von der Weideform pro Jahr (KTBL, 2012)

Nahrstoffbedarf (ka/ha)
Weideform N (Stickstoff) P205 (Phosphat) K20 (Kalium)
Standweide 40 0-60 0-80
Umtriebsweide 200 80-120 80-120
Portionsweide 300 80-120 100-160
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2.3. Kalkstickstoff
2.3.1. Geschichte

Erste Versuche zur Bindung von Luftstickstoff fuhrten bereits R. BUNSEN et.al. 1845 durch.
1877 konnte DRECHSEL erstmals Kalkstickstoff (CaCN2) aus einer
Kalziumcyanamidschmelze isolieren. FRANK und CARO stellten 1894 fest, dass Stickstoff
durch die Karbide der Erdalkalien gebunden wird (Pirani et al., 1930, S. 195). Das nach
Ihnen benannte Frank-Caro-Verfahren, das im Prozess mit dem Initialziindungsverfahren
arbeitet, wird noch heute bei der Kalkstickstoff-Herstellung angewandt (Neumann, 1939, S.
425). Neben diesem Verfahren wird auch mit dem Polzenius-Verfahren gearbeitet, bei dem
die Temperatur der Azotierungsreaktion, durch Zugabe von Kalziumchlorid, gesenkt werden
kann.

2.3.2. Herstellung

Die Rohstoffe zur Kalkstickstoff-Herstellung sind Kalkstein (CaCO3), Kohle und Luftstickstoff
(N). Im ersten Schritt wird der méglichst reine, hochprozentige Kalkstein (min. 95 % Kalk) im
Ofen unter Hitze zu Branntkalk (CaO) verarbeitet.

CaCO3 + Hitze — CaO + CO,

Zur Carbid-Herstellung (CaC,) wird der Branntkalk zusammen mit Kohle (C) im elektrischen
Carbidofen erhitzt, alternativ kénnen als Kohlenstofflieferanten Koks oder Anthrazit
eingesetzt werden. Die Carbidbildung beginntab einer Temperatur von 1620°C, technisch
werden Temperaturen von 2200-2300°C eingesetzt, um die Reaktion zu beschleunigen. Bei
noch héheren Temperaturen zerfallt das Carbid wieder. Um 1 kg Carbid herzustellen werden
je nach Ofen 2,83-12,7 kWh verbraucht.

Ca0 +3C - CaCy+ CO

Im dritten Schritt wird schlief3lich unter Bindung von Luftstickstoff Kalziumzyanamid (=
Kalkstickstoff) gebildet. Die Stickstoffbindung beginnt ab einer Temperatur von 800°C. Um
technisch brauchbare Geschwindigkeiten dieser Reaktion zu erreichen, sind um die 1100°C
notig. Alternativ ist eine Beschleunigung der Stickstoffaufnahme bei 800°C durch Zugabe
von 10% Kalziumchlorid méglich (Polzenius-Verfahren).

CaC?+ N, —» CaCN, +C

Die entstandenen Kalkstickstoffblécke werden gebrochen, zermahlen und schlieflich
granuliert und auf die gewiinschte KorngroRe gesiebt (AlzChem Group AG; Neumann, 1939,
S. 425-9).

2.3.3. Eigenschaften und Wirkungsweise

Kalziumzyanamid ist ein grauschwarzes Pulver mit einem spezifischen Gewicht von 2,3 und
einem Stickstoffanteil von 20-25%. Davon fallen 92-95% auf Cyanamidstickstoff, 0,01-0,4%
auf Dicyandiamid- und Harnstoff-Stickstoff und der restliche Anteil auf hohermolekulare
Stickstoffverbindungen (Pirani et al., 1930, S. 198).

Unter Einwirkung von Wasser zerfallt Kalkstickstoff, Temperatur und pH-Wert beeinflussen
diesen Vorgang. Bei einem pH-Wert zwischen 5-7 und Temperaturen <40°C entstehen
Cyanamid und Kalkhydrat (Pirani et al., 1930, S. 198). Cyanamid kann bei basischem pH
weiter zu Dicyandiamid reagieren, bzw. bei saurem pH-Wert unter 5 zu Harnstoff, welcher
sich weiter zum pflanzenverfigbaren Ammonium (NH4) umwandelt (Pirani et al., 1930, S.
198). Die Nitrifikation von Ammonium durch Nitrosomonas-Bakterien zu Nitrit (NO2) und
weiter durch Nitrobacter spp. zu Nitrat (NO3), welches ebenfalls als Nahrstoff den Pflanzen
zur Verfugung steht, kann durch Dicyandiamid verzdgert werden. Dadurch kommt es zu
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einer langsamen Nahrstofffreisetzung und somit verlangerten Dungerwirkung. Das komplette
Cyanamid wird zu Ammonium und Nitrat abgebaut, sodass die Pflanzen Ihren
Stickstoffbedarf decken kénnen. Mit einem Kalkgehalt von 50% ist der Kalkwert des
Kalkstickstoffdiingers PERLKA® positiv (+30) und der Dinger somit ein guter Kalklieferant
(AlzChem Group AG).

Kalkstickstoff CaCN.

Kalkhydrat Cyanamid Haenstoff ’ Ammonium )
B wlichann ™" oM. S0y *m

1

1

1
Dicyandiamid . T !
s s fik: ]
» (H{N]‘CH’N'CN : verzogert Nitri kmm}

Abbildung 6: Reaktion von Kalkstickstoff im Boden (AlzChem Group AG)

Bei Anwendung von Kalkstickstoffdiinger kommt es zu einer Beeinflussung der
Mikroorganismen im Boden. Nach Wirkung des Cyanamids kommt es erst zu einem
Keimabfall danach wieder zu einem Anstieg. Nach einer Untersuchungvon LIU erreichten
die Bodenorganismen Ihr urspringliches Level 14 Tage nach der Behandlung mit Cyanamid
(Liu etal., 2016). Abhangig von der Aufbringungsmenge des Kalkstickstoffdiingers variiert
die Zusammensetzung von Pilzen und Bakterien im Boden. Vor allem bei niedrigen
Kalkstickstoffgaben wird das Pilzwachstum gefdrdert. Mit ausreichender Konzentration ist
eine Bekampfung pathogener Bodenpilze moglich (Muller, 1955). So kann zum Beispiel
durch Kalkstickstoffbehandlung mit 200g/m2 Fusarium oxysporum f. sp. cucumberinum
langanhaltend um tber 90% reduziert werden, ohne dabei die Bodenbakterien zu schédigen
(Shi et al., 2009). In China konnte das pflanzenpathogene Bakterium Ralstonia
solanacearum mit Kalziumcyanamid gut unterdrickt werden. Hier wird aber bei gleich guter
Wirkung eine Behandlung mit Ammonium-Wasser (mit gleicher Dosierung von 0,25 g N/kg
Erde) vorgezogen, dadies den Boden pH-Wert nicht so stark erhéht wie Kalkstickstoff (Liu et
al., 2016).

Typische Saprophyten wie Aspergillus spp, Penicillium spp. oder Mucor spp., sind dagegen
deutlich weniger empfindlich gegen Kalkstickstoff. Einige Organsimen kénnen Kalkstickstoff
auch als Stickstoff-Quelle nutzen und verstoffwechseln, wie z. B. Penicillium spp.,
Cladosporidium stemonitis, Bacteroides pyocyaneum, Pseudomonas fluorescens und
Aspergillus spp.. Dies hat zur Folge, dass Kalkstickstoff- Dinger nichtnur rein katalytisch im
Boden umgesetzt wird, sondern dass Mikroorganismen ab der Cyanamidstufe in den
Reaktionsweg mit eingreifen (Mdiller, 1955).
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2.3.4. Eigenschaften und Vorkommen von Cyanamid (H2CNz2)

Viele Eigenschaften von Kalkstickstoffdinger sind auf die Wirkung des Cyanamids
zuriickzufihren. Dieses bildet sich bei Kontakt des Dungers mit Bodenwasser und wird dann
innerhalb von sieben bis 14 Tagen weiter abgebaut zu Ammonium und Nitrat.

Reines Cyanamid, von der Firma AlzChem auch als Cyanamid F 1000 vermarktet, besteht
aus farblosen, hygroskopischen Kristallen mit einem Schmelzpunkt von 46°C und einem
Siedebereich von 132-138°C. AulRerdem ist eine 50% wassrige L6ésung, Cyanamid L 500,
erhdltlich. Diese hat einen pH-Wert von 4,5 und einen Gefrierpunkt von -8°C. Im Boden liegt
Cyanamid geldst im Wasser vor (Wehrstedt et al., 2009).

Auch ein naturliches Vorkommen von Cyanamid konnte nachgewiesen werden, esist ein
Produkt von einigen Hulsenfriichten und wird dort vor allem in den Blattern aus dem
Vorlaufermolekil L-canavanine, vermutlich zum Fraf3schutz, gebildet (Kamo et al., 2015).
Jedoch konnte diese Fahigkeit nur bei drei von 553 untersuchten Pflanzenarten festgestellt
werden, Vicia villosa spp., V. cracca sowie Robinia pseudo-acacia (Kamo et al., 2008; Kamo
etal., 2003).

Auf Pflanzen bt Cyanamid einen oxidativen Stress aus, dieser ist abhéngig von der
Dosierung und der Lange der Cyanamidanwendung (Maninang et al., 2015). Es reagiert mit
schwermetallhaltigen Enzymen, blockiert deren Wirkung und beeinflusst somit den
pflanzlichen Stoffwechsel. Dies wurde anhand der Wirkung auf die Katalase und Peroxidase,
Hilfsenzyme der Atmung bei Pflanzen, nachgewiesen. Unter Cyanamideinfluss akkumuliert
Wasserstoffperoxid (H202) das Substrat dieser Enzyme und es kann zu einer tédlichen
Wasserstoffvergiftung kommen. Anfangs wird die Hemmung der sensibleren Katalase durch
eine Erhdhung der Peroxidaseaktivitat ausgeglichen, wird diese jedoch ebenfalls geschéadigt
kommt es zum Gewebsuntergang der Pflanze (Amberger, 1961).

Durch Beeinflussung der Zellteilung wird das Wurzelwachstum und das Langenwachstum
des Hypokotyls negativ beeinflusst (Soltys et al., 2012; Soltys et al., 2011). Dies wird sichtbar
durch die Verringerung mitotischer Zellen, reduzierte Randzellen in den Wurzelspitzen,
verringerte Frequenz der Zellteilung sowie weiteren verdachtigen Veranderungen in den
Wurzelzellen, wie vermehrte Vakuolisierung und Modifikation des Zytoskeletts (Soltys et al.,
2014; Soltys et al., 2011). Cyanamid kann auch die Keimung von Samen und das Wachstum
der Keimlinge vieler Pflanzen hemmen (Soltys et al., 2013). Dies wird auch beim Einsatz des
Kalkstickstoffdiingers genutzt, der das Wachstum ungewiinschter Pflanzen auf der Weide
unterdrickt, bringt man den Dinger zum Zeitpunkt des Auskeimens dieser Pflanzen aus
(AlzChem Group AG).

Cyanamid kann andererseits auch zur Unterbrechung der Wachstumsverzogerung z.B. bei
Weintrauben eingesetzt werde. Auch hier macht man sich den oxidativen Stress zu Nutze,
da verringerte Sauerstoffkonzentrationen den Samen zum Auskeimen stimulieren (Rubio et
al., 2014).

2.3.5. Toxizitat von Cyanamid

Durch die Hemmung der Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH), welche auch einen wichtigen
Schrittim Abbau von Alkohol katalysiert, ist eine Aufnahme von Cyanamid vor allem in
Kombination mit Alkoholkonsum geféhrlich, da es zu einer Akkumulation von Acetaldehyd
kommt (Marchner and Tottmar, 1978). Durch Kombination von Alkohol und Cyanamid kann
die toxische Wirkung um das 30-fache gesteigert werden (Daunderer, 1984). Diese zeigt sich
durch Roétung des Kopfes, Hitzegefiihl im Kopf, Nacken und Oberkorper, Tachykardie und
Dyspnoe bis hin zum Herzstillstand. Dies macht man sich bei der Behandlung von
Alkoholikern zu Nutze, die mit Cyanamid behandelt werden und somit schon bei der
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Aufnahme kleinster Alkoholmengen gré3eres Unwohlsein entwickeln (Kojimaet al., 1997,
Gessa, 1990; Schiele et al., 1981). Im schlimmsten Fall kann ein andauernder
Alkoholgenuss trotz Cyanamideinnahme zum Tod fiihren, wie der Fall einer 34-Jahrigen
Frau zeigte. Bei dieser traten nach Einnahme von 20 ml einer 1 %-igen Cyanamid-Ldsung
und 129 g Ethylalkohols schweres Erbrechen und Bewusstlosigkeit auf, schliellich verstarb
sie (Kojima et al., 1997).

Risikogefahrdet sind weiterhin Arbeiter aus Fabriken, die Cyanamid oder Kalziumcyanamid
herstellen, sowie die Landwirte als Anwender dieser Substanzen. Hier kann es zu
Hautkontakt oder Einatmung von Stauben und Dampfen kommen, letzteres fuhrt zu Reizung
der Atemwege, Kopfschmerzen und Schwindel (Daunderer, 1984). Bei Kontakt mit Dormex,
einem Pflanzenwachstumsregulator mit Cyanamid, kam es zu schweren Hauteruptionen
(Fotietal., 2008). Bei sechs von 22 Arbeitern einer Kalkstickstofffabrik, die ein bis sieben
Stunden nach der Arbeit Alkohol konsumierten, traten geringe bei sieben sehr schwache
Nebenwirkungen auf. Bei einer Studie mit 65 Arbeitern eines Kalkstickstoff-Fabrikanten
konnten keine Erkrankungsanzeichen in den Organsystemen gefunden werden. Maximal
gemessene Kalziumcyanamid-Konzentrationen lagen bei 8,3 mg/m?. Die empfohlene
maximale alveolare Konzentration (MAC) liegt bei 1-2,5 mg/m? (Schiele et al., 1981).

Auch bei Tieren gibt es Berichte zu toxischen Reaktionen nach Kontakt mit Kalkstickstoff
oder Aufnahme von Cyanamid. So kam es nach Beimengung von Kalziumcyanamid in die
Einstreu von Kiihen, mit dem Ziel umweltbedingte Mastitiden zu verhindern, bei den Tieren
zu schweren Kontaktdermatitiden. Diese begannen an den Korperstellen die Bodenkontakt
hatten und breiteten sich dann weiter aus. Ein daraufhin durchgefihrter ,Patch -test” mit den
Wirkstoffen Kalkstickstoff, Cyanamid, Harnstoff und Ammoniumbicarbonat bestétigten die
Vermutung, dreivon vier Tieren regierten auf Cyanamid und Calciumcyanamid (Ondaet al.,
2008).

Auch Vergiftungserscheinungen von Rindern nach Aufnahme von gréf3eren Mengen der
Zottelwicke (Viccia villosa), welche naturlicherweise selber Cyanamid produziert, wurden
berichtet. Acht Tiere einer Rinderherde in den USA zeigten, wahrend einer Weidezeitvon 20
Tagen auf einer Weide mit gro3em Anteil der Zottelwicke, Konjunktivitis, Rhinitis, Dermatitis,
Haarverlust und Fieber und verstarben innerhalb von 15 Tagen. Nachdem die verbliebenen
Tiere von der Weide umgestellt worden waren, erkrankten keine weiteren Kiihe. Bei der
Sektion der verendeten Tiere zeigten sich VergréRerung der Leber und Milz, Blutungen in
den Bauch, nekrotisierende-granulomatdse Myokarditis, interstitielle Nephritis sowie
nekrotisierende Cholangitis. Weitere dhnliche Félle sind bekannt (Odriozolaet al., 1991; Peet
and Gardner, 1986; Pancieraet al., 1966).

2.3.6. Wirkung auf Weideparasiten

Uber die Wirkung von Kalkstickstoffdiinger auf externe Stadien von Weideparasiten gibt es
verschiedene Studien (Podstatzky, 2015, 2013, 2012; Bauer, 2006; Cabaret, 1994; Pouplard
and Pecheur, 1977, S. 28-41; Brozeit and Wieners, 1976; Gevrey and Euzeby, 1965;
Pecheur, 1962; Leiper, 1937). Neben Versuchen auf dem Feld wurden unterschiedliche
Wirksamkeitsstudien im Labor durchgefihrt. Fir die meisten Untersuchunge n wurden
Magen-Darm-Parasiten von Wiederkauern genutzt, nur eine Studie untersuchte die Wirkung
von Kalkstickstoff auf die Parasiten von Pferden (Leiper, 1937). In einem in-vitro Versuchim
Labor konnte er feststellen, dass in einer 0,25 %-igen Kalkstickstofflésung (mit Aqua dest)
alle Sclerostomen-Larven starben (Sclerostomen = alter, vereinfachender Begriff fur die
verschiedenen Gattungen der Strongyliden bei Pferden) . In einer 0,1 %-igen Losung
Uberlebten die Larven sieben Tage lang. In einem weiteren Versuch wurden die Larven mit
110 g Erde und verschiedenen Mengen Kalkstickstoff (2 g, 1 g, 0,5 g, 0,25 g) in Petrischalen
untersucht. Hierbei starben bei einer Menge von 2 g Kalkstickstoff alle Larven innerhalb von
19 Stunden, bei 0,25 g starb keine Larve innerhalb von 48 Stunden. Flrdas ,Indoor
Experiment' wurden auf Grasstlckenim Innenbereich 10.000 Sclerostomen-L3 ausgebracht
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und mit umgerechnet 560 und 1120 kg/ha Kalkstickstoff gedtingt. Die Larven wurdenim
Anschluss mit dem Baerman-Trichter Verfahren wiedergewonnen und ausgezahlt. Hier lagen
die Mortalitétsraten der gewonnenen Larven bei 59 % (560kg/ha) bzw. 90 % (1120kg/ha)
und bei 3-6 % in der Kontrolle. Im abschliefienden ,Outdoor Experiment‘ wurde im Februar
auf einer kleinen Parzelle (1 sq ft = 929 cm?) Kalkstickstoff in einer Dosierung von 784 kg/ha
sowie 250.000 L3 der Pferdeparasiten aufgebracht. Von den nach acht und 18 Tagen
wiedergewonnenen Larven lag die Mortalitatsrate bei Kalkstickstoffdiingung bei rund 50 %,
in der ungedingten Kontrolle bei 2-3 % (Leiper, 1937).

PECHEUR untersuchte im Labor den Einfluss des pH-Wertes und die Wirkung von
verschiedenen Kalkstickstoffkonzentrationen (75, 150 und 300 kg/ha) in Mischungen aus
Torf und Kot auf Entwicklungsstadien von Trichostrongylus spp. und Strongyloides spp.. Die
ovizide und larvizide Wirkung war proportional zur eingesetzten Diingermenge und bei
unreifen Larvenstadien deutlich besser als bei der infektiosen L3. So lag die Reduktion durch
300 kg/ha Kalkstickstoff fiir L1 und L2 bei 80-99 %, bei den L3 nur bei etwa 25 % (Pecheur,
1962).

In vitro Tests mit Larven von H. contortus und Ostertagia spp. ergaben éhnliche Ergebnisse.
Kalsktickstoff wirkte deutlich besser gegen unreife Larvenstadien. Um eine Reduktion aller
L3 oben genannter Parasiten in vier Tagen zu erreichen, war eine Dosierungvon 1000 kg/ha
notwendig (Gevrey and Euzeby, 1965).

In einem vierjahrigen Feldversuch von 1972-1975 wurden jedes Jahr zwei Jungrindherden
mit ca. acht Tieren untersucht. Die Weideflhrung beider Gruppenwar gleich, bis auf die
Diingung, die auf einer Weide mit 400 kg Kalkstickstoff /haund auf der Kontrollgruppe mit
reinem Stickstoffdiinger durchgefuhrtwurde. Je Tiergruppe stand eine Flache von 2 ha zur
Verfiigung, welche in vier Teile 20,5 ha unterteilt war, auf denen die Tiere wahrend der
Weidesaison rotierten. Monatlich wurden Kotproben der Tiere untersucht, sowie
Gewichtskontrollen durchgefihrt. Hier konnte gezeigt werden, dass die Tiere aus der
Kontrollgruppe mehr positive Kotproben hatten und die EpG-Werte der Proben bis zu 3x
hoher, als die der Kalkstickstoff-Gruppe waren. Um einen Anstieg der EpG-Werte im Herbst
zu verhindern muss jedoch eine Nachdiingung im Sommer mit Kalkstickstoff erfolgen. Die
Tiere aus der Kalkstickstoffgruppe hatten im Durchschnitt einen Kérpergewichtsmehrwert
von 23 kg.Eine statistische Auswertung der Ergebnisse wurde nicht durchgefuhrt (Brozeit
and Wieners, 1976).

Ein ahnlicher Versuch wurde in den 70er Jahren in Belgien durchgefiihrt, mit je sechs
Jungrindern pro Weide. Uber drei Jahre wurden verschiedene Methoden der
Kalkstickstoffdiingung ausprobiert. Eine Diingung mit 400 kg/haim April, DiUngung mit

300 kg/haim Februar oder Diingung mit 300 kg/haim November des Vorjahres wurden
verglichen. Auch hier wurden die Ergebnisse deskriptiv ausgewertet. Die Autoren
beschreiben einen geringeren Wurmbefall der Tiere auf der Kalkstickstoffweide im ersten
Jahr, sowie im Mittel 12 kg Mehrzunahme des Kérpergewichts. Jedoch fehlt auch hier die
statistische Analyse. Nach der Dingung im Februar war der Unterschied bezuglich der EpG -
Werte der beiden Gruppen minimal. Auffallend und als negativ zu bewerten war jedoch der
Wachstumsschock des Grases auf der Kalkstickstoffweide durch die friihe Dingung im
Februar, und die somit auf dieser Weide ungentigende zur Verfligung stehende Grasmenge
fur die Rinder. Auch die Diingung im Vorjahr scheint keine grof3en Unterschiede beziiglich
der Parasitenbelastung der Tiere zu bewirken. In den ersten vier Monaten der Weidezeit
waren die EpGs ahnlich hoch, erst zum Ende der Weidezeit im August konnte ein Anstieg
der EpG-Werte in der Kontrollgruppe festgestellt werden, woraufhin alle Tiere entwurmt
wurden (Pouplard and Pecheur, 1977). In Rinderglle téteten 8 kg Kalkstickstoffdliinger bzw.
1L Alzogur/ m3 Giille bei Temperaturen zwischen 5-20°C erfolgreich >99 % der enthaltenen
L1 und L2 von O. ostertagi und C. oncophora. Um eine vergleichbare Wirkung von >95 %
gegen die infektiosen L3 zu erreichen waren dagegen 10 kg Kalkstickstoff bzw. 5 L Alzogur /
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m? Gulle notig. Weder 10 kg Kalkstickstoff noch 10 L Alzogur / m 3 Gille konnten die
Entwicklung von A. suum Eiern verhindern (Pouplard and Pecheur, 1977).

In einem Weideversuch mit Schafen, bei dem mit 1000 kg/ha Scoramid (Kalkstickstoff +
Schlacke) gedingt wurde, konnte keine signifikante Wirkung auf die L3 von MDS vom Schaf
festgestellt werden. Jedoch war die Diingung signifikant negativ korreliert mit Infektionen von
Moniezia spp. (Bandwirmer) und Muellerius capillaris (kleiner Lungenwurm). Fur praadulte
Cernuella virgata (Sandheideschnecke), welche unter anderem als Zwischenwirt fir M.
capillaris fungiert, wurde in in vitro-Tests fur Kalziumcyanamid ein LD50 von 1100 kg/ha
bendotigt (Cabaret and Mangeon, 1994).

Mit einem in-vitro Test wurde am Institut fUr Parasitologie der Justus-Liebig-Universitéat in
Giessen ein in-vitro Test durchgefihrt, bei dem die Wirkung von Cyanamid-L6sung auf die
Drittlarven von Haemonchus contortus untersucht wurde. Bei Konzentrationen der wassrigen
Cyanamid-L6sung zwischen 0,075 % und 2,5 % und verschiedenen Temperaturen (4°C,
22°C) und Einwirkzeiten (24 h, 72 h, 8 d) wurde visuell die Motilitat der Larven bestimmt und
ausgewertet. Mit einer Einwirkzeit von 24 h bei 22°C ergaben sich folgende inhibitorischen
Konzentrationen der Cyanamid-L6sung: ED50 = 1,3; ED95 = 2,7. Bei langerer Einwirkzeit
(72 h, 8 d) verringern sich die ED-Werte um jeweils bis zu 50 %. Bei 4°C sind 2,6- bis 4-fach
hohere Konzentrationen notwendig, um die gleiche Wirkung wie bei Raumtemperatur zu
erreichen. Die Ergebnisse wurden deskriptiv in Tabellen ausgewertet, ein statistischer
Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen in Cyanamid-Ldsung wurde nicht
vorgenommen (Bauer, 2006).

In einem weiteren Laborversuch wurde die Wirksamkeit von Kalkstickstoff, neben anderen
Stoffen wie Branntkalk, Kalk, Beizmitteln und effektiven Mikroorganismen, auf H. contortus
Stadien tUberpruft. Dazu wurden Drittlarven oder Kotproben mit einem hohen EpG auf
Holzspane oder auf Grastopfchen gegeben, zusammen mit dem zu testenden Mittel.
Aufgrund der niedrigen Wiederholungsrate von drei Durchgangen je Variante wurden die
Daten nur deskriptiv ausgewertet. AuRerdem konnte ein Durchlauf der Grastopfchen
aufgrund von Schimmel nicht ausgewertet werden. Die Gewinnung der Larven erfolgte mit
dem Baermann-Wetzel-Trichter Verfahren. Die Wiederfindungsraten der Larven bei den
Proben der Grastopfchen ohne Wirkstoff lagen bei 20-30 %, bei den Hobelspanen zwischen
53-62 %. Durch Kalkstickstoff konnte die Rate auf 0-11,5 % bei den Grastopfchen und 2,6 %
bei den Holzspanen gesenkt werden, was einer Reduktion im Vergleich zu den Kontrollen
um ca. 60 % bzw. 95 % entspricht. Zu erwdhnen ist die Verwendung der doppelten Menge
Kalkstickstoff gegeniiber den Herstellerangaben (Podstatzky, 2013; Podstatzky, 2012).
PODSTATZKY fuhrte 2013 und 2014 weitergehend einen Feldversuch durch, bei dem er mit
Kalk und mit effektiven Mikroorganismen behandelte Weiden von Schafen mit einer
Kontrollgruppe verglich. Im ersten Versuchsjahr gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen bezuglich der EpG-Werte. Im zweiten Jahr wies die Gruppe auf der
mit Kalk behandelten Weide signifikant hdhere EpG-Werte auf als die anderen Gruppen
(Podstatzky, 2015).
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2.4. Zielsetzung der Arbeit

Dem Kalkstickstoff-Dunger Perlka werden laut Hersteller zahlreiche Zusatzwirkungen
zugeschrieben. Neben Verbesserung der Bodenstruktur, gesundem Pflanzenwachstum und
Steigerung der Bodenfruchtbarkeitdurch Erh6hung der biologischen Aktivitat im Boden, soll
Kalkstickstoff die Kontamination von Grinland mit Weideparasitenlarven reduzieren. Vom
Hersteller wird flr diese Anwendung eine Dingung mit 300-400 kg/ha Perlka zur Zeit der
Forsythienblite empfohlen (AlzCHem Group AG). Verschiedene Studien scheinen eine
gewisse Wirkung von Kalkstickstoff-Diinger auf Weideparasiten zu bestatigen (Brozeit and
Wieners, 1976; Pouplard and Pecheur, 1977; Podstatzky, 2012), jedoch sind die Studien
teils schon Uber 50 Jahre alt. In den Untersuchungen auf dem Feld sowie im Labor wird
haufig eine deutliche hthere Kalkstickstoffmenge eingesetzt, als vom Hersteller fir den
Einsatz auf Grinland empfohlen (Podstatzky, 2012, 2013, 2015; Bauer, 2006; Pouplard and
Pecheur, 1977; Brozeit and Wieners, 1976; Pecheur, 1962; Cabaret, 1994, Gevrey and
Euzeby, 1965). Auch fehlt meist die statistische Auswertung. Schwierig ist auch die
Vergleichbarkeit der Studien, aufgrund der verschiedenen eingesetzten Methoden.
Abgesehen von der Studie von LEIPER (1937) wurde die Wirksamkeit bei Pferdeparasiten
noch nicht untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von Kalkstickstoff-Diinger auf das Uberleben und die
Infektiositét von Drittlarven kleiner Strongyliden beim Pferd zu untersuchen. Diese sind die
haufigsten Weideparasiten beim Pferd und waren somit das Hauptziel einer solchen
hygienischen Dingung. Dafirwurde in einem Weideversuch mit zwei homogenen Herden
aus jeweils 32 weiblichen Jahrlingen die Wirkung von Kalkstickstoff nach einmaliger
Diingung vor Weidebeginn getestet. Eine Infektion der Pferde wurde anhand der
Untersuchung von Kotproben im Laufe der Weidesaison tiberwacht und es wurde versucht,
die Kontamination der Weide durch regelméf3ige Untersuchung von Grasproben auf
infektiose Drittlarven zu ermitteln. Die eingesetzten Untersuchungsmethoden entsprechen
den heutigen Standards (wie z. B. die Kotflotation mit dem Mini-FLOTAC) oder sind relativ
neu etabliert, aber schon fir &hnliche Versuche erfolgreich eingesetzt worden (Demeler et
al., 2012; Knapp-Lawitzke et al., 2014a).

Um die Wirkung des Kalkstickstoffdiingers genauer zu untersuchen, wurden zusatzlich
Versuche mit Grastopfchen im Labor unter einheitichen Bedingungen durchgefihrt. Zudem
wurden Erdproben gedungter Topfchen auf ihren Cyanamid-Gehalt untersucht, sowie
Larvenassays mit Cyanamidlésung durchgefihrt, um so eine Dosis-Wirkungskurve erstellen
zu koénnen.

Mithilfe dieser Untersuchungen sollte eine wissenschaftliche Grundlage fir die Beurteilung
der Verwendung von Kalkstickstoff fUr die Verbesserung der Weidehygiene, speziell
hinsichtlich der Kontamination mit Larven kleiner Strongyliden der Pferde, geschaffen
werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Laborgerate

Klimaschrank: APT.line KBWF, Pflanzenwachstumsschrank mit Programmregelung
fur Klima und Beleuchtung, Fa. Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge: Heraeus Multifuge X3R, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Waage 1: Sartorius universal, Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Waage 2: Acculab Sartorius Group, ALC 1100,2, 22211796, Sartorius AG, Goéttingen,
Deutschland

Magnetrihrgerét: IKA-Combimag RCO, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Datenlogger fur Temperatur und Feuchte: LT15.1, 11028052, Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland

Lotpistole: Lotpistole Standard, 9200UC, Weller Tools GmbH, Besigheim,
Deutschland

Mikroskop: Zeiss, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Pipetten: Eppendorf Research plus, 1000 pl (3120000054), 100 ul (3120000062),
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Handz&hlgeréte: z.B. IVO Handz&hler

3.1.2. Larven

L3 von kleinen Pferdestrongylidenlarven (nicht weiter differenziert) aus
Larvenkulturen von natirlich infizierten, institutseigenen Ponys

3.1.3. Mehrwegmaterialien

Schraubagléaser: Neutralglas 500g Original mit 80er Schraubdeckel gold, 6110,
Heinrich Holtermann KG, Brockel, Deutschland

Petrischalen: Petrischalen STERIPLAN, Kalk-Soda-Glas, autoklavierbar, T939.1, Carl
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Spritzflaschen: Rotilabo-Spritzflaschen, 250 ml, 5330.1, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Messer: z.B. Fleischermesser 15 cm, 300500, Mulex Bestecksvertrieb GmbH,
Gelsenkirchen, Deutschland

Schere: feine Schere, z.B. gerade/spitz/spitz, BCO60R, Aesculap AG, Tuttlingen,
Deutschland

Eimer: 5 | Haushaltseimer, Kunststoff und 201 Baueimer, Kunststoff, z.B. Nolle Profi
Brush, Wuppertal, Deutschland

Metall-Siebe: Test Sieves (Maschenweite: 250 pm, 200 pum, 150 um, 20 um),
RETSCH GmbH, Haan, Deutschland

Kunststoff-Sieb: Sieb, Kunststoff, d= 18cm, Maschenweite ca. 1 mm, 2668000802,
Roller GmbH & Co. KG, Gelsenkirchen-Buer, Deutschland

Zentrifugengefalle: Nalgene PPCO-Zentrifugengefalde, 250 ml, 3120-0250, Thermo
Fisher Scientific, Langenselbold, Deutschland

Trichter: Kunststofftrichter, farblos, z.B. Behr-Labortechnik GmbH, Disseldorf,
Deutschland
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Siebe fur LMIA: selbst gebastelt (22, 28 um)

Zahlkammer

Falconstander: Plastik, ftir 50ml- und 15ml- Falcons

Tabletts: Kunststoff, unterschiedliche Fabrikate

Sprihflasche: Neptun 100, Bahag AG, Mannheim

Teesiebe: unterschiedliche Fabrikate

Mini-FLOTAC: Kammern + Mikroskopschiene, Unita di Parassitologia e Malattie
Parassitarie, Dipartimento di Medicina Veterinaria e Produzione Animali, Universita
degli Studi di Napoli Federico Il

3.1.4. Einwegmaterialien

Handschuhe: duoSHIELD PFH Nitrile 240, puderfrei, Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, Deutschland

Transferpipetten: 3,5ml, Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Falcons, 50ml, 114x28mm, PP, Sarstedt, Niirnbrecht

Falcons 15ml, 120x17mm, PP, Sarstedt, Nurnbrecht

24-Well-Platten, Sigma-Aldrich, TPP tissue culture plate, 24 well plate, flat bottom,
polystyrene, 1.86 cm? sterile, 72/cs, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Holzspatel: Wood Tongue Depresor, 100 Stiick, 441142, DELTALAB S.L., Rub
(Barcelona), Spanien

Markier-Klebeband: Time Med Labeling Systems, Inc., Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Ségespéne: Lignocell S 8-15, J. RETTENMAIER & SOHNE GmbH + Co. KG,
Rosenberg, Deutschland

Blumenerde: CMI, Universal Blumenerde, 4405072, OBl Heimwerkermarkt
Systemzentrale GmbH, Wermelskirchen, Deutschland

Grassamen: Living Garden Rasen-Nachsaat, Deutsches Weidelgras, 4469490, OBI
Heimwerkermarkt Systemzentrale GmbH, Wermelskirchen, Deutschland

Alu Schalen: Alu-Tropfschalen gro3, Weber, Ingelheim, Deutschland, OBI (5886544)
Blumentopfuntersetzer: Outdoor-Untersetzer Universal, 12 cm, 1002248,
Good(s)factory B.V, BC’s-Hertogenbosch, Niederlande

Dunger: Kalkstickstoff PERLKA, AlzChem AG, Trostberg, Deutschland

Cyanamid: ALZOGUR, L500, AlzChem AG, Trostberg, Deutschland
Zellkulturflasche: T-25, REF 83.3910, Standard-Wachstumsoberflache fir adharente
Zellen, Schraghals, 2-Positionen-Schraubkappe, rot, steril, pyrogenfrei, nicht
zytotoxisch, SARSTEDT, Nirnbrecht, Deutschland

Zellkulturflasche: T-175, Standard-Wachstumsoberflache fir adharente Zellen,
Schréaghals, 2-Positionen-Schraubkappe, rot, steril, pyrogenfrei, nicht zytotoxisch,
SARSTEDT, Nirnbrecht, Deutschland

Verbandmull: 8cm x 5m, gerollt, 20-fadig, 4-fach, DIN EN14079, 40672, Helbig
Medizintechnik Vetriebs-GmbH & Co. KG, Neuenstadt am Kocher, Deutschland
Pipettenspitzen: epT.l.P.S. Lo Retention Reloads, Eppendorf Quality, 2-200ul:
0030072065, 50-1000u: 0030072073, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Serologie-Pipetten: Sarstedt Serological Pipette, 25ml, steril, REF 86.1685.001,
SARSTEDT Aktiengesellschaft & Co., Nurnbrecht, Deutschland
Einweqg-Plastik-Trinkbecher: 0,41, Getranke Hoffmann GmbH, Blankenfelde-Mahlow,
Deutschland

PBS-Tween: Stammlésung: 80 g NaCl + 2 g KCI + 14,24 g + Na,HPO4 x 2H,0 + 2 g
KH,PO4 + 1000 ml Aqua bidest, PBS-Tween: 100 ml Stammlésung + 900 ml Aqua
bidest + 0,5 ml Tween
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e gesattigte Zuckerldsung: Berliner Leitungswasser mit Haushaltszucker bis zur
Sattigung gemischt

e gesdttigte Kochsalzldsung: Berliner Leitungswasser mit Haushaltssalz bis zur
Sattigung gemischt

e Larvenwasser: Berliner Leitungswasser gemischt mit destilliertem Wasser bis zu
einer Leitfahigkeit von 0,43-0,45 mS

3.2. Methoden
3.2.1. Kotprobennahme wahrend des Feldversuches

Wahrend des Feldversuchs wurde aus arbeitstechnischen Grinden auf eine rektale
Kotprobenahme verzichtet. Die einjahrigen Pferde standen 24 Stunden auf der Weideflache
und es gab keine Fixationsmadglichkeit. So wurde, um frische, individuelle Kotproben zu
sammeln, langere Zeit auf der Weide verbracht. Sobald ein Pferd Kot absetzte , wurde dieser
mit einem frischen Einmalhandschuh, der umgestilpt, zugeknotet und mit der
Halsbandnummer des Pferdes beschriftet wurde, aufgesammelt. Die Proben wurden im
Anschluss direkt im Labor untersucht oder bis zur Untersuchung maximal einen Tag im
Kihlschrank bei ca. 6°C gelagert, um das Schliipfen der Larven und eine dadurch
verminderte Eizahl zu verhindern.

3.2.2. Kotuntersuchung (Mini-FLOTAC)

Zum Nachweis von Magen-Darm-Parasiten, wurde fir die Kotuntersuchung die Mini-
FLOTAC-Methode eingesetzt, welche auf dem Prinzip der Flotation von Parasiteneiernin
gesaéttigter Salzldsung beruht. Das Mini-FLOTAC ist eine Weiterentwicklung des FLOTAC-
Verfahrens und wurde in der veterinarmedizinischen Parasitologie schon erfolgreich fur den
Nachweis unterschiedlicher Parasiten, wie zum Beispiel Askariden, Hakenwirmern,
Trichuriden, gastrointestinale Nematoden oder Leberegelnin Haus- und Nutztieren,
eingesetzt (Limaet al., 2015; Djokic et al., 2014; Maurelli et al., 2014; Rinaldi et al., 2012).
Die Methode ist mit einer unteren Nachweisgrenze von flnf Eiern pro Gramm Kot genauer
als andere quantitative Verfahren, wie das McMaster-Verfahren. Das Mini-FLOTAC hat eine
hohe Reproduzierbarkeit undist aufgrund der Einfachheit und der wenigen bendétigten
Materialien sehr benutzerfreundlich, auch ein Zentrifugationsschritt ist nicht notwendig
(Donoghue et al., 2015; Godberetal., 2015; Bardaet al., 2014a; Barda et al., 2014b;
Maurelliet al., 2014; Barda et al., 2013a; Barda et al., 2013b).

Das zugehorige Fill-FLOTAC wurde nicht eingesetzt, da eine Nutzung mit dem
strukturreichen Pferdekot nichtmdglich war. Stattdessen wurden zwei Glasgeféalie (hier
Honigglaser) genutzt. In das erste wurde mithilfe einer Waage und einem Holzspatel eine
Menge von funf Gramm der Kotprobe tberfuhrt. 45 ml der geséttigten Salzlésung wurden
dazugegeben (Mischverhdltnis von 1:9) und der Kot unter Rithren mit dem Holzspatel gut
darin aufgeldst. Der Inhalt des ersten Glases wurde durch ein Teesieb in das zweite Glas
gegossen und die groben Bestandteile im Sieb verworfen. Mit Hilfe einer Transfer-Pipette
wurden nun, nach jeweils vorherigem Schwenken der Loésung im Glas, die beiden 1 ml-
fassenden Flotationskammern des Mini-FLOTAC beftillt. Nach einer Wartezeit von zehn
Minuten konnte der obere Teil des Mini-FLOTAC um 90° gedreht und beide Felder
ausgezahlt werden. Hierflir war eine spezielle Adapter-Schiene vorhanden, welche es
ermdglichte, das Mini-FLOTAC direkt unter dem Mikroskop durchzumustern. Mit folgender
Formel, welche sich aus dem Mischverhéltnis von Kot und Salzldsung ergibt, konnte die
Eizahl pro Gramm Kot (EpG) berechnet werden:

Ausgezahlte Parasiteneier x5 = EpG
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Abbildung 8: befulltes Mini-FLOTAC, fertig zum Auszéhlen

3.2.3. Larvenkulturen

Das Ziel der Larvenkultur ist die Entwicklung von Drittlarvenstadien aus M DS-Eiern im
Pferdekot. Frischer, mdglichst wenig verunreinigter Pferdekot wurde mit Einmalhandschuhen
in einem sauberen Eimer gesammelt. Die Pferdeapfel wurden per Hand aufgebrochen,
sodass eine feuchte, kriimelige Masse entstand. Bei sehr weicher Kotkonsistenz wurden
einige Sagespéne hinzugegeben, um diesen Zustand zu erreichen. Die Kotmasse wurde aus
dem Eimer locker in Schraubgléser gefillt, welche nicht verschlossen, sondern der Deckel
nur locker aufgelegt wurde, damit die Luft zirkulieren konnte.

Die so gefillten Glaser wurden, beschriftet auf Tabletts, entweder im Inkubator bei 37°C und
70 % Luftfeuchte zehn Tage gelagert oder, bei Platzmangel, auch in einem geschlossenen

Schrank bei Zimmertemperatur zwei bis drei Wochen stehen gelassen. In dieser Zeit schlipft
die L1 aus dem Ei und entwickelt sich bis zur infektiosen L3. Um diese zu gewinnen, wurden
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die Deckel von den Kulturen abgenommen und diese bis zum oberen Rand vollstandig mit
Leitungswasser aufgeflllt. Eine Petrischale wurde Uber das Honigglas gestuilpt und beides
zusammen auf den Kopf gedreht. Dabei muss darauf geachtet werden, die Petrischale gut
anzupressen, damit kein Wasser beim Stilpen herauslauft. Die Petrischalen wurden mit Hilfe
einer Spritzflasche ebenfalls mit Leitungswasser aufgeflillt. Die Larven wanderten nun aus
der Kultur in die Petrischale aus, da hier der Wasserdruck geringer ist. Nach 12 -24 Stunden
wurde mit einer Transfer-Pipette das Wasser aus den Petrischalen, je nach Anzahl der
Kulturen in 50 ml-Falcons oder ein grof3eres Glasgefald Uberfihrt. Die letzten Schritte wurden
ein bis drei Mal wiederholt, jedes Mal mit frischem Wasser in den Petrischalen. Um das
Volumen zu vermindern, wurde das Uberstandige Wasser nach Sedimentation der Larven
abgegossen. Die gewonnene Larvensuspensionen wurden nun noch mit dem Baermann-
Wetzel-Trichterverfahren aufgereinigt (siehe 3.2.4) und dann in speziell belufteten
Kulturflaschen gelagert.

Abbildung 9: Abpipettierenvon Larven aus gestilpten Larvenkulturen

3.2.4. Larvenaufbereitung

Das Baermann-Wetzel-Verfahren wurde als koproskopisches Nachweisverfahren entwickelt,
um aus Kotproben die Larven lebendgebérender Parasiten nachzuweisen (Baermann, 1917;
Eysker, 1997). Hier wurde es modifiziert angewendet um aus Kotkulturen gewonnene Larven
aufzureinigen oder auch um nach langerer Lagerung nicht-vitale Larven herauszufiltern. Dies
ist im Besonderen vor weiteren Versuchen mit den Larven wichtig, daman hier mdglichst
vitale Larven benotigt.

In einen Trichterstander wurden mehrere Trichter, welche am Ablauf mit einem Stiick
Gummischlauch versehen sind, aufgebaut. Der Schlauch war mit einer Metallklemme
verschlossen. Zum Filternwurdenkleine, runde Stickrahmen, mit zum Trichter passendem
Durchmesser mit vier Schichten Verbandsmull bespannt. Der Trichter wurde nun genau bis
zum Mull mit Wasser befillt und darauf die Larvensuspensionin den Stickrahmen gegeben.
Vitale Larven sind so beweglich, dass sie durch die Gaze dringen, im Trichter nach unten
sinken und sich unten im Gummischlauch sammeln. Diese Larven konnten nun tber die
Metallklemme abgelassen und in beliftete Zellkulturflaschen gefullt werden. Diese wurden
bis ca. 100 ml mit Larvenwasser aufgefillt und liegend im Kiihlraum bei 4°C gelagert.
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Abbildung 10: modifiziertes Baermann-Wetzel Trichterverfahren zur Larvenaufbereitung

3.2.5. Herstellung der PBS-Tween-Losung

Zuerst wurde eine Stammldsung angesetzt, fur die auf einer Waage 80 g Natriumchlorid
(NaCl), 2 g Kaliumchlorid (KCI), 14,24 g Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat (Na,HPO4 x
2H,0) und 2 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4) abgewogen wurden. Auf einer
Ruhrplatte wurden in einem Messzylinder 1000 ml Aqua bidest vorgelegt. Unter Rihren des
Magnetfisches wurden nun die zuvor abgewogenen pulvrigen Chemikalien hinzugegeben
und auf deren Losung im Wasser gewartet.

100 ml der Stammlésung ergeben mit weiteren 900 ml destilliertem Wasser und 0,5 ml
Tween die gebrauchsfertige Losung, die in 5 Liter-Kanistern aufbewahrt wurde.

3.2.6. Grasprobenahme im Feld-und Topfchenversuch

Die Grasprobenahme wurde nach dem Schema von TAYLOR (1939) durchgefihrt. Dabei
wurden die Proben auf zwei sich kreuzenden ,W*- oder langeren Zickzacklinien genommen,
sodass diese moglichst gleichmaRig verteilt sind (Taylor, 1939). Die Larven sind
hauptsachlich in engerem Umkreis um Geilstellen und Pferdeépfel angesiedelt. Mit oben
genannter Probenahme versucht man, ein méglichst umfassendes Bild der Kontamination
der Weide mit Parasiten zu gewinnen.
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Abbildung 11: Schema Grasprobenahme

Auf jedem Teil der beiden Versuchsweidenwurden je 16 Proben genommen, insgesamt also
32 Proben. Das Zickzackschema wurde per Augenmal? abgelaufen, hierbei dienten
Futtertroge, Tranken oder Zaunpféahle als grobe Orientierung. Bei einer folgenden
Probenahme wurden die Grasproben somit im selben Bereich der Weide, aber nie genau an
der gleichen Stelle genommen.

Der Zeitpunkt wurde immer friilh morgens gegen sechs Uhr gewéhlt. Um diese Zeit befindet
sich noch Tau auf den Grasern. Da der Aufenthaltsortder Larven abhangig von Feuchtigkeit
und Temperatur ist und diese einen Flussigkeitsfilm bendtigen, um die Grashalme zu
erklimmen, ist eine Probenahme mit gleichen Bedingungenwichtig. Bei zu starker
Trockenheit ziehen sich die Larven in die oberen Bodenschichten zuriick. Auch nach
starkem Regen kdnnen moglicherweise keine Larven auf dem Gras gefunden werden, da
diese herunter gewaschenwurden (English, 1979a; English, 1979Db).

Um eine Grasprobe zu nehmen, wurde ein Grasbiuschel mit der Hand gefasst und mit einem
Messer mit Sdgezahnschneide dicht Giber dem Boden abgeschnitten. Jede Probe wurde in
einem Schraubglas gesammelt, welches mit seinem Deckel verschlossen und eindeutig
beschriftetwurde. Am Ende der Probenahme wurden die Glaser mit PBS-Tween aufgefllt,
in welchem die Grasproben nun 4 h einweichten. Mehrmaliges Schutteln und Schwenken in
dieser Zeit ist forderlich (Demeler et al., 2012). Die eingeweichten Proben wurden nach
Berlin Gberfihrt und direkt im Anschluss im Labor bearbeitet.
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Abbildung 12: In PBS-Tween eingeweichte Grasproben

Bei der Grasprobenahme aus den selbst angeziichteten Grastopfchenwurde der gesamte
Bewuchs mithilfe einer feinen Schere dicht tiber der Erde abgeschnittenund in ein
Probenglas tberfihrt. Zur Probenahme wurden Einmalhandschuhe getragen und die
Grasbuschel mit Daumen und Zeigefinger fixiert. Bei der Zugabe von PBS-Tween ins
Probengefald wurden die benutzten Finger sowie die Schere iber dem Glas mit abgespdilt,
um eventuell daran haftende Larven nicht zu verlieren.

3.2.7. Aufreinigung von Nematodenlarven aus Grasproben (Graswaschen)

Das Graswaschen, zur Gewinnung der auf dem Gras vorhandenen Larven, wurde nach einer
kirzlich am Institut fur Parasitologie der FU Berlin entwickelten Methode nach DEMELER et.

al. durchgefihrt (Demeler et al., 2012). Diese geben eine Wiederfindungsrate von 68-98 % in
selbst angepflanzten Grastdpfchen an, abhangig von der Zahl der aufpipettierten Larven.

Nachdem die Grasproben fir vier Stundenin der PBS-Tween-Losung eingeweicht wurden,
wurden diese weiterverwendet. Hierfiir wurde die Probe auf ein Kiichensieb gegeben,
welches, noch von einem Sieb mit einer Maschenweite von 250 um unterlagert, auf einem
funf Liter fassenden Eimer liegt. Das Probenglas sowie Deckel wurden mit Leitungswasser
ausgespult und ebenfalls Uber die Siebe in den Eimer gegossen. Mit festem Wasse rstrahl
wurde nun das Gras abgesplilt. Die gesamte Spulmenge im Eimer sollte maximal einen Liter
betragen, um die nachfolgenden Zentrifugationsschritte einhalten zu kénnen. Das Gras und
grobe Dreckbestandteile verbleiben in den beiden Sieben, die Maschenweite war jedoch
grof3 genug, umdie Larven, aber auch feinere Schmutzpartikel hindurch zulassen.
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Abbildung 13: Aufbau zum Graswaschen

Die Waschldsung aus dem Eimer wurde mithilfe eines Trichters in vier 250 ml-
Zentrifugengefal3e umgefullt. Vorhergehendes Schwenken war nétig, um den Absatz am
Boden aufzuschwemmen. Vor der Zentrifugation wurden die Gefél3e gewogen und
austariert. Die folgende Zentrifugation wurde fiir zehn Minuten mit 890 G, einer
Beschleunigung von neun und einer Entschleunigung von vier durchgefihrt. Mit einer
Vakuum-Pumpe wurde nun der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Das Sediment wurde
aufgeschuttelt und in beschriftete 50 ml-Falcons tUberfihrt, welche ein zweites Mal wie oben
beschrieben zentrifugiert wurden. Der wassrige Uberstand wurde erneut mit der Vakuum-
Pumpe abgesaugt und die Falcons bis maximal ein Zentimeter unter den Rand mit
gesattigter Zuckerlosung aufgeflillt. Die Falcons wurden verschlossen und gut geschuittelt,
bis sich das gesamte Pellet, in dem sich auch die Parasitenlarven befanden, in der
Zuckerldsung verteilt hat. Der nachfolgende dritte Zentrifugationsschritt hatte das Ziel, die
Larven von dem noch vorhandenen Schmutz aufzureinigen. Die Larven sind leichter als die
Zuckerlosung und befanden sich nach der Zentrifugation an der Oberflache, die
Schmutzpartikel sind schwerer und sanken nach unten. Die Zucker-Zentrifugation wurde funf
Minuten bei 1200 G, einer Beschleunigung von neun und einer Entschleunigung von sechs
durchgefihrt. AnschlieRendwurden die Larven mit Hilfe eines Eimers und einem
engmaschigen Sieb (20 um Maschenweite) von der Zuckerlésung getrennt. Hierflr wurde
der obere Teil der zentrifugierten Zuckerldsung mit den Larven aus den Falcons einer
Grasprobe (meistens zwei Stiick) auf das Sieb gegeben. Von demim Eimer schrag
gestellten Sieb wurde nun mit sehr seichtem Wasserstrahl die Zuckerlésung weggesptilt. Die
Larven sammelten sich so im unteren Rand des Siebes und konnten mit einer Transfer-
Pipette mit nur noch wenig Wasser in ein 15 ml-Falcon tberfuhrt und entweder fur den
Fitnesstest weiterverwendet oder im Kihlschrank bei 4-6°C gelagertwerden.

3.2.8. Larvenfitnesstest

Der Larvenfitnesstest, soll eine Differenzierung vitaler und nicht-vitaler Larven der kleinen
Strongyliden erméglichenund ist angelehnt an das Prinzip des LMIA, siehe 3.2.18. Hierfur
wurden die frisch gewonnenen Larven aus der Gras- bzw. Erdwaschung verwendet. Pro 24-
Well-Platte waren zwei Reihen Siebe notig, hier mit einer Maschenweite von 22 um, die nach
vorheriger Kontrolle auf Dichtigkeit in Reihe A und C eingesetzt wurden. Reihe B und D
blieben frei. In die Siebe wurden nun die wassrigen Proben mit den Larven pipettiert, sodass
das Sieb unter dem Wasserspiegel lag, aber das Well nicht Giberlief. Wichtig war eine gute
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Beschriftung der Platten, um die Proben noch zuordnen zu kénnen. Uber Nacht hatten die
Larven Zeit, bei ausreichend vorhandener Vitalitét, durch die Maschen der Siebe zu wandern
und mit der Schwerkraft nach unten zu sinken. Tote und bewegungsarme Larven blieben auf
dem Sieb liegen.

Zum Stllpen der Siebe wurde eine 1000 pl-Pipette und ein kleines Becherglas mit
Leitungswasser benotigt. Die Siebreihe wurde nun angehoben, aber noch tberihrer
urspringlichen Reihe gehalten und mithilfe der Pipette von auf3en mit 500-1000 ul Wasser
abgespult. Erst jetzt wurden die Siebe vorsichtig in die darunterliegende freie Reihe (B bzw.
D) umgedreht und die darin verbliebenen Larven mit ca. 2000 pl Wasser in die Wells gesplilt.

......

Abbildung 15: Stiilpen der Siebe

Nun konnten die gewanderten, sowie die nicht-gewanderten Larven ausgezahlt werden. Eine
Addition beider Zahlen ergab die Gesamtlarvenzahl der Probe. Aufgrund von einigen
Verunreinigungen im Probenwasser, welche sich trotz vorheriger Aufreinigung durch einen
Zentrifugationsschritt mit gesattigter Zuckerlésung nicht vermeiden lie3en, erfolgte die
Auszéhlung der Larven nicht direkt in der Well-Platte, sondern in Zéahlkammern, wo eine
zusétzliche Verdiinnung der Probe mdglich war. Nun wurden unter dem Mikroskop alle
vorhandenen Strongyliden-L3 gezahilt.
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Abbildung 16: Strongyliden-L3 unter dem Mikroskop (erkennbar an der
Scheide und dem langen Scheidenschwanz) (Quelle: Florina Jung)

3.2.9. Erdprobenahmeim Feldversuch

Auf dem freien Feld wurde fur die Entnahme von Erdproben ein Metallrohr aus dem
Baumarkt und ein Gummihammer verwendet. Die Probenahme wurde nach dem gleichen
Schema wie bei den Grasproben durchgefiihrt. An gewiinschter Stelle wurde nun das
Metallrohr ca. 10 cm mit dem Gummihammer in den Boden getrieben. Unter Hin-und-her-
Bewegen des Rohres konnte dieses wieder aus dem Erdboden gezogen werden und die
darin enthaltene Erde mit Hilfe eines, im Durchmesser etwas kleineren, Holzstocks in das
Probengefal herausgedruckt werden.

Die Erde aus den selbst angeziichteten Grastdpfchen wurde aus dem Topfchenin eine
Plastikschale Uberfuhrt und dort mit einem groRen Messer in drei Schichten geteilt (obere
Schicht 2 cm, mittlere Schicht 4 cm, untere Schicht 4 cm).

3.2.10. Aufreinigung von Nematodenlarven aus Erdproben

Die Methode zur Aufreinigung von Nematodenlarven aus der Erde wurde nach einem
Protokoll von KNAPP-LAWITZKE et. al. durchgefiihrt (Knapp-Lawitzke et al., 2014b). Solche
passiven Methoden sind den aktiven Methoden, wie zum Beispiel dem modifizierten
Baermann-Trichter-Auswanderungsverfahren, bei dem die Larven selbst aktiv aus der Erde
auswandern mussen, Uberlegen. Es konnen auch nicht-vitale, tote und kryptobiotische (im
Stadium mit eingeschranktem Stoffwechsel) Larven durch den Waschvorgang aus der Erde
isoliert werden. Die Wiedergewinnungsrate wird von den Autoren zwischen 60,8 und 88,6 %
angegeben.

Es wurden zwei Siebe benotigt, die Ubereinander gestapelt werden. Das obere hat eine
Maschenweite zwischen 150 und 200 um, sodass hier die Larven durchgewaschen werden
konnten. Im unteren Sieb mit einer Maschenweite von 20 umwurden die Larven dagegen
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aufgefangen. Die beiden Siebe wurden anfangs auf einem Eimer gelagert und das sich darin
sammelnde Waschwasser immer wieder ins Waschbecken verworfen. Alternativ, um den
Arbeitsvorgang zu vereinfachen, wurde ein Gitter Uber das Waschbecken gelegt, worauf die
Siebe standen, damit das Waschwasser direkt ablaufen konnte. Die Erdprobe wurde auf das
obere Sieb Uberfuhrtund das entsprechende Probenbehéltnis ebenfalls noch einmal tiber
den Sieben ausgewaschen. Bei einer groRen Erdprobe ist es ratsam, diese in mehreren
Schritten zu waschen, da zu grof3e Erdmengen die Siebe schnell verstopfen und das
Waschwasser nicht mehr ablaufen kann.

Die Erdprobe wurde mit einem starkeren Strahl der Handdusche gewaschen, sodass sich
Larven und feine Erdbestandteile im unteren Sieb ansammelten. Wahrend des Waschens
war es wichtig, in regelméfiigen Abstanden das obere Sieb anzuhebenund den
Wasserstand im unteren Sieb zu prufen, damit dieses nicht Uberlief. Leichtes Schwenken
und Rotieren der Siebe half den Ablauf des Wassers zu verbessern. Der Inhalt des unteren
Siebes wurde mithilfe von einem Holzspatel und abgeschnittener Transfer-Pipette in
beschriftete 50 ml-Falcons tUberfihrt. Das obere Sieb wurde solange auf einem Tablett
gelagert, welches am Ende ebenfalls noch einmal Uber den Sieben abgespult wurde, um
eventuell dort abgetropfte Larven nicht zu verlieren. Es wurde so lange gewaschen, bis sich
im unteren Sieb nahezu keine feinen Erdpartikel mehr ansammelten.

Abbildung 17: Aufbau zur Aufreinigung von Nematoden aus Erdproben

Die 50 ml-Falcons wurden nun bei 890 G mit einer Beschleunigung von neun und einer
Entschleunigung von vier fiir zehn Minuten zentrifugiert und der wassrige Uberstand mit der
Vakuum-Pumpe abgesaugt und verworfen. Wie bei der Gewinnung von Nematodenlarven
von Grasproben wurden die Falcons nun mit geséttigter Zuckerlosung aufgefllt. Hier war es
einfacher, die Falcons erst nur bis zur Hélfte zu beflillen um dann das Pellet gut aufschitteln
zu kdnnen. Erst wenn sich dieses komplett aus der unteren Falconspitze gel6st hatte, wurde
das Falcon vollstédndig mit Zuckerldsung aufgefillt und ebenfalls noch einmal gut geschiittelt.
Der zweite Zentrifugationsschrittwurde finf Minuten bei 1200 G, einer Beschleunigung von
neun und einer Entschleunigung von sechs durchgefiihrt. Der abschlielRende
Aufreinigungsschritt der Larven aus der Zuckerldsung entspricht dem der Grasproben (s. 0).
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3.2.11. Sterilisation der Erdproben

Die im Versuch mit den Grastdpfchen eingesetzte Erde sollte frei von Erdnematoden und
sonstigen Bodenorganismen sein. Um dies zu erreichen, wurde sie in hitzebestandigen
Gefalen bei 100°C fir circa 30 h im Wéarmeschrank gelagert. Hier wurden die Unterteile von
alten Labor-Mausekéfigen genutzt. Die Erde wurde wahrend des Trocknens mehrere Male
durchmischt.

3.2.12.Feldversuch zur Untersuchung der Wirkung von Kalkstickstoffdiingung
gegen Larvenderkleinen Strongyliden

Der Feldversuch fand von April bis September 2014 auf dem Gestiit Lewitz in Mecklenburg-
Vorpommern statt. Die Lewitz war urspriinglich eine sumpfige Bruch- und
Niedermoorlandschaft. Nach dem zweiten Weltkrieg wurde die Gegend, nach grof3flachigen
Meliorationsmaf3nahmen zur intensiven Wiesen- und Weidewirtschaft genutzt (Gestut
Lewitz). Lange Zeit war hier ein Rinderstammzuchtbetrieb ansassig, seit 1972 die Ponyzucht
der Lewitzschecken und schlie3lich die Warmblutzucht von Paul Schockemdhle mit rund
4000 Pferden auf ca. 3000 Hektar (ha) Land.

Es stand eine langliche Flache von 12 ha, die Weide am Mittelweg, zur Verf iigung, die seit
sechs Jahren intensiv als Pferdeweide genutzt wird. Hier wurden vor Weideaustrieb Gras-
und Erdproben genommen. Aus betrieblichen Grinden wurde die Weide im Mai der
Schnittnutzung unterzogen. Anschliel3end wurde die Halfte der Flache maschinell mit 400
kg/ha Kalkstickstoffdiinger Perlka der Firma AlzChem gediingt, der andere Teil mit normalem
NPK-Dunger.

Koxtrollflé che Kalk-N Diingung

Al A2 A3 Bl B2 B3

Gesamtflache 12ha

Abbildung 18: Schema der Weide am Mittelweg

Nach Entwurmung der Pferde im April mit Panacur (Fenbendazol) und Equest (Moxidectin)
erfolgte der Weideaustrieb Anfang Juni. Jede der beiden sechs Hektar grof3en Testflachen
wurde jeweils noch einmal in drei Teilstiicke unterteilt, um dem Prinzip der Rotationsweide
nachzugehen. Auch dies war betriebsbedingtvorgegeben. Je eine Gruppe von 32 Pferden
stand flr die Weidesaison von Juni bis September auf der Kontrollweide, beziehungsweise
auf der mit Kalkstickstoff gedingten Weide. Beide Gruppen bestanden aus einjahrigen
Stuten. Kotproben der Pferde wurden vor Weideaustrieb und liber die gesamte Weidesaison
gesammelt. Da es keine Fixationsmoglichkeit fir die Pferde gab, wurde frisch abgesetzter
Kot gesammelt (3.2.1). Die Grasprobenahme wurde anfangs ca. alle zwei Wochen
durchgefuhrt, immer nach dem Umtrieb der Pferde von einem Weidedrittel auf das néchste.
Jede MalRnahme wurde bei der Kontroll- und der Kalkstickstoffgruppe parallel durchgefihrt.

52



Im Juli wurden die Teilstticke der beiden Weiden gedffnet, sodass die zwei Pferdegruppen
auf je einer grol3en Flache grasen konnten. Mitte August wurden je Herde noch zwolf Pferde
zusétzlich auf die Weide gestellt. Die ganze Zeit Uber wurden die Pferde mit einer Totalen
Mischration (TMR) auf der Basis von Gras- und Maissilage zugefuttert. Eine letzte
Grasprobenahme der Weiden am Mittelweg wurde im August durchgefiuhrt, bevor die Pferde
Anfang September die Weide verliel3en.

Parallel zum Hauptversuch wurde noch eine zweite Weide am Eichendamm in den Versuch
miteinbezogen. Hier standen bis Anfang August dreijahrige Hengste, die im Rahmen der
parasitologischen Bestandsbetreuung mit einer hohen Anzahl von MDS-Eiern im Kot
aufgefallen waren. Hier wurden Grasproben genommen, dann die Pferde umgestellt und ein
Teilstiick der Weide (Stiick 2) mit 400 kg Kalkstickstoff / ha gediingt. Ein weiteres (Stiick 7)
diente als Kontrolle und blieb unbehandelt. Zwei und vier Wochen nach der Diingung wurden
beide Weiden beprobt (16 Grasproben pro Flache). AuRerdem gab es eine zusétzliche
Untersuchung mit nur je vier Proben pro Flache, drei Wochen nach der Diingung.

Die genauen zeitlichen Ablaufe sind Tabelle 8 zu entnehmen.
Tabelle 8: Zeitplan des Feldversuches

Datum

29.04.2014 Entwurmung Gruppe B (Kalkstickstoff-Gruppe) mit Panacur und Equest

30.04.2014 Entwurmung Gruppe A (Kontroll-Gruppe) mit Panacur und Equest

06.05.2014 1. Grasprobenahme am Mittelweg (komplette Flache)

19.05.2014 Weide am Mittelweg gemaht

23.05.2014 Erdprobenahme am Mittelweg (komplette Flache)

26.05.2014 Kalkstickstoffdlingung am Mittelweg (Stlick B)

10.06.2014 Weideaustrieb der beiden Herden (Kalkstickstoff-Gruppe auf B1, Kontroll-
Gruppe auf Al)

18./19.06.2014 | Umtrieb der Herden auf Stiicke A2 bzw. B2

19.06.2014 2. Grasprobenahme am Mittelweg (Stick A1 und B1)

30.06.2014 Umtrieb der Herden auf Stiicke A3 bzw. B3

03.07.2014 3. Grasprobenahme am Mittelweg (Stiick A2 und B2)

10.07.2014 Offnung der Litzen der Teilstiicke zu jeweils einer groRen Weide (A bzw.
B)

17.07.2014 4. Grasprobenahme am Mittelweg (Stlick A3 und B3)
+ Probegrasproben der Flachen vom Eichendamm

31.07.2014 1. Grasprobenahme Eichendamm (Stiick 2 und 7)

08.08.2014 Kalkstickstoffdiingung des Teilstlickes 2 am Eichendamm

18.08.2014 Neue Pferde in die Herden am Mittelweg zugestellt

21.08.2014 2. Grasprobenahme am Eichendamm (Stlick 2 und 7)

28.08.2016 5. Grasprobenahme am Mittelweg (Stuick A und B)

04.09.2014 3. Grasprobenahme am Eichendamm (Stlick 2 und 7)

10.09.2014 Umtrieb der beiden Herden vom Mittelweg auf die Ochsenweide
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3.2.13.Untersuchung des nematoziden Effekts der Kalkstickstoffdiingung unter
Verwendung von Grastopfchen

Die Anzucht der Grastopfchen erfolgte ca. zwei Monate bevor der eigentliche Versuch
angesetzt war, damit das Gras ausreichend Zeit fir den Aufwuchs hatte. In die
Plastiktrinkbecher wurden mit einer Lotpistole funf Locherin den Boden gebrannt, sodass
diese ahnlich wie Blumenttpfe beluftet waren. Auf einer Hohe von 10 cm wurde mit einem
Edding eine Markierung angebracht, diese zeigte die spatere Fullhdhe der Erde. Die
Blumenerde wurde 38 Stunden bei 100°C in hitzebestandigen Geféal3en im Trockenschrank
aufbewahrt, um Erdnematoden abzuttten. Anschlief3end wurde die trockene Erde bis zur
Markierung in die Plastikbecher geflllt, welche zu sechs Stlck in Alu-Schalen standen. Das
Gewicht der trockenen Erde pro Tépfchen betrug zwischen 180 und 200 g. Dann wurde die
Erde mehrmalig gut gewassert, bis der ganze Boden wieder feucht war. Fir jedes Topfchen
wurden nun 0,38 g Grassamen abgewogen und auf die Erdoberflache mdglichst gleichmallig
ausgestreut.

Abbildung 19: Anzucht von Grastépfchen im Klimaschrank

Tabelle 9: Inhaltsangabe der CMI Blumenerde von OBI

Blumenerde:

pH=6,5(CaCl2), Salz: 2,5 ¢
150 mg/I N Stickstoff (CaCl2), 200 mg/l P205 Phosphat (CAT), 900 mg/I K20 Kalium
(CAT)

Die Topfchen wurden im Klimaschrank bei 22°C und einem Tag-Nacht-Lichtrhythmus im
Klimaschrank aufbewahrt und nach Bedarf gegossen. Nach funf Wochenwurde das
hochgewachsene Gras mit einer Schere auf eine Hohe von ungeféhr 2 cm herunter
geschnitten. Am4.12.2014 wurden 36 Grastopfchen angesetztund dann etwas zeitversetzt
noch 24 weitere am 9.12.2014 und am 16.12.2014, sodass fur den Versuch von Januar bis
Marz 2015 84 Topfchen zur Verfliigung standen.

Es wurde ein Zeitplan aufgestellt, in welcher Reihenfolge und zu welchen Zeitpunkten jedes
Topfchen mit kleinen Strongylidenlarven besetzt, gediingt und gewaschenwerden sollte. Tag
Null war fur jedes Topfchen der Dungezeitpunkt, zwei Tage davor wurden die Larven aufs
Gras pipettiert. Die Topfchen wurden an Tag zwei, funf, acht, elf oder vierzehn nach der
Dungung gewaschen, umdie Larven wiederzugewinnen. Fir jeden Zeitpunkt wurden sechs
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gedingte Topfchenverwendet, sowie parallel dazu sechs ungediingte Topfchen als
Negativkontrolle.

Die Strongylidenlarven (L3) wurden aus selbst angelegten Kotkulturen gewonnen und
lagerten in belifteten Flaschen bei 4-6°C im Kiihlraum (3.2.3). Vor Benutzung wurden diese
immer noch einmal getrichtert (3.2.4) und dann die Anzahl der Larven in der Flasche
ausgezahlt. Dafur wurden funf Tropfen a 10 pl Larvensuspension auf einen Objekttrager
gegeben und die Anzahl der Larven in jedem Tropfen unter dem Mikroskop gezahlt.
Anschlieend wurde das Volumen der auf das Gras aufzutragenden Larvensuspension per
Dreisatz berechnet. Pro Topfchen wurden 1000 Larven mit einer Eppendorf-Pipette aufs
Gras transferiert. Vor dem Aufbringen der Larven wurde das Gras noch einmal auf eine
Hohe von wenigen Zentimetern herunter geschnitten. Ab diesem Zeitpunkt wurden die
Topfchenin einer selbst gebastelten Styropor-Umhullung mit eigenem Untersetzterim
Klimaschrank aufbewahrt. Diese wurden mit einer spezifischen Nummer, sowie Zeitpunkt
des Larven und Diinger Aufbringens und des geplanten Waschzeitpunktes beschriftet.
AuRRerdemwurden die T6pfchen nun nicht mehr gegossen, sondern nur noch mit einer
Sprihflasche von oben mit Wasser bespriiht, um ein Auswaschen des Dingers und ein
Abwaschen der Larven vom Gras zu verhindern.

Die bendétigte Menge Duinger pro Topfchen wurde wie folgt berechnet:

Durchmesser Topfchen =8,5cm - Flache: A=1 x r2 = 56,745cm?

400kg _ 400.000g
1ha 1.000.000cm?

Diinger pro Tépfchen: 0,004-% x 56,745cm? = 0,23g

cm?

= 0,004-Z

cm?

Empfohlene Menge Diinger:

J

Abbildung 20: Dunger fir ein Tépfchen (d (Schale) = 10cm)
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Abbildung 21: links: Tépfchenim laufenden Versuchin einzelner Styroporumhdllung, rechts:
Styroporhillen von unten, mit und ohne Untersetzer

Der Kalkstickstoffdiinger wurde in einer kleinen Schale abgewogen und an Tag Null
gleichmaRdig auf der Erde des jeweiligen T6pfchens verteilt. Dabei wurde darauf geachtet,
dass die Dungerkdrnchen nicht am Gras kleben blieben, sondern auf dem Erdboden lagen.
Das Temperaturprofil des Klimaschrankes orientierte sich an der Empfehlung des Herstellers
fur den Dlnge-Zeitpunkt. Dieser wurde zum Zeitpunkt der Forsythienblite angegeben, also
Ende Mérz. Die Auswertung von Wetterdaten der letzten Jahre ergaben nachts die meisten
Werte zwischen -3 und +6°C und tagstiber Werte zwischen 5 und 20°C, sowie ein
Sonnenaufgang um 6.30h und ein Sonnenuntergang um 19.30h. Im Inkubator wurde eine
elfstiindige Phase bei 17°C simuliert (Tag) sowie eine neunstindige Phase bei 5°C (Nacht).
Dazwischen gab es jeweils eine zweistiindige Dammerphase, bei der die Temperatur
langsam gesenkt oder erhoht wurde.

Pro Tag konnten drei komplette T6pfchen gewaschen werden. Diese wurden nach den oben
beschriebenen Protokollen (0 und 3.2.10) gewaschen und anschliel3end ein
Larvenfitnesstest (3.2.8) mit den wiedergewonnenen Larven durchgefihrt. Nachdem das
Gras mit einer feinen Schere bodennah abgeschnitten war, wurde die Erde vor dem
Waschen mithilfe der stumpfen Seite eines grof3en Messers in flunf Portionen aufgeteilt. Die
obere 2 cm dicke Schicht wurde zuerst gewaschen, anschlieRend die mittlere und untere je
4 cm dicke Schicht, die zum Waschen jeweils in zwei Portionen geteilt wurden.

Die aufgereinigten Larven wurden direkt in 24-Well-Platten pipettiert, die mit Sieben der
Maschenweite 22 pm bestickt waren. Am nachsten Morgen wurde der Larvenfitnesstest
abgeschlossen und mikroskopisch ausgewertet.

Im Anschluss an den eben beschriebenen Grastopfchen-Versuch wurden einige zuvor nicht
bendtigten Grastopfchen fir zusétzliche Untersuchungen verwendet. Es wurden vier
Kontrolltépfchen nur mit Larven ohne Diinger angesetzt, sowie jeweils vier Topfchen mit der
einfachen Kalkstickstoffmenge von 0,23 g, der doppelten Menge von 0,5 g und der
zehnfachen Menge von 2,3 g. Ablauf und Bedingungen dieses Versuches waren identisch zu
dem oben beschriebenen Grastopfchen-Versuch. Gewaschen wurden die Topfchen nach 14
Tagen und mit den gewonnen Larven ebenfalls ein Fitnesstest durchgefihrt.

3.2.14.Bestimmung der Wasseraufnahmekapazitat von verschiedenen Béden

Da Cyanamid wasserloslich ist stellte sich die Frage, ob sich die Wirksamkeit in Boden mit
unterschiedlicher Wasseraufnahmekapazitét unterscheidet. Hierfir wurde die
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Wasseraufnahmekapazitat der im Grastopfchen-Versuch verwendeten Blumenerde, sowie
der von Rand eines Feldwegs gesammelten Erde getestet.

Beide Erden wurden zunéachst im Wéarmeschrank komplett getrocknet und dann bis zur

10 cm Markierung in die Plastikbecher eingefullt. Diese wurden zuvor leer gewogen, sowie
mit Wasser bis zur Markierung. Jetzt wurden die mit Erde beflllten Becher bis zur Séttigung
gewassert und erneut gewogen.

Anhand der ermittelten Werte, abztiglich des Eigengewichts der Becher, liel3 sich daraufhin
der Anteil des aufgenommenen Wassers berechnen.

3.2.15.Bestimmung des Cyanamidgehalts aus Bodenproben

Es wurden zwei verschiedene Boden untersucht, einmal die Blumenerde, die auch im
Grastopfchenversuch verwendet wurde, sowie die sandige Erde vom Rand eines Feldweges
in Berlin. Es wurden Proben mit der einfachen Dingermenge (0,23 g) und der doppelten
Dingermenge (0,5 g) angesetzt, die je nach zwei, sieben und 14 Tagen bei -80°C
eingefroren wurden. Von jeder Probe wurden drei Wiederholungen angesetzt und zusatzlich
drei Proben je Bodentyp ohne Dinger, sodass insgesamt 36 Erdproben zur Analyse
bereitstanden.

Die Erdproben wurden in den Bechem, die zuvor zur Anzucht der Grastopfchen genutzt
wurden, angesetzt. Bei gleicher Fullhthe betrug das Trockengewichtder Blumenerde ca.
100 g, das der Feldwegerde ca. 150 g. Die Topfchen wurden bis zur Sattigung gewassert,
nach Plan gedingt und danach weiterhin mit der Sprihflasche feuchtgehalten. Zum
jeweiligen Zeitpunkt wurden die Erdproben in Gefrierbeutel gefillt und bei -80 °C im
Gefrierschrank eingefroren, um den Cyanamidgehalt zu diesem Zeitpunkt zu konservieren
und weitere Abbauprozesse zu stoppen. Die gefrorenen Probenwurden auf Trockeneis zum
Labor der Firma AlzCHem AG, Trostberg geschickt und dort analysiert. Als Analysemethode
wurde die photometrische Bestimmung von Cyanamid in wassriger Losung genutzt. Hierbei
werden nach dem SOP-Protokoll 006-018/2 der Firma AlzChem 2,6 ml der Probe mit 4,0 ml
Natriumcarbonatlésung und 0,4 ml Ammoniumdinatrium-pentacyanoamminferratlésung in ein
Reagenzglas pipettiert. Letzteres reagiert zusammen mit Cyanamid bei pH 10,5 zu einem
roten Komplex und kann nach 45 min photometrisch bei einer Wellenlange von 530 nm
gemessen werden. Ist die LOsung nichtklar, kann man diese vorher durch einen
Membranfilter mit 0,45 um Maschenweite filtrieren.

Jede einzelne Probe wurde doppelt analysiert und aus beiden Werten ein Mittelwert
bestimmt, welcher in mg Cyanamid pro Kilogramm (mg Cy / kg) angegeben wird.

Um das Verfahren auf Stérungen hin zu untersuchen, wurde bei mehreren Proben eine
Aufdotierung mit Cyanamid-Standardldsungen bekannter Konzentration durchgefiihrt. Nach
einer nun durchgefihrten Analyse wurde die Wiederfindungsrate des Standards berechnet.
Wenn 70-120 % des Standards nach Abzug des Blindwertes wiedergefunden werden, gilt die
Methode als valide.

3.2.16.Messung der Larvenmorphologie

Unter einem Mikroskop mit Anschluss an eine Kamera und einem Computer mit dem
Bildaufnahme und -verarbeitungsprogramm wurde eine grof3ere Anzahl von Larven
ausgemessen. Das Augenmerk lag hier vor allem auf der Bestimmung der Breite, jedoch
wurde bei einem Teil der Larven auch die Léange des Korpers und der Scheide ermittelt. Die
Breite wurde am Ubergang vom Osophagus zu den Darmzellen gemessen, sowohl die
alleinige Breite der Larve als auch die der Larve mit umgebender Scheide. Die Werte dienten
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der Uberprufung der Einheitlichkeit von Larven aus einer Cyathostominae-Mischkultur. Eine
Immobilisierung der Larven war notwendig, hierfur wurde entweder Lugol’sche-Lésung
verwendet oder die Larvensuspension vorher fir einige Minuten auf der Warmeplatte erhitzt.
Einige Tropfenwurden auf einen Objekttrager gegeben, mit Deckelchen abgedeckt, unter
dem Mikroskop durchgemustert und alle Larven ausgemessen.

Osophagus

Darmzellen

Osophagus

Darmzellen

Abbildung 22: ausgemessene kleine Strongyliden L3 (links: hitzeimmobilisiert, rechts:
Lugol’sche Lésung)

3.2.17.Vortest fur den Larval-Migration-Inhibitation-Assay (LMIA)

Da der LMIA fur kleine Strongyliden noch nicht standardisiert wurde, existieren keine
prazisen Empfehlungen beziglich der Maschenweite der zu verwendenden Siebe.
Deswegen wurden mit allen vorliegenden Sieben, mit den Maschenweiten von 20 pm,

22 um, 25 um und 28 um, jeweils sechs Durchléufe mit frischen Larven bzw. sechs
Durchlaufe mit hitzegetotteten Larven durchgefuhrt. Die Bedingungen fir die Wanderung sind
mit 24 h bei 27°C denen im LMIA identisch. Pro Well wurde frische Larvensuspension,
welche eine Anzahl von 150 Larven enthalt, hinzugegeben und mit Wasser auf 2 ml erganzt.
Hilfreich war es, die Siebe vorher zu befeuchten, sowie zuerst das Wasser vorzulegen, um
anschlieend die Larvensuspension hinzu zu pipettieren. Nach 24 Stunden wurden die Siebe
gestulpt und die Larven in jedem Well mikroskopisch ausgezahlt.
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3.2.18. Durchfuhrung des LMIA

Der LMIA wurde entwickelt, um die Wirkung von Anthelminthika zu testen. Fir kleine
Strongylidenlarven ist dieser Assay nicht standardisiert, jedoch gibt es Protokolle fiir die
Untersuchung von Resistenzen von Wiederkduer-Nematoden gegen lvermectin (Demeler et
al., 2010a; Demeler et al., 2010b). Hier wurde der LMIA eingesetzt, um den Wirkungsgrad
von Cyanamid auf infektiose Strongylidenlarven zu bestimmen.

Als zu untersuchende Substanz lag eine reine 50 %-ige Cyanamidlésung vor (512 mg
Cyanamid/l), welche von der Firma AlzChem auch als Alzogur verkauft wird. Diese wurde
durch Zugabe von Agqua bidest wie unten beschrieben verdinnt. Pipettiert wurde mit Hilfe
von 10 ml und 25 ml serologischen Pipetten und Peleus Ball.

Die Stammlésung wurde wie folgt in einer Schraubflasche aus Glas angesetzt:

10 ml Alzogur (50 %) + 90 ml Aqua bidest = Cyanamid-L&sung (5 %)

Die weiteren Konzentrationsstufen wurdenin 50 ml Falcons pipettiert:

20 ml Cyanamid-L6sung (5 %) + 20 ml Aqua bidest = Cyanamid-Ldsung (2,5 %)

20 ml Cyanamid-L6sung (2,5 %) + 20 ml Aqua bidest = Cyanamid-L6sung (1,25 %)
20 ml Cyanamid-L6sung (1,25 %) + 20 ml Aqua bidest = Cyanamid-L6sung (0,6 %)
20 ml Cyanamid-L6sung (0,6 %) + 20 ml Aqua bidest = Cyanamid-L6sung (0,3 %)
20 ml Cyanamid-L6sung (0,3 %) + 20 ml Aqua bidest = Cyanamid-L6sung (0,15 %)
20 ml Cyanamid-Lésung (0,15 %) + 20 ml Aqua bidest = Cyanamid-L6sung (0,08 %)
20 ml Cyanamid-L6sung (0,08 %) + 20 ml Aqua bidest = Cyanamid-L6sung (0,04 %)
20 ml Cyanamid-Ldsung (0,04 %) + 20 ml Aqua bidest = Cyanamid-L&sung (0,02 %)

Der erste Teil des Assays bestand aus einer Inkubationsphase fiir 24 Stundenim
Warmeschrank bei 27°C. Hierflr wurden 200 L3 in jedes Well der 24 -Well Platte pipettiert.
Die Menge der Larvensuspension wurde mit Wasser addiert, sodass in jedemWell 1 ml
Wasser mit Larven vorlagen. Anschlie3end wurde 1 ml Cyanamid-LOsung hinzugegeben.
Diese wies eine um eine Konzentrationsstufe hohere Konzentration als die gewlinschte
Konzentration auf, da die Cyanamid-Losung durch das vorgelegte Wasser verdinnt wurde.

Pro 24-Well-Platte konnten drei Wiederholungen angesetzt werden. Jeder einzelne Ansatz
bestand aus sechs Konzentrationsstufen des Cyanamids, sowie einer Positiv- und
Negativkontrolle. Bei der Positivkontrolle wurden hitzegetttete Larven verwendet, welche fur
einige Minuten auf der 80°C heilen Warmeplatte unter Rihren mit Magnetfisch immobilisiert
wurden.

Begonnen wurde mit folgenden Endkonzentrationen der Cyanamidlésung, welche bei einem
ahnlichen Versuch des Parasitologie Instituts der Justus-Liebig-Universitat in GieRen mit H.
contortus-Larven verwendetwurden:

2,5%, 1,25 %, 0,6 %, 0,3 %, 0,15 % und 0,08 %.

Diese wurden jedoch nach ersten Versuchen noch einmal um zwei Konzentrationen nach
unten korrigiert auf folgende Werte, die fur alle weiteren Assays verwend et wurden:

0,6 %, 0,3 %, 0,15 %, 0,08 %, 0,04 % und 0,02 %.

Nachdem anfangs die Wanderungsrate der Larven auch in der Negativkontrolle nicht
zufriedenstellend waren, wurden fir die Assays nur noch frisch aus Kotkulturen gewonnene
Larven verwendet, die maximal wenige Tage lagerten, bevor sie nochmals im modifizierten
Baermann-Trichter aufgereinigt und fir die Versuche verwendet wurden.
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Abbildung 23: Ansatz einer 24-Well-Platte zur Inkubation mit verwendeten
Cyanamidkonzentrationen (PK=Positivkontrolle, NK=Negativkontrolle)

Nach der Inkubationsphase folgt eine 24-stiindige Wanderphase bei gleicher Temperatur im
Warmeschrank. Hierfur wurde der Inhalt der Inkubationsplatte auf zwei Platten, welche
jeweils in Reihe A und C mit Sieben mit einer Maschenweite von 28 um ausgestattet wurden,
Ubertragen. Mit einer 1000 pl Pipette wurde vorsichtig der oberste Milliliter Fliissigkeit aus
jedem Well in das Sieb des entsprechenden Wells der Wanderplatte vorgelegt. Dann wurde
mit Hilfe der Pipette der letzte Milliliter im Well der Inkubationsplatte aufgemischt, um die am
Boden abgelagerten Larven zu verteilen und diese dann ebenfalls in das Sieb zu Gberfihren.
Die Pipettenspitze wurde nach jedem Well gewechselt.

Nach der 24-stiindigen Wanderphase wurden die nicht-gewanderten Larven aus den Sieben
in die néchste, vorher leergelassene Reihe gespllt, genauso wie beim Fitnesstest (s. 3.2.8).
Nun konnten die gewanderten und nicht-gewanderten Larven fir jede Cyanamid-
Konzentration, sowie die Positiv- und Negativkontrollen mikroskopisch ausgezahlt werden.

3.2.19. Datenaufbereitung und Statistik

3.2.19.1. Auswertung der Feldversuchdaten

Die Daten der aus den Kot- und Grasprobennahmen auf den Weiden am Mittelweg und
Eichendamm ermittelten Wurmei- und Larvenzahlen wurden zuerst mit Hilfe von Microsoft
Office Excel 2013 deskriptiv aufgearbeitet.

Hinsichtlich der Grasproben wurde aus der Anzahl der gezahlten Strongyliden-L3 und des
Trockengewichts der Grasproben, unter Einbeziehung aller 16 Proben einer Weide, die
Larvenbelastung pro Kilogramm Trockenmasse Gras (L / kg TM Gras) berechnet.

Auf eine statistische Auswertung der Ergebnisse der Grasproben wurde verzichtet. Die
Larvenbelastung der Weide am Mittelweg vor der Diingung war auf beiden Versuchsstlicken
negativ bis sehr gering, sodass eine Reduktion der Parasitenlarven nicht zu berechnenwar.
Auch die Gras- und Kotproben der Weide am Eichendamm wurden lediglich deskriptiv
ausgewertet.

Fur die Auswertung der parasitologischen Ergebnisse der Kotproben der Pferde am
Mittelweg bestand die Problematik, dass mehrere Wiederholungsmessungen erfolgten,
jedoch nicht zu jedem Tier an jedem Zeitpunkt. Au3erdem wurden zahlreiche negative
Befunde erhoben. Um dieser ungleichen Verteilung gerecht zu werden, wurden die Daten
mithilfe des Statistikprogramms IBM SPSS Statistics 22 in ein binares System transformiert,
dabei steht die O fiir negative Kotproben und die 1 fir positive Kotproben. Dann wurde mit
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Hilfe eines verallgemeinerten, linearen, gemischten Modells, bei dem die Zielvariable
logistisch verknupft wurde, die Wahrscheinlichkeit fiir einen positiven Erregernachweis
berechnet. Das Tier wurde als Subjekt und die verschiedenen Zeitpunkte als
Wiederholungsvariable festgelegt. Dann wurde getestet, in wie weit die Faktoren ,,Gruppe”
(Kalkstickstoff-Gruppe / Kontrollgruppe) und ,Zeitpunkt* Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit
eines positiven Erregernachweises nehmen.

Ein gleiches Modell wurde ebenfalls noch einmal fiir die Ergebnisse der
Kotprobenuntersuchungen von Parascaris spp. berechnet.

3.2.19.2. Auswertung der Daten aus den Grastdpfchenversuchen

Die Ergebnisse der Larvenzahlungen aus den Grastdpfchenversuchen wurden in dem
Programm Microsoft Office Excel 2013 in Tabellen tGibersichtlich dargestellt. Die
Wiederfindungsrate wurde ermittelt, indem die fir jedes Tépfchen gefundenen Larven in
Bezug zur anfangs aufgebrachten Larvenzahl von 1000 gesetzt wurde.

Es wurden die Anteile der Larven in Prozent berechnet, die im Larvenfitnesstestgewandert
sind, sowie der Anteil der Larven, die nur auf dem Gras gefunden wurden. Des Weiteren
wurden die Ergebnisse mit Excel und SPSS graphisch aufgearbeitet. Nach positiven Tests
von Kolmogorow-Smirnow und Shapiro-Wilk der Daten auf Normalverteilung mit dem
Statisitikprogramm IBM SPSS Statistics 22, konnte berechnetwerden ob, sich die gediingten
Topfchen signifikant von den ungediingten Tépfchen unterschieden. Hierfir wurde auf Grund
der Normalverteilung der Daten eine einfaktoriellen Varianzanalyse (univariate ANOVA)
verwendet, mit dem Faktor Diingung als Zwischensubjektfaktor. Bei einem p-Wert kleiner
0,05 wurde der Unterschied als signifikant angesehen.

Bei den zusétzlich angelegten Grastopfchen war die Besonderheit, dass diese mit
unterschiedlichen Mengen gediingt wurden. Nach Uberpriifung der Daten auf
Normalverteilung (Kolmogorow-Smirnow und Shapiro-Wilk) wurden die Mittelwerte
ebenfallsmit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse verglichen und anschlie3end die
Gruppen mit dem Tukey-Post Hoc-Test gegen die Kontrolle verglichen.

3.2.19.3. Auswertung der Larvenmessungen

Bei der Auswertung der Messergebnisse der Strongyliden-L3 wurde ebenfalls mit Microsoft
Office Excel 2013 und IBM SPSS Statistics 22 gearbeitet. Die Verteilung der Messwerte
wurde in Histogrammen dargestellt. Ein Vergleich der Messwerte Lugol- und hitzegetoteter
Larven fand mit Hilfe deskriptiver Statistiken und einem T-Test statt.

3.2.19.4. Auswertung der LMIA Vortests

Mithilfe von IBM SPSS Statistics 22 wurde fur die Tests mit lebenden, sowie immobilisierten
Larven explorative Datenanalysen durchgefiihrt, sodass Mittelwerte der Durchgénge mit den
verschiedenen Maschenweite verglichen werden konnten.

3.2.19.5. Auswertung der L MIA-Versuche

Bei der Durchfiihrung des LMIA wurde fir jede Wirkstoffkonzentration die Anzahl der durch
die Siebe gewanderten Larven, sowie die Anzahl der Larven, die in den Sieben verblieben
sind, ermittelt. Es wurde durch Addition dieser Werte die urspringliche Gesamtlarvenzahl
jedes Wells berechnet. Die Erstellung von Ubersichtstabellen aller Wiederholungen, sowie
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die Berechnung der Anteile der gewanderten Larven wurden mit Microsoft Office Excel 2013
durchgefihrt.

Die Tabelle wurde dann in das Programm GraphPad Prism tberfihrt mit dem Ziel eine
Konzentrations-Wirkungskurve zu erstellen, um den Einfluss der Cyanamidkonzentration auf
die Wanderungsfahigkeit der Larven zu zeigen. In die Auswertung wurden alle Messreihen
mit einbezogen die in der Positivkontrolle maximal 10 % und in der Negativkontrolle
mindestens 75 % Wanderung besalRen. AnschlieRend wurden zuerst die Konzentrationen
auf der x-Achse durch Logarithmieren transformiert (x=1g (x)). Danach wurde mit Hilfe
nichtlinearer Regression eine Dosis-Wirkungskurve erstellt, bei der die Wirkung des
Inhibitors, hier der Cyanamid-Ldsung, auf die Wanderungsfahigkeitder Larven dargestellt
wird. Erwartet wurde eine Verringerung der Wanderrate der Larven bei Erhohung der
Cyanamid-Konzentration.

3.2.19.6. Auswertung der Ergebnissev der Cyanamidbestimmung in Bodenproben

Die analysierten Werte der Bodenproben (mg Cyanamid pro kg) wurden deskriptiv
aufgearbeitet und die Mittelwerte vergleichend in einem Diagramm dargestellt.

Zusétzlich wurden der Cyanamidgehalt, zum besseren Vergleich, auf das Volumen pro
Topfchenumgerechnet, dabei gleicher Fillhéhe das Gewicht der Topfchen durch die
unterschiedliche Erde differierte. Hier wurde bei den T6pfchen mit Blumenerde, bei einem
eingefillten Trockengewichtvon 100 g und einem Wasserbindungsvermégen von 50%, ein
Gesamtfillgewicht von 150 g als Berechnungsgrundlage genutzt. Bei den Topfchen mit
Feldwegerde mit einem Trockengewicht von 150 g und einem Wasserbindungsvermdgen
von 19% ergab dies ein Gesamtgewicht von 178,5 g.
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4. Ergebnisse

4.1.

Feldversuch

4.1.1. Kotproben der Pferde von Kontrollgrupp A und Kalkstickstoffgruppe B der

Weiden am Mittelweg

Die ersten Kotproben im Juni 2014 wurden vor und kurz nach Weideaustrieb gesammelt und
untersucht. Wie nach der erst ca. vier Wochen zurtickliegenden Entwurmung mit
Fenbendazol und Moxidectin zu erwarten, waren in keiner Probe MDS-Eier zu finden.
Jedoch waren 25 % der Proben von Gruppe Aund 23 % der Proben von Gruppe B positiv flr
Parascaris spp., mit Werten zwischen 5 und 115 Eiern pro Gramm Kot. In den nachsten
Monaten waren noch vereinzelt Parascaris-positive Proben zu finden, zum Ende der
Weidesaison waren alle untersuchten Proben Parascaris-negativ.

Befunde mit MDS-Eiern traten erst einen Monat nach Weideaustrieb bzw. zwei Monate nach
der Entwurmung wieder auf. In der Vergleichsgruppe (A) waren Anfang Juli 19 % der Proben
positiv, in der Kalkstickstoffgruppe (B) 6 %. Im Laufe der Weidesaison waren diese Werte
steigend und erreichten ihr Maximum Ende August in beiden Gruppen mit 91 % positiven
Proben und mit einem Hochstwert von 1810 EpG in Gruppe B.

Tabelle 10: Auswertung der Kotproben bezuglich der mittleren MDS-Eiausscheidung im
Laufe der Weidesaison 2014 (+ Standardabweichung)

Juni Anfang | Ende Juli [ Anfang Ende Anfang
Juli August August Sep.

Mittelwerte Gruppe A
(EpG/Pferd) 00 8+22 2+6 11+16 | 45+48 | 61+128
Mittelwerte Gruppe B
(EpG/Pferd) 00 1+4 00 10+ 25 367;.181 96 +£133
Positive Proben
Gruppe A (%) 0 19 18 71 91 57
Positive Proben 0 6 0 31 91 86

Gruppe B (%)

Tabelle 11: Auswertung der Kotproben bezlglich Parascaris spp.-Eiausscheidung im Laufe

der Weidesaison 2014 (+ Standardabweichung)

Juni Anfang | Ende Juli | Anfang Ende Anfang

Juli August August Sep.
Mittelwerte Gruppe A + + + + + +
(EpG/Pferd) 5+13 26 +92 02 2+6 00 00
Mittelwerte Gruppe B + + + + + +
(EpG/Pferd) 14+ 33 9+ 38 00 3+10 00 00
Positive Proben
Gruppe A (%) 25 31 9 14 0 0
Positive Proben 23 6 0 13 0 0

Gruppe B (%)

Der Faktor ,Gruppe®, also die Kalkstickstoff-Diingung, hat keinen signifikanten Einfluss auf
einen positiven Erregernachweis (p = 0,992). Der Faktor ,Zeit" ist dagegen signifikant (p <
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0,001). Dies lasst sich in einem weiteren Schritt noch genauer darstellen. Bei Definition der
Zeitpunkte als Kategorie lasst sich nun jeder Zeitpunkt (2 — 6) der Kotprobenuntersuchung im
Laufe der Weidesaison mit dem Referenzzeitpunkt (1) der ersten Probenahme vergleichen.
Anfang September liegt die Wahrscheinlichkeit fur einen positiven MDS-Befund um ein
Vielfaches hdher, als direkt nach dem Weideaustrieb (und vorhergehender Entwurmung) im
Juni (Odds Ratio: 1378).

Auch bei der Betrachtung der Wahrscheinlichkeit des Nachweises von Parascaris spp. ist
der Faktor ,,Gruppe* nicht signifikant (p = 0,997). Hier ist jedoch das Risiko flr einen
positiven Nachweis zu Beginn hoher als zum Ende der Weidesaison.

4.1.2. Vorkommen von dritten Larven kleiner Strongyliden auf Gras-und
Erdproben der Weiden am Mittelweg

Bei der einmaligen Erdprobenahme der Weide am Mittelweg zum Zeitpunkt vor der
Kalkstickstoffdiingung konnte in keiner der 32 Proben infektiose Strongyliden-L3 gefunden
werden.

Die erste Grasprobenahme Anfang Mai 2014 zeigte eine sehr geringe Belastung der Weide
mit infektiosen Strongyliden-L3. Auf der Teilflache A wurden in den Proben mit einer
Gesamttrockenmasse von 47,77 g keine Larven gefunden. Auf der Teilflache B wurden in
den Proben mit einer Gesamttrockenmasse von 59,81 g funf Strongyliden-L3 gezéhlt, was
einer Belastung von 84 Larven pro kg Trockenmasse (L3/kg TM) Gras entspricht. Nach der
Kalkstickstoffdiingung auf Flache B blieben die folgenden Probenam 19.06.2014 und
03.07.2016 auf beiden Weideflachen negativ. Erst am 17. Juli wurde eine sehr geringe
Larvenbelastung von 37 L3/kg TM Gras auf der Vergleichsflache A nachgewiesen, die bis
Ende August noch bis 354 L3/kg TM Gras anstieg. Zum gleichen Zeitpunkt im August lag die
Larvendichte auf der mit Kalkstickstoff gediingten Weide B bei 648 L3/kg TM Gras.

Eine Wirkung des Kalkstickstoffdiingersist auf Grund der niedrigen Larvenbelastung sowohl
vor als auch nach der Dingung schwer bewertbar.

Tabelle 12: Anzahl der Larven in den Grasproben sowie Angabe der Larvenbelastung der
Flache pro kg TM Gras in Klammern

Vergleichsflache A Kalkstickstoff-Flache B
06.05.14 0 5 (84 L3/kg TM Gras)
19.06.14 0 0
03.07.14 0 0
17.07.14 1 (38 L3/kg TM Gras) 0
28.08.14 26 (354 L3/kg TM Gras) 52 (648 L3/kg TM Gras)

4.1.3. Kotproben der Pferde auf den Weiden am Eichendamm

Von Herde 1 am Eichendamm wurden neun Kotproben untersucht, von denen acht positiv

fur MDS-Eier waren. Die Werte lagen zwischen 190 EpG und 1280 EpG, der Mittelwert aller
neun Proben betrug 530 EpG.
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Acht von zehn Kotproben von Herde 2 waren ebenfalls positiv, hier waren die EpG -Werte
insgesamt niedriger und lagen zwischen 30 und 860. Auch der Mittelwert lag mit 131 EpG
etwas unter demder ersten Herde.

4.1.4. Vorkommen von dritten Larven kleiner Strongyliden auf Gras proben der
Weiden am Eichendamm vor und nach der Kalkstickstoffdingung

Die Ausgangswerte der Larvenbelastung der beiden Versuchsflachen am Eichendamm
waren deutlich héher als am Mittelweg und lagen bei der ersten Untersuchung am 01.
August 2014 bei 46.494 L3/kg TM Gras auf der Vergleichsflache beziehungsweise bei
50.954 L3/kg TM Gras auf der Versuchsflache. Letztere wurde am 08. August 2014 mit

400 kg/ha Kalkstickstoff gediingt, nachdem die Pferde von beiden Flachen herunter gestellt
worden waren. In den zwei Wochen spater genommenen Grasproben von der ungediingten
Vergleichsflache war eine Reduktion der Larvenbelastung bei 94 % zu verzeichnen, in den
Grasproben vom Kalkstickstoff gediingten Versuchsstiick lag die Reduktion bei 64 %.

Einen Monat nach der Kalkstickstoff-Diingung waren auf dem Vergleichsstiick noch 18 % der
Larven vom Ausgangswert zu finden, auf dem Kalkstickstoff-Stiick noch 23 %.

Tabelle 13: Ergebnisse der Grasproben am Eichendamm berechnet auf die Larvenzahl pro
Kilogramm Trockenmasse Gras

Vergleichsflache (Stlick 2) Kalkstickstoff-Flache (Stlick 7)
01.08.14 46.494 L3/kg TM Gras 50.954 L3/kg TM Gras
08.08.14 - Kalkstickstoffdiingung
22.08.14 2.869 L3/kg TM Gras 18.562 L3/kg TM Gras
28.08.14 8.413 L3/kg TM Gras 27.614 L3/kg TM Gras
04.09.14 8.379 L3/kg TM Gras 12.173 L3/kg TM Gras
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4.2. Ergebnisse Grastopfchenversuch

4.2.1. Wiedergewinnungsrate

Die Wiedergewinnungsrate der Larven lag im Mittel bei 27 %. Das heif3t von den 1000 L3,
die auf ein Topfchen pipettiert wurden, konnten im Schnitt 274 durch Gras- sowie
Erdwaschung wiedergewonnen werden. Bei einem einzigen der 57 T6pfchen konnten nur 65
Larven gefundenwerden, bei 10,5 % der Topfchen lag die Wiederfindungsrate zwischen 10
und 20 %. Uber die Hélfte der Topfchen (56,1 %) hatte eine Wiederfindungsrate zwischen 20
und 30 %, bei 24,6 % lag diese zwischen 30 und 40 % und je zwei Topfchen (3,5 %)
erreichten Werte zwischen 40 und 50 % beziehungsweise 50-60 %.

Zeitlich gesehen war die Wiedergewinnungsrate bei den Topfchen die an Tag funf
gewaschen wurden mit 34 % am hdchsten und mit 23 % am 14. Tag am niedrigsten.

Tabelle 14:Mittlere Wiedergewinnungsraten der Larven abhangig vom Zeitpunktder
Waschung der Topfchen (%)

2d 5d 8d 11d 14d gesamt
Ungedingte Topfchen 24 +5 31+2 24+5 27+ 7 19+10 257
Gedungte Topfchen 29+5 36+11 32+9 25+3 27+6 30+8
gesamt 27+5 34+8 28+8 26 +5 239 27+8

4.2.2. Ergebnisse des Larvenfitnesstests

Bei der Auswertung des Larvenfitnesstests erhalt man die Anteile der Larven, die durch die
Siebe gewandert sind, sowie die, die in den Sieben liegen geblieben sind. Bei guter Wirkung
des Dingers wére eine deutlich verringerte Wanderung der Larven in den ge diingten
Topfchen zu erwarten.

Insgesamt lag der Anteil der gewanderten Larven immer um die 50 %. Hier unterschieden
sich die Kalkstickstoff-gedingten Topfchen keineswegs von den ungedingten Topfchen.
Statistisch gesehen ist eine Dungung, bezuglich der Beeinflussung der Wanderungsrate der
Strongyliden-Drittlarven nicht signifikant (p = 0,406).

Es féllt jedoch auf, dass die Wanderrate bei allen Topfchenleicht sinkt je spater man sie
nach Aufnahme in den Versuch, also nach Tag null wascht und auswertet.

66



o
\I
J

T - -o— Kontrolltdpfchen

o
(o]
1

o
~

1L

[

[ M—

v 12 ? NY N2
Tage nach Diingung

Anteil der gewanderten Larven
(Mittelwert, +/- 1 SD)
o
ik

Abbildung 24: Vergleich des Anteils der im Fitnesstest gewanderten Larven zwischen
ungedingten (blau) und mit Kalkstickstoff-gedingten Topfchen (grin)

4.2.3. Auswertung des Aufenthaltsorts der Larven

Da das Gras und drei Erdschichten pro Topfchen separat gewaschen und als getrennte
Proben den Fitnesstest durchliefen, war auch eine Auswertung beziglich des
Aufenthaltsortes der Larven méglich. Betrachtetwurde, ob sich die Larven auf dem Gras
oder in der Erde aufhielten. Zwischen den Erdschichten wurde nicht mehr differenziert, da
sich nahezu 100 % der Larven aus der Erde in der obersten 2 cm dicken Schicht aufhielten,
in den tieferen Schichtenwaren nur noch vereinzelt Larven zu finden. In der statistischen
Auswertung zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,001). Es befanden sich bei den
ungedingten Topfchen signifikant mehr Larven auf dem Gras als bei den Kalkstickstoff-
gedungten Topfchen.
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Abbildung 25: Vergleich des Anteils der auf dem Gras befindlichen Larven zwischen
ungedingten (blau) und mit Kalkstickstoff-gedingten Topfchen (grin)
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4.3. Grastopfchenversuch mit erhdhter Kalkstickstoffdiingung

Die Wiedergewinnungsrate der 16 zusétzlich angesetzten Grastopfchenlag mit 29 % im
gleichen Bereich wie bei dem vorangegangenen Grastopfchen-Versuch (s. 4.2.1). Beim
Vergleich des Anteils der gewanderten Strongylidenlarven im Fitnesstest gab es auch hier
keinen Unterschied zwischen den ungediingten Topfchen und den mit der einfachen Menge
Kalkstickstoff gediingten Topfchen (p = 0,998). Jedoch ergab der Vergleich der mit der
doppelten sowie zehnfachen Menge gedingten T6épfchen mit den Kontrolltdpfchen einen
signifikanten Unterschied. Bei den starker gediingten Topfchen wander ten signifikant
weniger Larven im Fitnesstest (doppelte Dingermenge p = 0,001, zehnfache Diingermenge
p <0,001).

Hinsichtlich des Anteils der Strongylidenlarven, die ausschliel3lichvom Gras
wiedergewonnen wurden, wurde in keiner der Dinger-Gruppen ein signifikanter Unterschied
zur Kontrollgruppe festgestellt (p = 0,589).
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Abbildung 26: Vergleich der Anteile derim Fitnesstest gewanderten Larven in den
verschieden stark gediingten Topfchen (n pro Gruppe =4)
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4.4. \Wasseraufnahmevermogen verschiedener Boden

Das Trockengewicht der Blumenerde war beieinfacher Durchfiihrung der Messung bei einer

Fallhéhe des Bechers von 10 cm mit ca. 230 g deutlich geringer als das der Feldwegerde.
Diese ist sandiger und ihr Trockengewicht von ca. 475 g bei gleichem Volumen gut doppelt
so hoch wie das der Blumenerde.

Bis zur Sattigung nahm die Blumenerde ca. 240 g Wasser auf, die Feldwegerde dagegen nur

ca. 110 g. Dies ergab ein Wasseraufnahmevermogen in Gewichtsprozentvon 50 % bei der
Blumenerde und 19 % bei der Feldwegerde.

Tabelle 15: Ergebnisse der Bestimmung der Wasseraufnahmekapazitat von zwei

verschiedenen Boden

Blumenerde

Feldwegerde

Gewicht Becher leer

6,789

6,78 ¢

Gewicht Becher + Wasser
gefullt

Gesamt: 402,23 ¢
Ohne Becher: 395,45 g

Gesamt: 402,23 g
Ohne Becher: 395,45 g

Gewicht Becher + trockene
Erde

Gesamt: 237,109
Ohne Becher: 230,32 g

Gesamt: 481,57 g
Ohne Becher: 474,79 g

Gewicht Becher +

mit Wasser geséttigte Erde

Gesamt: 477,189
Ohne Becher: 470,40 g

Gesamt: 592,109
Ohne Becher: 585,32 g

Gebundene Wassermenge

470,40 g— 230,329 =
240,08 g

585,329 474,799 =
110,53 g

Wassergehalt
(Gewichtsprozent)

240,08 /477,189 =0,50
> 50 %

110,539/585,32g=0,19
> 19%
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45, Larvenmessungen

Insgesamt wurde die Breite mit Scheide von 211 Larven ausgemessen, mit einem
Minimalwert von 20,7 pum, einem Maximum von 37,7 um und einem Mittelwert von 24,9 um.
Die Standardabweichung betrug hierbei 2,1 um. Tests nach Kolmogorow-Smirnow und
Shapiro-Wilk ergaben, dass die Daten nicht normalverteilt waren.

Histogramm aller gemessenen Larven
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— Std-Abw. = 2,048
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Breite der Larven mit Scheide

Abbildung 27: Histogramm fir Messwerte aller 211 Larven

Es zeigten sich Unterschiede analysiert man die Werte der Larven die durch Hitze bzw.
Lugol’'sche Lésung immobilisiert wurden. Bei den hitzegettteten Larven zeigten sich die
Werte normalverteilt und ohne Ausreil3er, der maximale Wert betrugt hier 26,6 um. Dagegen
wurden hinsichtlich der mit Lugol'scher Lésung immobilisierten Larven insgesamt etwas

groRere Messwerte sowie einige Ausreil3er nach oben festgestellt, die Werte waren nicht
normalverteilt.
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Abbildung 28: Histogramm fir Werte der 176 mit Lugol'scher Losung immobilisierten Larven
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Abbildung 29: Histogramm fiir Werte der 35 mit Hitze immobilisierten Larven
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Bei einem Vergleich der beiden Immobilisationsmethoden ergab sich ein signifikanter
Unterschied (p =0,033). Auch nach Ausschluss aller Ausreil3er, die auRerhalb der dreifachen
Standardabweichung lagen, blieb der Unterschied der Messwerte immer noch signifikant.
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4.6. Cyanamidgehalt verschiedener Erdproben

Schon im ungediingten Boden konnte ein geringer Cyanamidgehalt festgestellt werden.
Dieser lag bei beiden Erden mit 17 mg Cy/kg (Feldwegerde) bzw. 15 mg Cy/kg (Blumenerde)
ahnlich hoch. Zwei Tage nach der Dingung konnte ein deutlicher Anstieg des
Cyanamidgehalts verzeichnet werden, welcher dann wieder stetig absank, wie an den
Werten sieben bzw. 14 Tage nach Dingung zu beobachten war. Hierbei lagen die Werte der
Blumenerde immer etwas tber denen der Feldwegerde.

Ein statistischer Unterschied im Cyanamidgehalt (mg/kg) der Erdtypen zeigte sich an Tag
zwei (p = 0,026) und Tag sieben (0,23 g Cy, p=0,008 und 0,5 g Cy, p=0,013). Vor der
Diingung lag der Cyanamidgehalt in allen Erdproben im &hnlichen Bereich und auch nach 14
Tagen nach der Diingung ndherten sich die Werte soweit an, dass kein signifikanter
Unterschied nachweisbar war.

Blumenerde 0,5g ——
500 Feldwegerde 0,5g ——
Blumenerde 0,23g —
Feldwegerde 0,23g ——

=
o
o

305

Cyanamid (mg/kg)
g

]
o
o

100

2 4 6 8 10 12 14
Tage nach Diingung

Abbildung 30: Mittelwerte der Cyanamidbestimmung aus verschiedenen Erdproben zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Diingung

Aufgrund des unterschiedlichen Gewichts der verschiedenen Erdenwurde derim Labor
ermittelte Cyanamidgehalt von ,mg Cyanamid/ kg Erdprobe* auf ,mg Cyanamid/ Toépfchen®
umgerechnet. So kann verglichen werden ob, aufgrund der verschiedenen Erden, bei
gleicher Kalkstickstoffdiingung, ein unterschiedlich hoher Cyanamidgehalt in den Tépfchen
vorliegt.
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Tabelle 16: Mittelwerte der Cyanamidbestimmung aus verschiedenen Erdproben zu

verschiedenen Zeitpunkten nach der Duingung (in mg Cyanamid / Topfchen +

Standardabweichung)
Menge Erdtyp Tag O Tag 2 Tag 7 Tag 14
Kalkstickstoff
0,239 Blumenerde 23+0,4 45,8+6,6 31,8+5,5 78x5,1
Feldwegerde 3,0+0,5 32,7+7,6 15,0+4,7 70+14
0,59 Blumenerde - - 836+16,1 |266+1,1
Feldwegerde - - 46,2+ 9,7 24,3+8,0
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4. 7. LMIA Vortests

Aufgrund der héchsten mittleren Wanderungsrate von 88 % der Larven bei einer
Maschenweite von 28 um und der noch gerade akzeptablen Durchfallrate von knapp unter
10 %, wurden fur die LMIAs Siebe mit ebendieser Maschenweite gewahlt. In folgenden
Boxplots sind die Anteile der gewanderten Larven bei den verschiedenen Maschenweiten
dargestellt. Die Boxen zeigen das 2. und 3. Quartil getrennt vom Median (mittlere Querlinie)
dar, Minimum und Maximum der Werte stellen die au3eren Begrenzungen nach oben und
unten dar.
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T T T T
20 22 23 28

Maschenweite (um)

Abbildung 31: Anteil der in der Negativkontrolle (hitzegetotete L3) durch die Siebe gefallenen
Strongylidenlarven bei unterschiedlicher Maschenweite
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Abbildung 32: Anteil der in der Positivkontrolle (frische, motile L3) durch die Siebe
gewanderten Strongylidenlarven bei unterschiedlicher Maschenweite
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48. LMIA

In Tabelle 17 ist der Anteil der gewanderten Larven im Mittel bei der jeweilig eingesetzten
Cyanamidkonzentration dargestellt. Aufféllig ist die erhohte Wanderung in den beiden
niedrigsten Konzentrationen, die bei 0,04 %-iger Cyanamidldsung (entspricht 0,4 g
Cyanamid/l) mit 93 % Wanderung im Mittel um 10 % hoher im Vergleich zur Negativkontrolle
war. Bei htheren Cyanamid-Konzentrationen sank der Anteil der gewanderten
Strongylidenlarven signifikant ab (p <0,001). In der Positivkontrolle (hitzegetdtete larven)
sind im Mittel nur noch 4,24 % der Larven im Well gewandert.

Tabelle 17: Auswertung aller eingeschlossenen Durchgange der Larvenassays

Cyanamidkon- NK 0,02 0,04 0,08 0,15 0,3 0,6 PK
zentration (%)

Gewanderte Larven 83L82 86L28 93L00 64;70 14L08 6,_72 6,91 4,_24

(%) Mittelwert aller + + + + + + + +
Durchgéange mit 0,05 0,11 0,07 0,14 0,08 0,07 0,07 0,03
Standardabweichung

Durch lineare Regression liel sich die in Abbildung 33 dargestellte Kurve erstellen. Eine
Inhibition von 50 % der Larvenwanderung wird durch eine 0,09 %-ige
Cyanamidkonzentration erreicht. Um 95 % der Larven zu hemmen, ist eine inhibitorische
Cyanamid-Konzentration (IC) von 0,17 % notwendig. Weitere ICs konnen Tabelle 18
entnommen werden.
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Abbildung 33: Dosis-Wirkungskurve von Cyanamid auf die Wanderungsfahigkeit infektioser
Strongyliden L3
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Tabelle 18: Inhibitorische Cyanamid Konzentrationen in %

Antell Cyanamid- Cyanamid-
inhibitierter |  Konzentration Konzentration
Larven (%) (g/l)
1C97 0,192 2,0
IC95 0,171 1,8
IC90 0,146 15
IC50 0,091 0,9
IC10 0,056 0,6
IC5 0,048 0,5

79



49. Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Feldversuch zeigte sich, nach einmaliger Kalkstickstoffdiingung im Mai vor
Weideaustrieb, kein Unterschied zwischen der Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe
bezliglich der Larvenbelastung auf der Weide und der Parasitenbelastung der Pferde.
Jedoch konnte vor der Diingung nur eine minimale Larvenbelastung auf der Weide
nachgewiesen werden. Zu beobachtenwar jedoch in beiden Gruppen eine Zunahme der
Eiausscheidung von Magen-Darm-Strongyliden der Pferde beider Gruppen sowie
nachfolgend ein Anstieg der Larvenbelastung auf beiden Weidenim Laufe Gber den
Sommer. Zu Weidebeginn Uberwogen die Spulwurminfektionen bei den Pferden, ab August
waren jedoch keine Parascaris spp. Eier mehr im Kot nachzuweisen.

Auch nach einer spéateren Kalkstickstoff-Diingung einer stark mit Larven belasteten Weide,
konnte kein stérkerer Ruickgang der Larven durch Kalkstickstoff im Vergleich zum dem
unbehandelten Kontrollstlick gezeigt werden.

Im Topfchenversuch konnte mit der einfachen Menge des Kalkstickstoff Diingers (entspricht
400 kg/ha) kein Ruckgang der Wiedergewinnungsrate der Strongylidenlarven erreicht
werden. Auch bei der Wanderung im Fitness-Test war kein signifikanter Unterschied
zwischen den Larven aus den gediingten und ungedingten Tépfchen zu sehen. Nach
Zugabe der doppelten Menge Kalkstickstoffdiinger, konnte eine signifikante Reduktion der
wiedergewonnenen Larven im Fitness-Test erreicht werden.

In den analysierten Bodenproben wurden zwei Tage nach der Diingung die héchsten
Cyanamid-Werte gemessen, 183 mg/kg (Feldwegerde) bzw. 305 mg/kg (Blumenerde aus
dem Topfchenversuch).

Die hitzegettteten L3 kleiner Pferdestrongylidenlarven mit Scheide waren im Mittlel 24,2 +
1,2 um breit. Nach Wanderung im Larven-Migrations-Inhibitions-Assays durch Siebe mit
einer Maschenweite von 25 pm, lag die IC50 der Cyanamid-L6sung bei 0,09% (922 mg/I).
Um 95% der Larven zu hemmen, ist eine 0,17%-ige Lésung (1741 mg/l) notwendig.
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5. Diskussion

5.1. Allgemein

Endoparasitére Erkrankungen bei Pferden und deren Bek&dmpfung waren und sind ein
wichtiger Aspekt in der Gesunderhaltung der Pferde. Neben subklinischen Verlaufen kénnen
diese Parasiteninfektionen negative Auswirkungen, wie Durchfall und Koliken auf den Wirt
haben, welche zu Leistungseinbuen, Gewichtsverlust und auch Todesféllen fihren knnen
(Stromberg et al., 2012; Cribb et al., 2006; Gasbarre & Douvres, 1987). Ein optimales
parasitdres Management erfordert die Zusammenarbeit von Tierérzten und Pferdehaltern
und beinhaltet neben der chemischen Bekampfung mit Anthelminthika auch diverse Stall-
und weidehygienische Mal3nahmen (siehe auch 2.2.2 und 2.2.3). Letztere riicken auf Grund
des intensiven Einsatzes der Anthelminthika in den letzten Jahrzehnten und der sich daraus
entwickelten Resistenzproblemtik immer mehr in den Vordergrund (Geurden et al., 2014;
Molento et al., 2012; von Samson-Himmelstjerna, 2012; Brady and Nichols, 2009; Lyons et
al., 1999; Sangster, 1999; Waller, 1987). Durchdie fortschreitenden Resistenzproblematik
der auf Bestandsebene ubiquitér vorkommenden kleinen Strongyliden, nicht nur gegen
Benzimidazole und Pyrantel, sondern in einigen Féllen auch gegen die ML, gekennzeichnet
durch eine verkurzte ,egg reappearance time“ nach der Entwurmung, werden zuséatzliche
MalRnahmen bei der Parasitenbekédmpfung immer wichtiger (Peregrine et al., 2014; Relf et
al., 2013; von Samson-Himmelstjernaet al., 2007b; Gawor, 2000; Lyonset al., 1999).

Beim Einsatz der Antiparasitika gibt es ebenfalls neue Strategien, wie z.B. die selektive
Entwurmung, die versucht den Einsatz von Anthelminthika, durch regelmaiige
Kotuntersuchungen, auf ein Minimum zu reduzieren ist (Hertzberget al., 2014; Larsen et al.,
2011).

Die Wechselbeweidung von Pferden mit artfremden Tieren, wie Rindern oder Schafen, ist ein
Ansatz den Infektionsdruck auf der Weide zu senken (Eysker et al., 1986, 1983). Die
Parasiten werden von diesen Fehlwirten aufgenommen, kdnnen sich aber nicht
weiterentwickeln. Der Vorteil ist eine Dezimierung der Weideparasiten ohne Einsatz von
Chemikalien im Pferd oder auf der Wiese, welche jedoch nicht vollstandig und abhangig von
der Besatzdichte und dem Verschmutzungsgrad der Weide ist (siehe auch 2.2.3). Das
vermehrte Auftreten von T. axei beim Pferd bei Beweidung von Wiederkauerweiden muss
beachtet werden (Eysker et al., 1986). Eine weitere Alternative ist die biologische
Bekampfung der Nematoden durch Fral3feinde. Hier scheint der nematophage Mikropilz
Duddingtonia flagrans geeignet zu sein. Die Sporen kdnnen zugefittert werden und
Uberstehen die Magen-Darm-Passage. In den Kothaufen keimt der Pilz und ernahrt sich von
den sich dort entwickelnden Nematodenlarven. Fir Pferde gibt es einige vielversprechen de
Studien, die eine signifikante Reduktion infektiéser L3 kleiner Strongyliden in angelegten
Kotkulturen bzw. auf der Weide nachweisen konnten (Hernandez et al., 2016; Buzatti et al.,
2015; Braga et al., 2013; Tavela Ade et al., 2013; Braga et al., 2009; Larsen etal., 1996)..
Neben vieler Studien, die die Wirksamkeit des Pilzes belegen, gibt es jedoch auch
Untersuchungen, die keinen Erfolg zeigten (Eysker et al., 2006; Dimander et al., 2003;
Waller 2006, Maingi 2006, Holst 2005). In Australien ist ein Produkt auf Basis von D. flagrans
fur verschiedenste Tierarten zugelassen (www.bioworma.com).

Eine an sich simple Methode, die Larvenbelastung der Weide zu reduzieren, ist das
Absammeln des Pferdekots. Hierfur wird, bis auf geeignetes Werkzeug und Arbeitskraft,
nichts weiter bendétigt. Vorteilhaft ist auch, dass Pferd und Umwelt unbelastet bleiben, einzig
der Arbeitsaufwand ist sehr hoch. Diese Art der Weidehygiene wird immer wieder empfohlen
und auch von Experten als wirksam angesehen (ESCCAP Guideline 08, 2019; Corbettet al.,
2014; Herd, 1990; Herd, 1986; Archer, 1980).

Ein weiterer Ansatz, welcher in dieser Arbeit speziell fir die Magen-Darm-Strongyliden der
Pferde genauer untersucht wurde, ist die Kalkstickstoffdiingung zur Bekampfung externer
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Stadien von Weideparasiten. Seit Anfang des 19. Jahrhunderts wird Kalkstickstoff industriell
hergestellt und als Diinger eingesetzt. Die Besonderheit des Kalkstickstoffdiingers ist die
langsame Freisetzung des Ammoniums, welches den Pflanzen somit Giber einen langeren
Zeitraum als Stickstoffquelle zur Verfligung steht. Au3erdem wird die Kalkbilanz des Bodens
verbessert und somit der Versauerung entgegengewirkt. Das als Zwischenstufe entstehende
Cyanamid scheint weitere positive Effekte zu haben. Im Hinblick auf die Nutzung fur
Weideflachen sind hier vor allem die Verdrangung von Unkréautern und eine mogliche
Dezimierung der externen Stadien von Weideparasiten hervorzuheben (Podstatzky, 2015,
2013, 2012; Bauer, 2006; Pouplard and Pecheur, 1977; Brozeit and Wieners, 1976; Pecheur,
1962; Cabaret an Mangeon, 1994, Gevrey and Euzeby, 1965; Leiper, 1937).

Kalkstickstoffdiinger entfaltet seine Wirkung auf die infektiosen Larven auf der Weide und
greift somit in den externen Entwicklungszyklus der Parasiten ein. Die Pferde sind hierdurch
nicht unmittelbar betroffen. Die Karenzzeit von 14 Tagen nach der Dingung sollte jedoch
eingehalten werden, bevor die Pferde wieder auf die Weide gelassen werden dirfen. Zu
beachten ist ebenfalls, dass die Eliminierung der Parasiten nicht der Haupteinsatz zweck des
Kalkstickstoffs ist. Die Dingewirkung steht im Vordergrund, somit muss die Menge des
Dungers immer an den Nahrstoffbedarf der Weide angepasst werden und darf nicht in
beliebiger Menge aufgebracht werden.

Einige friihere Untersuchungen haben Anhaltspunkte fir eine Wirkung des
Kalkstickstoffdiingers gegen Parasitenlarven ergeben. Die meisten Studien wurden mit
Wiederkauern und deren Parasiten durchgefihrt (Podstatzky, 2015, 2013, 2012; Bauer,
2006; Pouplard and Pecheur, 1977; Brozeit and Wieners, 1976; Cabaret and Mangeon,
1994; Pecheur, 1962), nur in einer wurde die Wirkung auf Weideparasiten von Pferden
untersucht (Leiper 1937). Die Aussagekraft und Vergleichbarkeit der Studien st
eingeschrankt, daverschiedene Arten von Parasitenlarven eingesetzt und Versuche mit
unterschiedlichem Studiendesign im Labor und auf dem Feld durchgefihrt wurden. Die in
Laborversuchen eingesetzte Kalkstickstoffmenge bzw. die daraus resultierenden
Anwendungskonzentrationen waren meist deutlich hdher, als fur Grinflachen empfohlen.
AuRRerdem fehlt durchweg die statistische Auswertung der Ergebnisse.

In der vorliegenden Arbeitwurden neben einem Feldversuch auf Pferdeweiden, ein in-vitro
Versuch im Labor mit Grastopfchen durchgefuhrt, sowie ein LMIA mit reiner
Cyanamidlésung. Hierfir wurden etablierte Untersuchungsmethoden wie bei den
Kotprobenuntersuchungen z.B. das Mini-FLOTAC eingesetzt, als auch neuere, wie die
Methode zur Gewinnung von Larven aus Grasproben nach DEMELER (Demeler et al. 2012).
Auch hinsichtlich des LMIA handelt es sich um ein bereits haufig benutztes Format,
allerdings ist der Assay bisher nicht fir kleine Strongyliden standardisiert.
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5.2. Feldversuch

Der Feldversuch auf einem grof3en Gestit in Mecklenburg-Vorpommern bot den Vorteil zwei
identisch gehaltene, geniigend groR3e Pferdeherden zur Verfiigung zu haben. Die Herden
bestanden aus jeweils 32 weiblichen, einjahrigen Pferden. Da die Pferde ab diesem Alter auf
dem Gestit getrennt gehalten wurden, konnte nicht mit gemischtgeschlechtlichen Gruppen
gearbeitet werden. HINNEY konnte eine erhoéhte Pravalenz fir die Eiausscheidung bei
Stuten und Hengsten im Vergleich zu Wallachen, sowie bei Jahrlingen im Vergleich zu
Adulten feststellen (Hinney et al., 2011). In einer Studie in den USA hatten weibliche Pferde
eine signifikant hdhere MDS-Eiausscheidung als ménnliche, das Alter war signifikant negativ
verknupft mit MDS-Infektionen (Nielsen et al., 2018). Auch RELF fand bei 1-4-jahrigen
Pferden ein erhohtes Risiko fur Strongyliden als bei dlteren Pferden (Relf et al., 2013). Bei
127 Pferden von funf verschiedenen Gestiten in Bayern wurde ein hohes Vorkommen von
Strongyliden unabhangig vom Alter nachgewiesen (Beelitzand Gothe, 1997). Bei Jahrlingen
Uberwiegen die L4 und Adulten der kleinen Strongyliden. Enzystierte L3 in der Darmwand
kommen dagegen im Vergleich zu 2-5 Jahre alten Ponys in geringerem Ausmal3 vor
(Chapman et al., 2003). Bei den fur die Studie zur Verfigung stehenden Stutjahrlingen ist
also mit einer gleich hohen bis hoheren Parasitenbelastung als bei éteren Pferden bzw.
gemischtgeschlechtlichen Pferdeherden zu rechnen.

Fur jede Gruppe stand eine Flache von sechs Hektar zur Verfligung, was einer Besatzdichte
von 5,3 GVE / ha (Grol3vieheinheiten/ ha) entspricht. Das Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen gibt als Richtwert fir die Besatzdichte auf
Standweiden bei Nutzung ohne Zufitterung 0,5 GVE / ha an. Bei stérkerem Aufwuchs ist ein
Besatz von bis zu 2 GVE / ha moglich (Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz).

Die Besatzdichte im Feldversuch ist mit >5 GVE / ha also als hoch einzustufen. Je intensiver
der Besatz, umso hoher die Verschmutzung mit Kot und umso gréRer die
Wahrscheinlichkeit, dass die Pferde nahe der Kothaufen grasen, wo die meisten infektiosen
Larvenstadien zu finden sind (Thamsborg et al., 1999).

Weitere MalRnahmen, die der Betrieb durchfiihrte, auf die wir keinen Einfluss hatten, sind die
Mahd der Weide im Mai, die Entwurmung der Pferde mit Fenbendazol und Moxidectin im
April, der spate Weideaustrieb im Juni, Zuflutterung auf der Weide mit einer Silagemischung
und das Verfahren der Rotationsweide. Diese MalRnahmen kénnen zu einer Minimierung des
Parasitendrucks und des Infektionsrisikos fuhren. Fir die Zufutterung konnte dies bisher
nicht nachgewiesen werden (Larsson et al., 2007). Die Zeit, die die Pferde auf der dicht
besetzten Weide grasten, schien trotz angebotenem zusétzlichem Futter fir parasitére
Neuinfektionen auszureichen. Eine Weiderotation scheint, im Vergleich mit Standweiden, ein
geringeres Infektionsrisiko fur Parasiten bedingen zu kdnnen, wie Studien mit Pferden und
Rindern zeigten (Smith et al., 2009; Larsson et al., 2007; Larsen et al., 2002). Allerdings
sollten die Tiere auf frische, jeweils im laufenden Jahr unbenutzte Stiicke, umgestellt
werden. Eine intensive Rotation, bei der die Pferde mehrmals im Jahr die gleichen
Weidestlicke begrasen, hat keinen positiven Effekt (Smith et al., 2009).

Die Weide am Mittelweg wurde seit mehreren Jahren als Pferdeweide genutzt. Bei der
Grasprobenahme im April 2014 vor der Kalkstickstoffdiingung konnte nur eine sehr geringe
Larvenbelastung nachgewiesenwerden (Flache A: 0 L/kg TM Gras, Flache B: 84 L/kg TM
Gras). Bei solch geringer Larvenbelastung stellte sich die Frage, wie genau die angewandte
Graswasch-Methode zur Larvengewinnung die Situation auf der Weide darstellt und ob die
Probenmenge ausreichend war. Bei einer geringen Anzahl von Larven war die
Wahrscheinlichkeit, diese in den nur einen kleinen Teil der Weide ausmachenden Proben zu
finden, geringer. Trotzdem wurden einige Larven gefunden, jedoch nur auf Flache B. Die
Erdproben, welche im Mai 2014 entnommen und untersucht worden sind, waren auch
negativ. Zusétzlich wurde die komplette Weide im Mai gemaht, um diesen Schnitt zur
Futtergewinnung zu nutzen. Auch eine solche wechselnde Nutzung kann zu einer
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Reduzierung der Larvenbelastung der Weide fuhren (KTBL, 2012; Larsson et al., 2007). Die
Wirkung der Kalkstickstoffdingung der Flache B Ende Mai, ist durch die vorher festgestellte
niedrige Larvenbelastung nur schwer bewertbar. So waren die Befunde der folgenden drei
Grasprobennahmen auf beiden Weiden negativ bis sehr gering positiv und es ergab sich
kein Unterschied zwischen der Vergleichsflache und der Kalkstickstoff-gedingten Flache.
Erschwerend kommt hinzu, dass das Prinzip der Rotationsweide fir beide Tiergruppen
angewendet wurde. Beide Flachen (A und B) waren in drei je 2 ha grol3e Teilstlicke
aufgeteilt, ca. alle 10 Tage wurden Grasproben genommen und die Pferde auf ein neues
Stuck umgestellt. Nach einem Monat, nachdem alle drei Stiicke beweidet waren, wurden die
Litzen geoffnet, sodass jede Gruppe auf der kompletten, 6 hagrof3en Flache stand, welche
in den folgenden zwei Monaten als Standweide genutzt wurden. Erst jetzt stieg die Anzahl
der positiven Nachweise von Weideparasiten in den Kotproben, sowie die mittels
Grasprobenuntersuchung erfassten Larvenbelastung der Weide an. Diese erreicht Ende
August ihr Maximum auf den Weiden am Mittelweg. Mit ca. 350 L/kg TM Gras auf der
unbehandelten Flache A ist sie noch niedriger als mit ca. 650 L/kg TM Gras auf der
Kalkstickstoff-gedungten Flache B. Beide Werte sind insgesamt jedoch eherim unteren
Bereich anzusiedeln, vergleicht man mit anderen Werten, die auf Pferdeweiden ermittelt
werden konnten. So wurden in Florida Hochstwerte von 120.000 L/kg TM Gras gefunden
(Courtney and Asquith, 1985), in Stid Loisiana bis zu 40.000 L/kg TM Gras im September
(Baudenaet al., 2000) und in Newmarket wurde ebenfalls ein Maximalwert im September mit
18.468 L/kg TM Gras zwei Wochen nach raschem Anstieg der EpG-Werte ermittelt (Herd,
1986). In der Ukraine wurde als héchster Wert, Ende des Sommers, eine Larvenbelastung
von 970 L/kg gefunden. Dieser Wert lag im gleichen Bereich wie die Ergebnisse der Weide
am Mittelweg (Kuzmina, 2012). Die angewendeten Methoden, zur Larvengewinnung aus den
Grasproben, unterschieden sich in den verschiedenen Studien, jedoch wurden immer
verschiedene Sedimentations und Zentrifugationsschritte kombiniert. BAUDENA et al. (2000)
nahmen abschlieRend zur Aufreinigung der gewonnenen Larvensuspension eine
Zuckerzentrifugation vor, dhnlich wie in der Methode von DEMELER et al. (2012), die in
dieser Arbeit verwendetwurde. COURTNEY und ASQUITH (1985) verwendeten ebenfalls
ein Protokoll mit Sedimentations- und Zentrifugationsschritt zur Larvengewinnung, welches
1980 beschriebenwurde (Young and Trajstman, 1980). Desweiteren wurden die Grasproben
mit Hilfe des Baermann-Trichters bearbeitet (Kuzmina, 2012). Fir eine optimale
Vergleichbarkeit wére ein einheitliches Protokoll zur Bearbeitung von Grasproben hilfreich,
jedoch dhneln sich die Methoden in ihrer Durchfihrung, sodass man die Ergebnisse anderer
Studien durchaus zum Vergleich heranziehen kann.

Die, im Rahmen der hier durchgefiihrten Studie, beobachtete geringe Kontamination der
Weideflachen, kdnnen neben dem Weidemanagement, auch durch die vor Weideaustrieb
durchgefihrte Entwurmung der Pferde erklart werden. Bei dem unter anderen verwendeten
Moxidectin betragt die ,egg reappearance period“fir kleine Strongyliden zum Beispiel zwolf
Wochen. Moxidectin ist auch wirksam gegen einen Teil der larvalen Darmwandstadien, kann
diese jedoch nicht vollstandig eliminieren (Cobb and Boeckh, 2009). Die frisch entwurmten
Pferde scheiden fiir einige Wochen keine MDS-Eier aus. Erst als die Eiausscheidung
begann, stiegen auch die Larvenzahlen auf der Weide an. Der sich im Inneren der Pferde
befindende Teil der Gesamtwurmpopulation, sowie die wenigen Larven auf der Weide,
welche den Winter Uberstanden haben, reichten aus, die Infektionsrate mit MDS zum Ende
des Sommers wieder ansteigen zu lassen.

Jedoch war auf der Flache B mit Kalkstickstoffdiingung laut der hier gewonnenen Ergebnisse
kein geringeres Risiko fir die dort weidenden Pferde vorhanden. Die Wahrscheinlichkeit fir
eine positive Kotprobe stieg bei allen in die Studie einbezogenen Pferden im Laufe der
Weidesaison, die Gruppe hatte keinen signifikanten Einfluss.

Eine interessante Beobachtung war, dass trotz Entwurmung mit Moxidectin und
Fenbendazol, einige Tiere weiterhin Parascaris-Eier ausschieden. Auf dem Gestiit ist also
von einer Resistenz der Spulwiirmer gegen Avermectine und Benzimidazole auszugehen.

84



Die Weide am Eichendamm wurde, nach Auffélligkeit mit besonders vielen MDS-positiven
Kotproben in der routinemanigen Bestandskontrolle, ebenfalls auf die Larvenbelastung
Uberprift und in den Feldversuch miteinbezogen. Der Schwerpunkt lag hier nur auf der
kurzfristigen Wirkung des Dlingers gegendie infektiosen Larvenstadien auf der Weide. Die
Pferde (3-jahrige Hengste) wurden entwurmt und auf eine frische Weide umgestellt. Die
Larvenbelastung Anfang August war mit ca. 50.000 L/kg TM Gras auf beiden fir den
Versuch genutzten Flachen am Eichendamm deutlich héher, als auf den Flachen am
Mittelweg. Dies lag moglicherweise an der weiter zurtickliegende n Entwurmung der Tiere
und weniger Rotationsintervallen. Auf dem Betrieb wurde, hauptsachlich bei den Fohlen und
Jungtieren, auf adaquate Entwurmung geachtet. Bei dlteren Pferdegruppen wurden
Entwurmungen bei Bedarf, nach positiven Kotproben oder klinisch schlechtem
Erscheinungsbild (Abmagerung, struppiges Fell, etc.) durchgefuhrt.

Zwei Wochen nach der Diingung war die Larvenbelastung auf beiden Weide flachen am
Eichendamm stark reduziert, jedoch mit einer Reduktion von 94 % auf der unbehandelten
Flache noch starker als auf der Kalkstickstoff-gedingtem Flache. Bei Letzterer betrug die
Reduktion nur 64 %. Hauptursache fur die geringere Larvenbelastung war vermutlich die
fehlende fortwahrende Wurmei-Kontamination durch die Pferde. Bei einem
durchschnittlichen Wurmeiausscheidungswert der Pferde beider Weidenvon 330 EpG, ca.
30 Pferden pro Herde und einer Ausscheidung von ca. 20 kg Kot pro Pferd und Tag ergibt
sich eine Menge von knapp 200 Millionen Strongyliden-Eiern, die taglich pro Gruppe
ausgeschieden werden (Pokorny, 2008). Desweiteren konnen auch die Wetterbedingungen
die Larvenzahl auf dem Gras variieren lassen. Starker Regen wascht die Larven vom Gras in
den Boden und bei Trockenheit halten sich die Larven im feuchteren Boden oder Kothaufen
auf. Ein Flussigkeitsfilm wird bengtigt, damit die Larven aus dem Kot auf die Grashalme
wandern kdnnen (English, 1979a; English, 1979b). Die Grasproben wurden immer zur
gleichen Tageszeit, gegen sechs Uhr morgens wenn noch Tau auf den Grasern war,
genommen. Vor den Grasprobenahmen gab es keine starken Regengisse, welche die
Larven vom Gras heruntergewaschen haben kénnten.

Auch in den weiteren Grasprobenahmen lagen die Werte in &hnlichen Bereichen, jedoch lag
die Larvenbelastung auf der kalkstickstoffgediingten Flache immer tUber der der
Vergleichsflache. Die Larven zeigten sich in den Proben beider Weidestlicke mobil und vital.
Eine Wirkung des Kalkstickstoffdiingers konnte also wahrend des Feldversuches nicht
gezeigt werden. Auf den Weiden am Mittelweg sowie am Eichendamm konnten durch die
Kalkstickstoffdlingung keine Vorteile beztiglich der Larvenzahlen auf dem Gras und der
Parasitenbelastung der Pferde ermittelt werden.

Ein Vergleich mit anderen Studien beztiglich der Wirkung von Kalkstickstoff auf
Weideparasiten ist, aufgrund der vielféltigen Einflisse (siehe Tabelle 19), welche die
Wirkung des Diingers, das Vorhandensein/ Auffinden von Larven und die parasitare Infektion
bei den Wirtstieren beeinflussen, schwierig.

Tabelle 19: Faktoren, die einen Feldversuch beztiglich der Wirkung von Kalkstickstoff auf
Parasiten und deren Infektiositat beeinflussen kénnen

Weide aullere Einflisse Weidemanagement | Tier
Bodenbeschaffenheit | Jahreszeit WeidegroRe Tierart
Pflanzenbewuchs Klima Weidezeit Alter
Larvenbelastung Wetter Besatzdichte Immunstatus
(Niederschlage,
Temperatur, ...)
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Dingezeitpunkt Weideform Gesundheitsstatus
(Standweide,
Rotationsweide, ...)

Zufutterung Parasitenart

Weidehygienische
und —pflegende
MalRnahmen

Sonstige Nutzung
(Heugewinnung,
Pflanzenanbau,

Trotzdem kénnen zu einigen Studien Vergleiche angelegtwerden, wenn auch nur unter
Vorbehalt. Eine veroffentlichte Studie, die den Einfluss der Kalkstickstoffdiingung auf
Pferdeparasiten im Feld untersuchte, fihrte LEIPER 1937 durch (Leiper, 1937). Nebenin
vitro Versuchen im Labor, auf die spéater noch eingegangen wird, wurde im Februar auf
kleinen Parzellen (1 sq ft =929 cm?) im AuRenbereich die Wirkung auf Larven verschiedener
Weideparasiten der Pferde getestet. Nach Auftragenvon 250.000 L3 und einer
Kalkstickstoffdiingung wurden nach acht und nach 18 Tagen Grasproben untersucht. Die
Dosierung des Diungers entsprach umgerechnet 784 kg/ha und lag dabei etwa bei der
doppelten Menge der maximalen empfohlenen Dosis. Nach anfanglicher Nutzung des
Baermann-Filters zur Larvengewinnung aus den Gras- und Erdproben, wurde ein anderes
Verfahren genutzt, bei dem eine grof3ere Anzahl und weniger beschadigte Larven
wiedergewonnen wurden. Dieses glich demin dieser Arbeit verwendeten Verfahren.
Nachdem die Proben mit warmem Wasser gemischt und gesiebt (90 um Maschenweite)
worden sind, folgte ein Sedimentation und drei Zentrifugationsschritte — unter anderem eine
Zentrifugation in gesattigter Zuckerldsung. Die Vitalitét der Larven wurde durch den
Betrachter optisch ausgewertet - &nlich wie bei BAUER (2006) - ein Larvenfitnesstest wie in
dieser Arbeit verwendet, trennt dagegen vitale von toten Larven objektiver. Von den
wiedergewonnenen Larven lag der Anteil der toten Larven nach Kalkstickstoffdiingung bei
rund 50 %, bei der Kontrolle bei nur 2-3 %. Die Anzahl der wiedergewonnenen Larven lag
zwischen 200 und 750 Larven (Leiper, 1937). Bei der Anwendung auf Grinland wird eine
Menge von 300-400 kg/havom Hersteller empfohlen (Alzchem Group AG). Eine starke
Dingung von Pferdeweiden sollte, im Gegensatz zu Rinderweiden vermieden werden. Eine
zu hohe Diingerkonzentration kann den Grasbewuchs nachhaltig schadigen (Bender,
2013c). Bei der Dosierung von 784 kg/hatrat eine komplette Brdunung des Grases auf,
welches erst nach einiger Zeit wieder zu wachsen anfing. Schon bei einer Menge von

448 kg/habeobachteten LEIPER et. al. eine Braunung des Grases. Das verstarkte
Graswachstum durch die Dingung setzte erst sechs Wochen spater ein (Leiper, 1937).

In Belgien wurden in einem 3-jahrigen Versuch mit je sechs Jungrindern pro Weide,
verschiedene Methoden der Kalkstickstoffdiingung getestet. Eine Diingung mit 400 kg/haim
April, eine Dingung mit 300 kg/haim Februar und eine Diingung mit 300 kg/haim November
des Vorjahres wurden verglichen. Die Ergebnisse wurden deskriptiv ausgewertet. Es
bestanden geringe Unterschiede hinsichtlich der EpG-Werte zu Gunsten der Tiere auf der
Kalkstickstoffweide, im Mittel nahmen diese im ersten Jahr auch 12 kg mehr an
Korpergewicht zu. Untersuchungen bezuglich der Larvenzahlen auf dem Gras wurden nicht
durchgefihrt. Negativ bewerteten die Autoren die friihe Dingungim Februar, welche zu
einem Wachstumsschock des Grases und einem ungenigendem Futterangebot auf dieser
Flache fihrte (Pouplard and Pecheur, 1977).

In einer &hnlichen Studie war der Feldversuch sehr realitatsnah gestaltet und in den
Routineablauf eines Betriebes integriert. Es handelte sich ebenfalls um einen Rinderbetrieb.
In dieser Untersuchung wurde die Anwendung von Kalkstickstoffdinger sogar tber vier
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Jahre jede Weidesaison wiederholt. Je Tiergruppe (ca. 8-9 Jungrinder) stand eine Flache
von 2 ha zur Verfugung, welchein vier Teile 20,5 ha unterteilt war, auf denen die Tiere
wahrend der Weidesaison rotierten. Das Versuchsschema éhnelte demin dieser Arbeit. Die
Versuchsweide wurde mit 400 kg/ha Kalkstickstoff gediingt, die Kontrollweide mit einem
Mineraldiinger, sodass die Stickstoff-Versorgung identisch war. Im Sommer wurde auf der
Versuchsweide mit Kalkstickstoff nachgediingt und auf der Kontrollweide mit Citarin
entwurmt. Im Mittel fielen 60 %, also etwas mehr als die Hélfte, aller positiven Kotprobe auf
die Kontrolltiere, nur 44 % auf die Versuchstiere. Der EpG-Mittelwert fir MDS lag zu Beginn
der Weidesaison bei ersteren 3x hoher als bei den Tieren, die auf den mit Kalkstickstoff
gedingten Weiden standen. Nach der Entwurmung im Juli waren die EPG-Werte der
Kontrolltiere jedoch niedriger als die der auf der mit Kalkstickstoff gedlingten Flache
gehaltenen Tiere. Erst zum Weideende stiegen die EpG-Werte der Kontrolltiere starker, als
die der Versuchstiere. Diese hatten im Mittel eine Mehrzunahme des Kdrpergewichts von
23,1 kg zu verzeichnen (Brozeit and Wieners, 1976). Bis auf die deskriptive Beschreibung
der Ergebnisse gab es jedoch keine statistische Auswertung der gewonnenen Daten, somit
kann keine Aussage getroffen werden, ob der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
mafgeblich war. AuRerdem fehlte die Auswertung von Grasproben, um die Larvenbelastung
auf der Weide bestimmen zu kdnnen. Die Gewichtsentwicklung junger Rinder und auch die
Parasitenbelastung, kann von weiteren Faktoren wie (z.B. diingebedingten) Unterschieden
im Aufwuchs zwischen den Weideflachen, dem Auftreten von Krankheiten, dem Immunstatus
der Tiere etc. beeinflusst werden, auf die nicht weiter eingegangen wurde.

Bei einem Weideversuch mit Schafen konnte unter Einsatz von 1000 kg/ha Scoramid, einer
Mischung aus Kalkstickstoff und Schlacke, keine signifikante Wirkung auf die L3 von MDS
beim Schaf festgestellt werden. Jedoch korrelierte die Behandlung der Weide mit 1000 kg/ha
Scoramide negativ mit Infektionen vom Lungenwurm M. capillaris und von Moniezia spp..
Letzteres ist scheinbar auf die Wirkung von Kalkstickstoff auf die Sandheideschnecke
(Cernuella virgata), den Zwischenwirt dieser Bandwuirmer, zurtickzufihren. Bei in vitro-Tests
lag die LD50 fur C. virgata bei 1200 kg/ha Kalziumcyanamid. Der Weideversuch wurde 1984
und 1985 mit 10 bzw. 19 Weiden durchgefihrt, von denen ein Teil ungedingt verblieb und
ein Teilim Marz mit 1000 kg/ha Scoramid gediingt wurde. Grasproben wurden vor der
Dingung im Mérz und im April, Mai, Juni (1984) bzw. April, Juli und Oktober (1985). Im
zweiten Versuchsjahr wurde zusétzlich von Februar bis Oktober eine Infektion der
weidenden Schafe auf MDS, M. capillaris und Moniezia sp. Mithilfe von Kotproben
(McMaster-Verfahren bzw. Baermann-Trichter fir Untersuchung auf Lungenwurmlarven)
untersucht (Cabaret and Mangeon, 1994).

PODSTATZKY fuhrte einen 2-jahrigen Weideversuch mit L&mmern durch, bei demer eine
einmalige Kalkstickstoffdiingung mit 1200 kg/ha im Mai mit einer regelmaiigen Behandlung
der Weide mit effektiven Mikroorganismen verglich. Je 44 Lammer waren auf vier Gruppen
aufgeteilt. Kérpergewichtund EpG aller Tiere wurdenin Woche eins, vier und 14 nach der
Diingung bestimmt und zusatzlich im Juni und August die Larvenbelastung der Weiden
untersucht. Welche Methoden zur Probenuntersuchung gewéahlt worden sind, ist nicht
genauer beschrieben. Trotz einer deutlich erhbhten Dingermenge, im Vergleich zur
empfohlenen, war der EpG in der Kalkstickstoffgruppe, sowie die Larvenbelastung der
Weide, im zweiten Jahr signifikant hoher als in den restlichen Gruppen. Der Autor folgert,
dass eine einmalige Kalkstickstoffdiingung zu Beginn der Weide bei intensiver Weidehaltung
keinen Effekt auf Larvenbelastung der Weide und die Infektion mit Parasiten der Tiere hat.
Jedoch weist er darauf hin, dass seine Datensétze klein und die Streuung der Werte hoch
war.

Insgesamt konnte in keinem Feldversuch eine signifikante Wirkung einer
Kalkstickstoffdiingung in empfohlener Dosierung bis 400 kg/ha auf die infektiosen
Larvenstadien von MDS oder deren Infektionen bei Pferden oder Wiederkauem
nachgewiesen werden. Jedoch scheint sich eine Wirkung bei héherer Dosierung
abzuzeichnen (Leiper, 1937). In den beiden oben beschriebenen Rinderstudien von
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POUPLARD und PECHEUR (1977) bzw. von BROZEIT und WIENERS (1976) fehlt die
Untersuchung der Grasproben der Weiden fur eine umfassende Beurteilung der
Kalkstickstoffwirkung.

Im Feldversuch dieser Arbeit war die Larvenbelastung auf den Weiden am Mittelweg zu
Beginn der Weidesaison so gering bzw. negativ, dass, vermutlich bereits hier, die Dingung
keine weitere Dezimierung erbringen konnte. Interessant wére eine weitere Diingung nach
Anstieg der EpG-Werte in den Kotproben gewesen. Allerdings konnte auf den Weiden am
Eichendamm, trotz optimaler Ausgangsbedingungen, keine verstérkte Reduktion der
Larvenbelastung durch die Kalkstickstoffdingung im Vergleich zur ungedingten Weide
beobachtet werden.

88



5.3. Grastopfchenversuch

Mit Hilfe des Grastopfchenversuch wurde versucht, den Zustand auf der Weide moglichst
realitétsgetreu fir Versuche im Labor abzubilden. Mit diesem Modell lassen sich
Anhaltspunkte fur die Wirkung des Dungers auf dem Feld gewinnen, jedoch lassen sich die
Ergebnisse nicht 1:1 tibertragen. Bei Versuchen mit Kalkstickstoff oder Cyanamid in vitro
kann immer nur die direkte Dungerwirkung auf die Larven untersucht werden, nicht deren
Infektidsitat auf die Wirtstiere. Letztere kann nur im Feldversuch ermittelt werden.

Der Laborversuch hatte jedoch einige entscheidende Vorteile, so konnten kontrollierte
Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen eingehalten werden. Auch andere
Rahmenbedingungen wie z.B. die Anzahl der aufpipettierten Larven, Bewuchs, Bewasserung
konnten nach Wunsch gesteuert werden. Das gesamte Probenmaterial aus den Tépfchen
konnte untersucht werden. Ein grof3er Vorteil im Vergleich zum Feldversuch, bei dem die
Gras- und Erdproben immer nur einen kleinen Teil der Versuchsflache abdecken.

Die eingesetzten Topfchen wurden mit Universal Blumenerde (aus dem OBI-Baumarkt) bis
zu einer H6he von 10 cm befillt und mit Deutschem Weidelgras bepflanzt. Deutsches
Weidelgras ist in Deutschland weit verbreitet und wird h&ufig als Weidegras und zur
Futtergewinnung von Heu und Silage genutzt. Zu beachtenist jedoch, dass dieses oder
ahnliche Graser meist nicht alleine auf Pferdeweiden vorkommen, sondern
Rasenmischungen aus verschiedenen Grasern und Kréutern. In einer Arbeit von KNAPP -
LAWITZKE et. al. (2014) wurden bei Weide-Zusammensetzungen mit hdherem
Leguminosen-Anteil mehr infektidse L3 von C. oncophora auf dem Bewuchs gezahlt (Knapp-
Lawitzke et al., 2014a). Somit hat die Art des Griinlandes scheinbar Einfluss auf die Zahl der
Larven auf dem Gras. In anderen in vitro Versuchen wurde jedoch vollstéandig auf die
Anzucht von Gras verzichtet. Die Wirkung verschiedener Stoffe auf die Parasitenlarven
wurde direkt in Petrischalen in Mischungen aus Torf, Spanen oder Kot getestet (Podstatzky,
2013; 2012; Gevrey 1965; Pecheur, 1962; Leiper, 1937). Nur PODSTATZKY fihrte einen
ahnlichen Versuch mit Grastdpfchen durch. Welches Gras angeziichtet wurde, wird in der
Veroffentlichung jedoch nicht erwahnt (Podstatzky, 2013; 2012).

Universal Blumenerde wurde ausgewahlt, da diese zuvor erfolgreich zur Standardisierung
des Erd- und Graswasch-Verfahrens eingesetzt wurde (Knapp-Lawitzke et al., 2014b,
Demeleret al., 2012). Jedoch unterscheidet sich die Blumenerde in einigen Punkten von
Naturbdden, die man auf Pferdeweidenfindet. So wurde hier speziell in einem Versuch die
Wasseraufnahmekapazitat der eingesetzten Blumenerde und eines fur Berlin/ Brandenburg
typisch sandigen Bodens verglichen. Es stellt sich die Frage ob die héhere
Wasseraufnahmefahigkeit der Blumenerde von 50 %, im Vergleich zu 19 % bei der
Feldwegerde, einen Einfluss auf die Verfligbarkeitund Wirksamkeit des Cyanamids hat.
Dieses ist wasserloslich, liegt also in der wassrigen Phase des Bodens vor. Eine erste
Vermutung war, dass in der Blumenerde, durch den héheren organischen Anteil und somit
die erhohte Wasseraufnahmekapazitat, das Cyanamid verdiinnt wird und die Wirkung somit
vermindert ist. Jedoch ist auch zu bedenken, dass bei sandigeren Béden das Wasser
schneller abflief3t, daes nicht vom Boden gespeichertwerden kann und so das Cyanamid
vermutlich schneller ausgewaschen wird. Nach Aufpipettieren der Larven und Diingung
eines Topfchens wurde dieses nur noch mit einer Sprihflasche gewasssert, sodass der
Boden zwar feucht war und der Dunger reagieren konnte, jedoch kein Cyanamid
ausgewaschen wurde.

Um den Einfluss des Bodens auf die Cyanamid-Verflugbarkeit besser einschatzen zu
kénnen, wurden mit Kalkstickstoff gediingte Erdprobenim Labor auf den Cyanamidgehalt
untersucht. Hier zeigten sich in der Blumenerde hdhere Werte an Cyanamid pro kg als in der
Feldwegerde. Ungediingt zeigten beide Béden ahnlich niedrige Werte. Zwei Tage nach der
Dungung lagen die Werte bei der Blumenerde im Mittel bei 305 mg/kg, in der Feldwegerde
dagegen nur bei 183 mg/kg. Auch bei den Messungen sieben und 14 Tage nach Dingung
waren die Werte in der Blumenerde durchgangig héher als in der Feldwegerde. Zuden
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Probezeitpunkten zwei Tage und sieben Tage nach der Dingung war der Cyanamidgehalt in
der Blumenerde signifikant hoher als in der Feldwegerde.

Zu beachten ist, dass die Proben aus nur halb-beflllten Erdtépfchen ohne Grasbewuchs
stammen, also die ermittelten Cyanamid-Werte tendenziell héher sind als in den im Versuch
verwendeten Grastopfchen oder drauf3en auf dem Feld. Nach Umrechnung des
Cyanamidgehalts von Gewichtsprozentauf Volumenprozent, néhern sich die Werte deutlich
an (s. 0), was am unterschiedlichen Gewicht der Béden liegt. Dies zeigt, dass, bei gleicher
Dungermenge, der Cyanamidgehalt in beiden Boden ahnlich hoch ist, trotz
unterschiedlichem Gewicht und Wasserbindungsvermdgen.

Vor Beflllung der Topfchenwurde die Erde 30 Stunden bei 100°C erhitzt, wie es auch
KNAPP-LAWITZKE et.al. bei den Versuchen zur Standardisierung der Methode taten
(Knapp-Lawitzke et al., 2014b). So konnten die dortbenutzten Wiederkauerlarven, ohne
Beeintrachtigung anderer Bodenorganismen wiedergewonnen und ausgezahlt werden.
Durch einen technischen Defekt wurde die Erde in diesem Versuch jedoch nicht 30 Stunden
bei voller Temperatur erhitzt, sodass noch immer lebende Erdnematoden vorhanden waren.
Diese stellten bei der Auszéhlung kein Hindernis dar, weil L3 der kleinen Strongyliden der
Pferde durch ihren langen Scheidenschwanz einfach von Erdnematodenlarven differenziert
werden kénnen.

Trotz ungenigender Erhitzung ergaben sich, auch nach langeren Versuchszeiten, keine
storende Schimmelpilzkontamination auf den Toépfchen, wie es PODSTATZKY (2012) bei
seinem Versuch mit Grastopfchen berichtete (Podstatzky, 2012). Diese wurden jedoch nicht
im Inkubator bei kontrollierter Temperatur, sondern bei Raumtemperatur und hoher
Sonneneinstrahlung auf der Fensterbank gelagert. Um moglichst realitaétsnahe Verhéltnisse
zu schaffen, standen die T6pfchen hier im Klimaschrank mit Licht- und Temperaturprofil,
welches sich am vom Hersteller empfohlenen Diingezeitpunkt — zur Forsythienblite - fur
Kalkstickstoff fur Grunflachen orientiert (AlzChem Group AG). Die Diingung zum
Vegetationszeitpunkt im Frihjahr soll laut Hersteller, neben der normalen Dingerwirkung
auch Unkréuter zurtickdrangen und tberwinterte Parasitenlarven auf der Weide dezimieren.
Bei starker Parasitenbelastung wird von der Firma AlzChem eine Nachdiingung im
Juli/August empfohlen. Fur den Topfchenversuch wurde im Inkubator ein Temperaturprofil
eingestellt, welches sich an Fruhjahrstemperaturen in Deutschland von den letzten Jahren
orientierte (Deutscher Wetter Dienst). Laut einer Untersuchung von BAUER (2006) mit H.
contortus Larven ist die Wirkung des Cyanamids bei hoheren Temperaturen verstérkt. So
benaotigt man bei 4°C die 2,6- bis 4-fache Menge an Cyanamid um den gleichen Effekt wie
bei 22°C zu erreichen (Bauer, 2006). Mit einer Temperatur von 17°C wahrend der
Tagperiode sollte im Inkubatorversuch eine ausreichende Wirkung des Diingers
gewdhrleistet sein. Noch héhere Temperaturen zu wahlen, wirde die Situation in vivo auf
dem Feld nicht darstellen. Um starke Temperaturschwankungen in den kleinen Tépfchen
zwischen der Nacht- (5°C) und Tagzeit (17°C) zu vermeiden, standen die Grastopfchen zur
Isolierung in Styroporumhullungen.

Die auf die Topfchen aufgebrachte Dingermenge entspricht einer Menge von 400 kg/ha,
also der oberen, vom Hersteller empfohlenen Menge fir Pferdeweiden (AlzChem Group
AG).

Die im Feldversuch bzw. im Tépfchenversuch angewandten Methoden zur Gewinnung von
L3 aus Gras- und Erdproben wurden vor kurzem am Institut fir Parasitologie und
Tropenveterindrmedizin der FU Berlin entwickeltund auch in einer weiteren Studie
eingesetzt (Knapp-Lawitzke et al., 2014a). Beide Methoden sind mit einfachen Hilfsmitteln
umzusetzen, welche vor Ort am Institut verfiigbar waren (Knapp-Lawitzke et al., 2014b;
Demeler et al., 2012). Mit der von DEMELER et. al. beschriebenen Graswaschmethode
kénnen, im Vergleich zu anderen Methoden, gut reproduzierbare Ergebnisse und, bei
vergleichsweise kurzer Arbeitszeit, hohe Wiedergewinnungsraten der Larven von 67-93 %
erreicht werden. Auch bei Feldprobenwurde die Methode erfolgreich angewandt (Demeler et
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al., 2012). Sie ist durch die Zentrifugationsschritte genauer als verschiedene Mod fikationen
der Baermann-Filtermethode (Krecek and Maingi, 2004; Raundrup et al., 2003; Chiejina,
1982), jedoch nicht so aufwandig wie andere Methoden, bei denen halb-automatische
Apparaturen aus Waschmaschinen oder Zementmischern gebaut wurden (Krecek and
Maingi, 2004; Matthee et al., 2002; Raynaud and Gruner, 1982; Smeal and Hendy,1972).
Diese erwiesen sich, in der Zahl der wiedergewonnenen Larven, dem modifizierten
Baermann-Filter als Uberlegen (Krecek and Maingi, 2004). Der Vorteil von Methoden, die
nicht auf dem Baermann-Filter beruhen, ist, dass sie nicht auf die aktive Wanderung der
Larven angewiesen sind, sondern auch weniger motile Larven aus den Proben gewinnen
kénnen.

Bei dem Topfchenversuch dieser Arbeit wurde erganzend zur Methode von DEMELER et. al.
(2012) die Zuckerzentrifugation angeschlossen, welche den Verschmutzungsgrad der
konzentrierten Larvensuspension noch einmal reduziert. Urspringlich durch CAVENESS und
JENSEN (1955) eingesetzt, wird diese immer haufiger mit Erfolg angewandt (Knapp-
Lawitzke et al., 2014b; Krecek and Maingi, 2004; Matthee et al., 2002) und hat den Vorteil,
dass diese den Zentrifugationsschritt mit anderen Chemikalien, wie Magnesiumsulfat oder
Kaliumiodid, ersetzen kann (Martin et al., 1990; Chiejinaet al., 1982). Aulierdem wurde stets
die gesamte, aufgereinigte Larvenpopulation ausgezahlt und nicht, wie zuvor beschrieben,
die Larven aus mehreren Aliquots (Demeler et al., 2012).

Im durchgefuhrten Topfchenversuch wurde mit einer Menge von 1000 aufgebrachten L3
gearbeitet. Die Wiedergewinnungsrate nach Aufreinigung der Gras- und Erdprobenlag im
Mittel bei 27,5 %, was deutlich unter den Werten von DEMELER et. al. 2012 von 67-93 %
lag. Diese Werte galten jedoch fir reine Grasproben, die 24 Stunden mit den Larven in
einzelnen geschlossenen Geféal3en inkubiert wurden. Als diese Methode bei angepflanzten
Grastopfchen angewandt wurde, bei denen die Larven die Mdglichkeit hatten, vom Gras in
die Erde zu wandern, wurden hier ebenfalls Wiedergewinnungsraten bis max. 35 % erreicht,
jedoch dies allein durch Waschung des Grases (Demeler et al., 2012). Die L3-
Wiedergewinnungsrate schwankte lediglich in einem kleinen Bereich (27,5 £ 8,2), so dass
von einer aussagekraftigen Ermittlung der vorhandenen Larven ausgegangen werden kann.
Dabei ist ebenfalls zu beachten, dass die Larven in der vorliegenden Studie bis zu 14 Tage
in den Topfchen verblieben, bevor sie wiedergewonnen wurden, und somit wesentlich langer
als in der Studie von Demeler et al. (2012).

Die Methode der Wiedergewinnung von Larven aus Erdproben wurde nach dem Protokoll
von KNAPP-LAWITZKE (2014b) durchgefuhrt. Nur die Maschenweite der Siebe wurden den
etwas kleineren Pferdestrongyliden-L3 mit einer mittleren Breite von 24,1 um (s. 3.2.19.3)
angepasst. So wurden zuoberst Siebe mit einer Maschenweite von 150 bzw. 200 um
genutzt, durch die die Larven auf jeden Fall durchgewaschenwurden. Zum Auffangen wurde
ein Sieb mit der Maschenweite von 20 um genutzt, statt der 25 um, die bei den Wiederkauer-
strongylidenlarven eingesetzt wurden. Mit Wiederfindungsraten von 61-89 %, unabhangig
von der Anzahl der in der Erde enthaltenen Larven und niedriger Variabilitét, ist diese
Methode, dhnlich der Graswaschmethode, anderen tberlegen (Knapp-Lawitzke et al.,
2014b). Zudem sind wiederum keine giftigen Chemikalien oder aufwandige Apparaturen im
Einsatz wie bei anderen beschriebenen Vorgangen (Young and Trajstman, 1980; Verschoor
and De Goede, 2000).

Bezogen auf die drei Erdschichten befanden sich tiber 90 % der Larven in der obersten
Erdschicht. In den tieferen Schichten fanden sich nur vereinzelte Larven. Um den
Arbeitsaufwand zu reduzieren, wére es fur zukinftige Versuche sicherlich ausreichend nur
die oberste Erdschicht zu waschen und diese dabei vielleicht auf 3-4 cm auszudehnen.

Problematisch, hinsichtlich der Aufreinigung der L3 aus Erdproben war das allméhliche
Verstopfen der Siebe mit kleinen Erdbestandteilen. Abhilfe konnte mit einer Zahnburste
geschaffenwerden, mit der das obere Sieb zwischen den Proben gereinigt wurde.
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Da die wiedergewonnenen Gesamtlarvenzahlen der gedingten Topfchen (302 £ 84) im
Mittel hoher lagen als die der ungediingten Topfchen (250 + 74) wurde auf eine statistische
Auswertung verzichtet. Stattdessen wurden die Ergebnisse des Fitnesstestes miteinander
verglichen. Hierdurch sollte geklart werden, ob die Larven durch das Cyanamid hinsichtlich
ihres Migrationsverhaltens beeintrachtigt wurden. Jedoch zeigte sich auch hier kein
signifikanter Unterschied. Bei der Auszahlung der Larven nach Durchfihrung des
Fitnesstests zeigten sich bei gediingten sowie ungediingten Topfchen gut bewegliche sowie
immotile Larven. Zu bericksichtigen sind beim Fitnesstest, der den Proben beigemengte
Schmutz und die ebenfalls vorhandenen Erdnematoden-Larven. Hierdurch kann es zu einer
Verstopfung der Siebe (mit einer Maschenweite von 22 um) gekommen sein. Bei der
Durchfuhrung des auf dem identischen Prinzip beruhenden LMIA wurden, aufgrund der
besseren Wanderungsrate, Siebe mit einer Maschenweite von 28 um eingesetzt. Durch
Verbesserung einiger Faktoren, wie der Maschengroél3e oder erfolgreicher Erhitzung und
somit Abtdtung der Erdnematoden, lie3e sich im Fitnesstest sicher noch eine bessere
Wanderungsrate der Parasitenlarven erreichen. In diesem Fall lagen bei allen Proben die
gleichen Bedingungen vor, sodass ein Vergleich der gedingten und ungediingten Topfchen
dennoch méglich ist.

Betrachtet man dagegen den Aufenthaltsort der Larven, so zeigt sich ein deutlicher
Unterschied. Bei den gediingten Topfchen befanden sich signifikant weniger Larven auf dem
Gras als beiden ungediingten Topfchen. Dies kdnnte zur Schlussfolgerung flihren, dass die
Motilitdt der Larven durch den Kalkstickstoffdiinger negativ beeinflusstwird und sich diese
nicht mehr auf das Gras bewegen kénnen. Jedoch hétte die verminderte Motilitat auch im
Fitnesstest durch eine verminderte Wanderungsrate auffallen missen.

Bei den zusétzlichen Grastopfchen wurden vier ungediingte Topfchen, vier Topfchen mit der
einfachen Diingermenge, vier Topfchen mit der doppelten Menge (=800 kg/ha) Diinger
sowie vier Topfchen mit der 10-fachen Menge (= 4000 kg/ha) Dinger angesetzt. Alle wurden
nach 14 Tagen gewaschen und ausgewertet. Hier zeigte sich, ab der doppelten
Diingermenge, ein signifikanter Abfall der Wanderungsrate der aus den Topfchen
gewonnenen Larven im Fitnesstest. Durch die Zugabe der doppelten Diingermenge
verminderte sich die Wanderungsrate signifikant von ca. 40 % auf 15 %, bei der 10-fachen
Menge auf nur noch 10 %, was einer Reduktion um 62,5 % bzw. 75 % entspricht.

PODSTATZKY (2012) verwendete in seiner Studie mit 1,2 g Kalkstickstoff pro 200 cm?
(entspricht 600 kg/ha) ebenfalls eine Giber der Empfehlung liegende Menge an
Kalkstickstoffdtinger. Er erreichte nach einer Woche eine Reduktion der wiedergewonnenen
Larven um 67 %, nach zwei Wochen um >95 %. Die mit 1300 H. contortus-Drittlarven
besetzten Grastopfchen wurden allerdings nichtim Klimaschrank, sondern bei
Zimmertemperatur auf der sonnenbeschienenen Fensterbank aufgestellt. Zwischen den
gedingten und ungedingten Topfchen wurde die Anzahl der, mit Hilfe des
Auswanderungsverfahrens nach Baermann-Wetzel wiedergewonnenen, Larven verglichen.
Die Ergebnisse wurden wegen der geringen Wiederholungszahl (drei Wiederholungen pro
Variante) nur deskriptiv tabellarisch aufgelistet und nicht statistisch ausgewertet, womit eine
Aussage Uber die Signifikanz der Dingerwirkung nicht machbar ist. Aufgrund der
Unterschiede hinsichtlich der Versuchsdurchfiihrung lassen sich die
Untersuchungsergebnisse nicht direkt mit den hier gewonnenen Ergebnissen vergleichen,
jedoch zeichnen sich Parallelen ab. So musste PODSTATZKY erst die empfohlene Menge
an Dunger auf das Doppelte erh6hen, um eine Reduktion der Wiedergewinnungs- bzw.
Wanderungsrate von >60 % nachzuweisen. Auch die Entwicklung vom Ei zur L3 scheint
durch die Menge von 600 kg/ha Kalkstickstoffdiinger gehemmt zu werden. Dieser Effekt
zeigt sich auf den Grastopfchen sowie in Petrischalen, die mit einem Gemisch aus
Holzspéanen, Kot und Kalkstickstoff angesetzt waren (Podstatzky, 2012, 2013).

Eine weitere Studie mit Schafparasiten aus dem Jahr 1965 untersucht die Wirkung von
Kalkstickstoff, ebenfalls in Petrischalen. In niedriger Dosierung gab es eine gute Wirkung
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gegen unreife Larvenstadien, bei einer deutlich hdheren Dosierung von 3 g pro Petrischale
(entspricht 1000 kg/ha) konnten nach vier Tagen keine lebenden L3 mehr gefunden werden.
Bei 1,5 g (500 kg/ha) lag die Mortalitat der Drittlarven nach vier Tagen Inkubation in der
Petrischale bei knapp 90 %. Eine statistische Auswertung der Ergebnisse fand nicht statt
(Gevrey, 1965). Zu beachten ist jedoch, dass bei gleicher Grundflache von Petrischale und
Grastdpfchen, der Kalkstickstoff in der Petrischale aufgrund der geringeren Menge an
Substrat deutlich konzentrierter vorliegt. PECHEUR (1962) konnte ebenfalls in vitro eine
Wirksamkeit von Kalkstickstoff gegen die Eier und friihe Larvenstadien von Trichostrongylus
spp. und Strongyloides spp. feststellen. Die Larven bzw. Eier wurden zusammen mit
unterschiedlicher Menge an Kalkstickstoffdinger (75, 150, 300 kg/ha) in Petrischalen mit
Substrat aus sterilisiertem Torf und Kot gegeben. Aus dem Probenmaterial wurden nach
einer Inkubation bei 20-24°C nach sieben Tagen mithilfe des Baermann-Trichter-Verfahrens
die Larven widergewonnen. Bei 300 kg/ha gab es eine Reduktion unreifer Larven zwischen
80 und 99 %, bei Drittlarven lag diese bei 25 % (Pecheur 1962).

In einer weiteren Studie wurden ebenfalls verschiedene Mengen Kalkstickstoff mit 110 g
Erde und infektidsen Sclerostomen-Larven (v.a. Trichonema, aber auch Triodontophorus
serratus und S. vulgaris) gemischt und in Petrischalen angesetzt. 2 g Kalkstickstoff totete alle
Larven innerhalb von 19 h ab, bei nur noch 0,25 g waren die Larven nach 48 h noch nicht
abgetotet. Bei einem ,indoor-experiment® auf einer kleinen Grasflache wurde mit
umgerechnet 560 kg/habzw. 1120 kg/ha gedingt und im Vergleich zur ungediingten Flache
eine Abt6tung der infektiosen Larven von 55 % bzw. 85 % erreicht. Zur Wiedergewinnung
der Larven wurde hier die Baermann-Filter Methode eingesetzt und, um das Ergebnis zu
verbessern, der Aufwuchs und die verschiedenen Erdschichten getrennt getrichtert (Leiper,
1937).

Wie auch die vorliegende Prufung bei erhéhter Dingermenge gezeigt hat, wurde in
bisherigen Studien meist ebenfalls nur eine gute Wirksamkeit von Kalkstickstoff gegen
infektiose Drittlarvenstadien verschiedener Parasitenarten erreicht, wenn die Diingermenge
deutlich Gber der aktuell vom Hersteller empfohlenen Menge von 300-400 kg/halag. Bei der
doppelten Menge war die Wanderungsrate im Fitnesstest signifikant reduziert. Bei allen
alteren Studien wurde keine statistische Datenauswertung vorgenommen, es erfolgte
lediglich eine deskriptive Auflistung. Es wurden unterschiedliche Methoden zur
Larvenwiedergewinnung eingesetzt und meistens die Gesamtlarvenzahlen verglichen oder
optisch, durch den Untersuchenden, die lebenden von den toten Larven unterschieden. Auch
die verschiedenen, jeweils verwendeten Substrate machen einen Vergleich der Studien
schwierig. Die gleiche Menge Kalkstickstoff pro Flache istin einer Petrischale aufgrund des
geringen Substrat-Anteils deutlich starker konzentriert als in einem Grastopfchen. So werden
in vitro bessere Ergebnisse erzielt, welche aber nicht notwendigerweise auf das Feld
Ubertragen werden kdnnen, da hier die Ausgangsbedingungen anders sind. Einige Studien
konnten jedoch eine gute ovizide sowie larvizide Wirkung gegen friihe Larvenstadien auch
bei niedrigeren Kalkstickstoffmengen zeigen (Gevrey, 1965; Pecheur, 1962). Die infektitésen
L3 sind gegen die empfohlene Menge Kalkstickstoff jedoch vermutlich deutlich
widerstandsfahiger und dadurch scheinen im Feld sehr hohe Kalkstickstoffmengen nétig zu
sein, um einen merklichen Effekt zu erzielen.
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5.4. LMIA

Vielféltige Einflussfaktoren erschweren bei einem Feldversuch eine prazise Aussage iber
die anthelminthische Wirkung des Kalkstickstoffdiingers. Neben dem Tépfchenversuch, der
die Verhaltnisse auf der Pferdeweide nachzustellen versuchte, wurde auch ein in-vitro Test
durchgefihrt, bei demdie direkte Wirkung des Cyanamids auf L3 kleiner Strongyliden
getestet wurde. Der LMIA wird zur Uberprifung der Resistenzlage von Parasiten gegenuber
Anthelminthika eingesetzt, oder auch um die Wirksamkeit neuer anthelminthischer Stoffe zu
testen. Neben dem LMIA werden auch der Egg-Hatch-Test (EHT) und der Larval-
Development-Assay (LDA) fur diese Zwecke eingesetzt. Beim EHT wird die Hemmung der
Entwicklung vom Ei zur Larve getestet, hauptséchlich mit Benzimidazolen als Wirkstoff, da
diese eine gute ovizide Wirkung haben (Demeler et al., 2010b; Samson-Himmelstjernaet al.,
2009). Dagegen haben z.B. ML eine gute Wirksamkeit auf die somatische Muskulatur,
beeinflussen also die Motilitét der Larven, was sich gutim LMIA ausnutzen lasst (Demeler et
al., 2010b). Beim LDA wird die Wirkung von Anthelminthika auf die Larvenentwicklung
untersucht. Durch Hemmung der Pharynxmuskulatur und der daraus resultierenden
Verhinderung der Nahrungsaufnahme wird die Entwicklung der Larven gehemmt. Da die
Pharynxmuskulatur um das 100-fache sensibler reagiert als die somatische Muskulatur, ist
der LDA genauer und benétigt niedrigere Wirkstoffkonzentrationen als der LMIA. Jedoch ist
der LDA ein sehr fragiles System mit vielen Einflussfaktoren. Zudem wird immer frischer Kot,
von Tieren, die mit den gewiinschten Parasiten infiziert sind, benétigt. Der kommerzielle LDA
,orenchRite” ist dagegen ein einfacherer Test, der in fast jedem Labor durchgefuhrtwerden
kann. Die fur die Tests bendtigten L3 kénnen nach Gewinnung in Kulturflaschen gelagert
werden (Demeler et al., 2010).

Der fur die Wirksamkeitsstudie von Cyanamid durchgefuhrte LMIA, wird in der Literatur in
verschiedensten Durchfihrungsvarianten beschrieben. In Vorlaufern des eigentlichen
Assays wird die Motilitat der Larven subjektiv durch visuelle Prifung beurteilt (Bauer, 2006;
Boisvenue et al.,1983). Ebenfalls wurde ein Micromotility Meter entwickelt, welches die
Helminthenbewegung quantitativ misst und darstellt. Dieses lasst sich mit den Larven oder
Adulten verschiedenster Helminthenarten nutzen und zeigte sich dabei sensitiv und die
Ergebnisse gut reproduzierbar (Folz et al., 1987).

Die in der Literatur zu findenden Beschreibungen der Durchfiihrung des LMIA sind nicht
einheitlich. Nach einigen Ansatzen mit aufwendigerem Agar-Sieb-System (Douche 1993,
Kotze et al., 2006), setzte sich die Methode mit Sieben, welche in Well-Platten eingesetzt
werden, durch (McArthur et al., 2015; Demeler et al., 2012; Demeler et al., 2010a;
Claerebout et al., 1999; Rabel et al., 1994). Uberwiegend wurden die Larven -Assays mit
MDS-Larven von Rindern oder Schafen durchgefuhrt: H. contortus (Demeler et al., 2010a;
Kotze et al., 2006; Folz et al., 1987; Boisvenue et al., 1983) T. colubriformes (Rabel et al.,
1994; Rothwell and Sangster, 1993; Douch 1993; Wagland et al., 1992), O. ostertagii
(Demeler et al., 2010a; Demeler et al., 2010b; Claerebout et al., 1999), C.oncophora
(Demeler et al., 2010a; Demeler et al., 2010b). Nur wenige Studien verwendeten kleine
Strongylidenlarven vom Pferd (Mc Arthur et al., 2015; van Doorn et al., 2010; Tandon and
Kaplan, 2004; Konigovaet al., 2003). In einem Ringversuch mit verschiedenen Laboren
wurde versucht, den LMIA fiir die Ermittlung des Resistenz-Status von Rinder- und Schaf-
Nematoden gegen lvermectin zu standardisieren. Das Protokoll fir die Durchfihrung des
Assays wurde fur den Versuchin dieser Arbeit ibernommen und nur leicht angepasst
(Demeler et al., 2010a). Als SiebgrofRen wurdenim Ringversuch fur die Rinder-Parasiten
Siebe mit einer Maschengrof3e von 28 um gewahlt, fur die Schaf -Parasiten 25 um. Die
Maschenweite sollte abhangig von der Grol3e derim Assay eingesetzten Larven, der
Wanderungszeit und der allgemeinen Aktivitat der Larven gewahlt werden. Bei entscheideten
Larven, wie sie in einigen Versuchen eingesetztwurden, sind Siebe mit geringerer
Maschenweite notwendig, z.B. fir entscheidete Trichostrongylus-Larven 20 um (Rabel et al.,
1994; Wagland et al., 1992). In einer Studie wurden fir die Wanderung von entscheideten
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Pferde-Strongylidenlarven Siebe mit einer Maschenweite von 40 um gewahlt, hier betrug die
Wanderungszeit jedoch auch nur eine Stunde anstatt 24 Stunden (van Doorn et al., 2010).

Ein Aspekt, der die Durchfiihrung des LMIA unter Verwendung von kleinen
Strongylidenlarven kompliziert macht, ist die Tatsache, dass diese aus einer Gruppe 50
verschiedenen Arten besteht. Wichtig fur die Migration ist eine einheitliche Grol3e der Larven.
Hier bestand die Befiirchtung, dass die L3 verschiedener kleiner Strongyliden unterschiedlich
grof3 sind und die kleineren Larven einfacher und schneller durch die Siebe wandern als die
grolReren. Dies bestétigte sich nach Messung von ber 200 der fur den Versuch
eingesetzten, kleinen Strongylidenlarven jedoch nicht. Bei Messung der bescheideten,
hitzegetdteten Larven hatten diese eine mittlere Breite von 24,9 um mit nur einer geringen
Abweichung von 2,1 um. Vor Durchfiihrung der Prufung des Effekts von Cyanamid im LMIA
wurde ein Vortest mit Sieben der Maschenweite 20 pm, 22 pm, 25 pm und 28 pm
durchgefihrt. Mit der hdchsten Wanderungsrate bei einer Maschenweite von 28 umund
noch akzeptabler Durchfallquote von <10 %, wurden diese Siebenfirden folgenden Larven-
Assay verwendet. Trotz Filterung der Larven mit Hilfe des Baermann-Trichters, schienen
Larven, die langer gelagert wurden und nicht kurz nach Gewinnung aus den Larvenkulturen
eingesetzt worden sind, eine schlechtere Wanderungsrate aufzuweisen. Fir den Versuch
wurden daher ausschlief3lich Larven verwendet, die maximal eine Woche gelagert wurden.
Die Inkubations- und Wanderungszeit mit je 24 Stunden und die Temperatur von 27°C wurde
entsprechend vorheriger Erfahrung gewdahlt (Demeler et al., 2010a). In anderen
Durchfiihrungen des Assays wurden Inkubationszeiten von 2 Stunden, meist bei
entscheideten und somit empfindlicheren Larven (Mc Arthur et al., 2015; Matthews et al.,
2012; van Doorn et al., 2010; Claerebout et al., 1999; Rabel et al., 1994; Douch 1993;
Wagland et al., 1992) bis 24 Stunden (Demeler et al., 2010a, 2010b; Kotze et al., 2006; Folz
etal., 1987) verwendet. Bei der Prifung der Wirkung von Cyanamid auf H. contortus-Larven
wurden Einwirkzeiten von 24 Stunden, 48 Stunden und 8 Tagen gewahlt (Bauer, 2006).
Auch die Wanderungszeit variiert in den verschiedenen Studien von 1 Stunde (van Doorn et
al., 2010), 16 Stunden (Claerebout et al., 1999; Rabel et al., 1994; Douch and Morum, 1994;
Wagland et al., 1992), 24 Stunden (Demeler et al., 2012, 2010a, 2010b) bis 48h (Kotze et al.,
2006). Hinsichtlich der angewendeten Temperaturen bestehen ebenfalls erhebliche
Unterschiede, diese liegen zwischen 4°C (Bauer, 2006) und 37°C (van Doornet al., 2010;
Claerebout et al., 1999; Rabel et al., 1994; Douch and Morum, 1994).

Wichtig bei der Wahl der Parameter ist, dass diese aufeinander, auf die eingesetzten Larven
und auf den zu testenden Wirkstoff abgestimmt sind. Nach positiven Erfahrungen mit dem
von DEMELER et.al. fUr Rinder- und Schafnematoden standardisiertem Protokoll (Demeler
etal., 2010a), wurde dieses in der vorliegenden Arbeit erstmals fur kleine Strongylidenlarven
vom Pferd verwendet. Nach verschiedenen Probedurchgangen und Anpassung der
Cyanamid-Konzentrationen war der Assay reproduzierbar und die Ergebnisse gut
auswertbar. Alle Durchgénge mit einer Wanderungsrate tber 75 % in der Negativkontrolle
und unter 10 % in der Positivkontrolle wurden in die statistische Auswertung miteinbezogen.
Die mittleren Wanderungsraten mit 84% in der Negativ- und 4% in der Positivkontrolle waren
zufriedenstellend, jedoch nicht ganz so glinstig wie DEMELER et. al. sie mit 96-100 % bzw.
0-1,2 % angeben hat (Demeler et al., 2010b).

Mit einer 0,09 %-igen Cyanamid-Ldsung lief3 sich die Wanderung von 50 % der kleinen
Strongylidenlarven hemmen, eine 95%-ige Inhibition wird durch eine 0,17 %-ige Cyanamid-
Ldsung erreicht. Eine Wirksamkeitsstudie von Cyanamid auf H. contortus-Larvenwurde
bereits 2006 am Institut fir Parasitologie der Justus-Liebig-Universitét in Giessen
durchgefihrt, jedoch nach anderer Methodik (Bauer, 2006). In dieser wurde jedoch kein
Larvenassay durchgefiihrt, sondern es erfolgte nur eine visuelle Beurteilung der Larven. Fir
die L3 von H. contortus wurde bei vergleichbaren Inkubationsbedingungen ein IC50 von

1,3 % Cyanamid und ein IC95 von 2,7 % Cyanamid angegeben (Bauer, 2006). Andere
Studien mit vergleichbaren Werten fur kleine Strongyliden liegen derzeit nicht vor.
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Durch den Larvenassay liel3 sich zeigen, dass Cyanamid eine hemmende Wirkung auf die
infektidsen Larvenstadien kleiner Strongyliden besitzt. Das Ergebnis gab einen Anhaltspunkt
fur die im Boden nétige Cyanamidkonzentration, um die Parasitenlarven zu beeinflussen.
Eine 0,17 %-ige Cyanamid-Lésung hemmte im Larvenassay die Wanderung von 95 % der
Larven, was einer Menge von 1700 mg Cyanamid/Liter entspricht. In einem Kilogramm
Boden wurden zwei Tage nach der Diingung Werte von 305 mg/kg gemessen, was weniger
als 1/5 der Cyanamidmenge in der oben genannten Cyanamidlésung (0,17%) entspricht und
im Bereich einer Hemmung von unter 5% der Larven liegt. Bei Dingung mit der doppelten
Diingermenge lagen die Cyanamidwerte an Tag zwei nach der Dingung vermutlich im
Bereich einer Hemmung von rund 50% der L3 (berechneter Wert, dafir die doppelte
Diingermenge nur Werte an Tag sieben und 14 im Labor untersucht wurden). Dies liel3 e sich
jedoch mit dem Versuch mit den Zusatzgrastopfchen in Verbindung bringen. Bei der
Dungung mit der doppelten der empfohlenen Diingermenge konnte eine signifikante
Hemmung der Wanderung der Larven festgestellt werden. So kann man darauf schliel3en,
dass eine Dungung mit einer Menge von 400kg/ ha Kalkstickstoff keinen nennenswerten
Effekt auf die infektiosen L3 kleiner Strongyliden hat. Genauer in Augenschein zu nehmen
ware eventuell die Wirkung auf die Eier und friihen Larvenstadien, die meist sensibler
reagieren (Pecheur, 1962).
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5.5. Ausblick

Die Versuche dieser Arbeit und altere Studien zusammenfassend hat eine Diingung von
300-400 kg Kalkstickstoff/ha auf Weideflachen keinen signifikanten Effekt auf infektidse
Larvenstadien. Erstin hoherer Dosierung lasst sich eine Dezimierung der L3 kleiner
Strongyliden erreichen (s. 4.3). Laborversuche verschiedener Studien zeigen eine bessere
Wirksamkeit von Cyanamid gegenuber friheren externen Entwicklungsstadien von
Weideparasiten, also den Eiern, L1 und L2 (Gevrey, 1965; Pecheur, 1962). Durch diesen
Effekt konnte auch eine Wirksamkeit von Kalkstickstoff in anderen Studien erklart werden
(Pouplard and Pecheur, 1977; Brozeit and Wieners, 1976; Pecheur, 1962; Leiper, 1937).
Durch die erneute Ausscheidung von Eiern durch den Wirt miisste man in diesem Falle
jedoch eine mehrmalige Kalkstickstoffdiingung wahrend der Weidesaison in Betracht ziehen
oder eine Kombination aus Entwurmung, Dingung und Weiderotation durchfiihren. Dies
erfordert jedoch gréReren Aufwand und Flachen, da die Pferde wahrend und nach der
Dingung nicht auf die Weiden durfen. Nach dem jetzigen Stand der Kenntnisse und den
Ergebnissen dieser Arbeitist es nicht empfehlenswert, sich bei der Bekdmpfung der
Weideparasiten beim Pferd nur auf die Kalkstickstoffdiingung zu verlassen. Der Einsatz von
Anthelminthika scheint weiterhin unverzichtbar fur die Aufrechterhaltung der Gesundheit der
Pferde zu sein. Sie sollten aber sinnvoll und nach Plan eingesetzt werden, um die
Entwicklung von Resistenzen nicht zu férdern. Ob und falls jain welchem Umfang der
Einsatz von Kalkstickstoffdiingung zu einer signifikanten Verminderung der Kontamination
von Weideflachen mit L3 kleiner Strongyliden fuhren kann, sollte, genauso wie andere
maogliche alternative Verfahren zur Parasitenbekampfung, weiter untersuchtwerden.
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6. Zusammenfassung

Kleine Strongyliden gehoren heute beim Pferd zu den bedeutsamsten Parasiten (Peregrin et
al., 2014). Sie sind auf Bestandsebene ubiquitdr vorkommend und, u.a. durch ihren kurzen
Entwicklungszyklus nicht aus dem Bestand zu tilgen. Aus den mit dem Kot ausgeschiedenen
Eiern entwickeln sich in der Umwelt, bzw. auf der Weide, bei glinstigen klimatischen
Bedingungen, in kurzer Zeit infektidse Drittlarven. Aufgrund ihrer Bescheidung sind sie sehr
widerstandsfahig gegeniber Umwelteinflissen und kénnen lange auf Pferdeweiden
Uberleben, auch der europaische Winter kann tberdauert werden. Aufgrund des sich
steigernden Vorkommens von kleinen Strongylidenpopulationen, die Resistenzen gegen die
verfugbaren Anthelminthika entwickelt haben, sind alternative Bekampfungsmaf3nahmen von
zunehmender Bedeutung. Hierzu zdhlen u.a. weidehygienische Mal3nahmen, wie z.B. das
Abdappeln der Weide. In dieser Hinsicht wurde wéahrend eines zweijahrigen Projektes die
Wirkung einer Kalkstickstoffdiingung von Pferdeweiden auf das Uberleben, die Infektidsitéat
und die Motilitat von dritten Larven (L3) kleiner Strongyliden untersucht.

Kalkstickstoff reagiert bei Kontakt mit Bodenfeuchtigkeit Uber mehrere Schritte zu
pflanzenverfigbarem Ammonium und Nitrat. Unter anderem entsteht bei dieser Reaktion
Cyanamid, welches fir die meisten Organismen toxisch ist. Fir Wiederkauerlarven wurden
in der Vergangenheit einige Untersuchungen, mit unterschiedlichen Ergebnissen Uiber den
Einsatz von Kalkstickstoffdingung in der Parasitenbek&mpfung veréffentlicht. Auch bei
Pferden kdnnte, durch das Unschadlichmachen der infektioésen Drittlarve, der
Infektionszyklus unterbrochen und so das Risiko fir eine erneute Infektion auf der Weide
vermindert werden.

In einem Feldprojekt, welches 2014 wéhrend der Weidesaison von Mai bis Oktober auf
einem grol3en Gestit in Mecklenburg-Vorpommern durchgefihrt wurde, sollte die Wirkung
des Duingers getestet werden. Von den Pferden der Kontrollherde und den Versuchstieren
auf der mit Kalkstickstoff gedingten Weide wurden monatlich koproskopisch die
Strongylideneinzahl pro Gramm Kot (EpG) mittels Mini-FLOTAC Verfahren bestimmt, sowie
alle zwei bis vier Wochen Grasproben beider Weiden hinsichtlich der vorhandenen
Strongylidenlarvenzahl untersucht.

Die EpG-Werte waren zu Beginn der Weidesaison niedrig und stiegen erstim Herbst in
beiden Gruppen gleichermal3en an. Die Larvenzéhlungen der Weidegrasproben bliebenin
den ersten Monaten negativ bzw. sehr gering (46 Larven/kg Trockenmasse Gras) und
stiegen erst im August auf 354 L3/kg (Kontrollgruppe) bzw. 648 L3/kg (Kalkstickstoff-Gruppe)
an.

Eine zusétzliche, stark mit Larven kontaminierte Flache (Ausgangswerte: Kontrollflache:
46.494 L3/kg, Kalkstickstoffflache: 50.954 L3/kg) wurde in den Versuch mit aufgenommen
und ebenfalls mit Kalkstickstoff gediingt, nachdem die Pferde auf frische Weiden umgestellt
worden sind. Nach drei Wochen fanden sich im Vergleich zum Ausgangswert noch 6%
Larven auf der Kontrollweide und 36% Larven auf der mit Kalkstickstoff gedingten Weide.
Nach fiinf Wochen lag die Anzahl der gefundenen Larven bei 18% (Kontrolle) und 24%
(Kalkstickstoff) vom Ausgangswert.

Des Weiteren wurde im Labor ein Versuch unter Verwendung von Grastépfchen im
Klimaschrank durchgefuhrt. Hier sollte die Situation auf der Weide unter standardisierten
Umweltbedingungen nachgestellt werden. Rund 60 Grastdpfchen (Durchmesser: 8,5 cm)
wurden angepflanzt und jeweils 1000 infektitose L3 kleiner Strongylidenpro Topf auf das Gras
pipettiert. Die Halfte der Grastépfchen wurde mit der empfohlenen Menge Kalkstickstoff
gedingt, die andere Hélfte blieb ungediingt als Kontrolle. Zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Dingung wurden Erde und Gras getrennt untersucht und nach entsprechend en,
hierfur entwickelten Protokollen gewaschen, um die enthaltenen Larven zu gewinnen.
AnschlieRend wurde in einer 24-Well-Platte mit Sieben (22 um Maschenweite), ein Larven-
Migrations-Test (Fithesstest) durchgefihrt, um lebende von toten Larven zu unterscheiden.
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Es zeigten sich, im Hinblick auf die ermittelten Gesamtlarvenzahlen fir die Grastépfchen der
beiden Gruppen und hinsichtlich der Ergebnisse des Fitnesstests keine signifikanten
Unterschiede. Erst beim Vergleich der Larvenzahlen in der Erde bzw. auf dem Gras konnte
festgestellt werden, dass sich bei den mit Kalkstickstoff geduingten Tdpfchen signifikant
weniger Larven auf dem Gras und daftir mehr in der Erde befanden. Diese Beobachtung
konnte aber bei Analyse weiterer Grastopfchen, auf denen die doppelte sowie zehnfache
Kalkstickstoffmenge aufgebracht wurde, nicht bestétigt werden. Allerdings wurde, beztglich
der von diesen Grastopfchen gewonnenen L3, schon hinsichtlich der doppelten
Diingermenge eine signifikant erniedrigte Wanderung der Larven im Fitnesstest beobachtet
und bei der 10-fachen Menge eine nahezu vollsténdige Verhinderung der Wanderung.

Im letzten Teil der Arbeit wurden ,Larven-Migrations-Inhibitions-Assays® (LMIAs) mit
Drittlarven kleiner Strongyliden und verschieden konzentrierten Cyanamid-L6sungen
durchgefihrt. Daes noch keine Standardisierung dieses Assays fir kleine Strongyliden gibt,
wurde nach mehreren Vorversuchen eine Inkubation fiir 24 Stunden bei 27°C, sowie
nachfolgend eine Wanderung durch Siebe mit einer Maschenweitvon 28 pum fir 24 Stunden
bei gleicher Temperatur gewahlt.

Nach Auswertung von 33 Durchgéangen der Larven-Migrations-Inhibitions-Assays konnte
gezeigt werden, dass eine 0,09%-ige Cyanamid-L6sung (922 mg/l) die Wanderung von 50%
der Larven verhindert. Um 95% der Larven zu hemmen, ist eine 0,17%-ige L6sung

(1742 mg/l) notwendig. In den analysierten Bodenproben konnten zwei Tage nach der
Dingung maximal Werte von 183 mg/kg (Feldwegerde) bzw. 305 mg/kg (Blumenerde aus
dem Topfchenversuch) gemessen werden. Eine Wirkung des Cyanamids auf die Drittlarven
kleiner Strongyliden konnte somit in vitro gezeigt werden. Jedoch scheint die bendtigte
Konzentration héher zu sein, als in praxi mit der empfohlenen Menge von 400kg/ha auf der
Weide erreicht werden konnte.
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7. Summary

The Effects of fertilization with calcium-cyanamide to the survival and infectivity of
larvae from small strongyles of the horse:

In this thesis, the effect of calcium-cynamide fertilizer on infectious larvae from small
strongyles on horse pastures as well as in the laboratory was investigated.

Small strongyles rank among the most significant parasites of horses (Peregrin et al., 2014).
Surveying farm level their appearance reach 100% and it’s not possible to eliminate them
completely from grazing horses. Worm eggs are excreted from the host viafaeces. The
development from the egg to the infective third larvae (L3) on the pasture can be very fast in
favourable climatic conditions. The infectious larvae with its sheath is very resistant to
environmental influences and can survive even winter in Europe on pastures .

On moist grounds calcium-cyanamide is reacting in several steps to the plant nutrients
ammonium and nitrate. While this reaction takes place, toxic cyanamide is generated.
Measurements taken to improve the pasture hygiene status would be very helpful on horse
pastures too. Interruption of the development cycle by eliminating the infectious larvae on the
field could help to reduce the necessity of anthelmintic treatments and therefore decelerate
the development of resistances against them.

The calcium cyanamid fertilizer was tested in field 2014 from May till October during pasture
season. Once per month faecal examinations were performed for every horse from the
control group as well as the horses from the calcium-cyanamide fertilized pasture by using
the Mini-FLOTAC method. Additionally the recovery of third stage larvae from grass samples
were performedin 14 days intervals from both pastures (control and calcium-cyanamide
fertilized)).

Furthermore an in vitro test with grass pots in the laboratory was performed to simulate the
situation on the pasture under fixed conditions. About 60 grass pots were grown (diameter:
8,5 cm) and 1000 L3 were added. Half of the pots were fertilized with 0,23 g calcium-
cyanamide per pot (400 kg/ha), the other half stayed without fertilizer as control.

At different points of time (2, 5, 8, 11,14 days after fertilization) grass and soil were analysed
separatly and washed following special protocols. A larval migration test (fithess-test)
employing sieves with 22 um mesh size in a 24-well-plate, was performed with the recovered
larvae to separate the dead and alive ones.

The laboratory of “AlzChem” analysed several fertilized and non-fertilized soil samples from
different grounds for their cyanamide content.

The last part of this study was the “larval migration inhibitation assay” (LMIA) with small
strongyle L3 and different cyanamide concentrations. Because of hon existing standardized
protocols, after some test runs, an 24 h incubation period at 27°C and a migration period
(same time and temperature) through sieves with 28 um mesh size was chosen.

In the field trial the number of eggs found in the faecal samples were negative or low in the
beginning of pasture season. In autumn they increased in both groups comparably. The
pasture larval counts were also negativ or very low in the first months (46 larvae per kilo dry
mass grass) but increased in August to 354 larvae per kilo dry mass grass (control group)
and 648 larvae per kilo dry mass grass (calcium cyanamide group).

Another pasture that was highly contaminated with small strongyle L3 (control pasture:
46.494 larvae per kilo dry mass grass, pasture later fertilized with calcium cyanamide: 50.954
larvae per kilo dry mass grass) was additionally included in the field test and one part was
also fertilized with calcium cyanamide (400 kg/ha). Three weeks later at the control pasture
only 6 % and at the calcium cyanamide pasture 36 % larvae , compared with the pre-
fertilization time point were found. Five weeks after fertilization 18 % (control) respectively
24 % (calcium cyanamide) larvae were found, relating to the initial count on the pasture.
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In the trial usinggrass pots no significant difference according calcium-cyanamide fertilization
was seen, regarding the total amount of recovered larvae and the migration of the larvae in
the fitness test. Comparing the amount of larvae on the grass and in the soil, there were
significantly less larvae on the grass in the fertilized pots. However, this observation was not
confirmed in an additional test with more grass pots. Here the double and tenfold amount of
calcium cyanamide was used. Noteworthy this resultedin a significantly decreased migration
of the recovered larvae in the fitness test.

Evaluating 33 cycles of the “larval-migration-inhibitation-assay”, it was shown that a 0,09%-
cyanamide solution (0,9 g calcium cyanamide/l) inhibit the migration of the small strongyle L3
by 50 %. To achieve a 95 % inhibition of the larvae a 0,17% cyanamide solution (1700mg/I)
is needed. In the analysed soil samples only 183 mg/kg (soil from the field) and 305 mg/kg
(potting soil used in the tests) calcium cyanamide was found (2 days after fertilization). An
effect of cyanamide on the L3 could be shown in vitro but the required concentrations
seemed to be higher than those reached under field conditions.
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