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I. Einleitung 1

|I. EINLEITUNG

Die Reptilienhaltung in Deutschland hat in den letzten Jahren zugenommen, was sich in
der Verdopplung der Anzahl an Terrarien (MULLER 2020) und in Ergebnissen einer
Umfrage der Exopetstudie unter Haltern und Zichtern beziuglich gehaltener
Reptilienarten (KRAUTWALD-JUNGHANNS 2018) zeigt. Innerhalb einer weiteren
Umfrage der selben Studie steht dabei die Griechische Landschildkrote auf Platz 1 der
aktuell von Tierhaltern gehaltenen Reptilienarten (KRAUTWALD-JUNGHANNS
2018).

Mangelhafte Kenntnis in Bezug auf Haltung und Erndhrung koénnen potenziell zu
Mangelerscheinungen und Erkrankungen fiihren. Insbesondere im Hinblick auf die
Erndhrung kann durch die Verwendung ungeeigneter Futtermittel eine irreversible
Schéadigung des Tieres eintreten. Proteinreiche Futterungen durch inadaquate
Futterpflanzen kénnen dauerhaft zu Nierenerkrankungen fuhren, welche nicht heilbar,
sondern nur therapierbar sind (KOLLE 2000). Durch Laborkontrollen bestimmter
Parameter, wie beispielsweise Harnsaure oder Kalzium-Phosphat-Verhaltnis, kénnen
bedingt Ruckschlisse auf den Gesundheitszustand der Nieren bei Schildkréten gezogen
werden (KRAFT und DURR 2005, REAVILL und SCHMIDT 2010). Allerdings werden
beide Parameter durch nicht renale Faktoren beeinflusst (J. M. MAIXNER, E. C.
RAMSAY AND L. H. ARP 1987, SMELLER et al. 1978, LEINEWEBER et al. 2019,
ANDREANI et al. 2014) und reagieren bei einer Schadigung der Nieren erst sehr spat mit
einem Anstieg der Werte, weswegen die Frithdiagnostik erschwert ist (KOLLE 2009). Im
Bereich der Labordiagnostik fir Hund und Katze wurde der biochemische Parameter
Symmetrisches Dimethylarginin (SDMA) fiir die Nierendiagnostik etabliert, der sich zur
Friherkennung von Nierenerkrankungen eignet und somit einen friheren Start der
Therapie ermdglicht (NATHER 2017, HALL et al. 2014, NABITY et al. 2015). Bisher
wurden keine Studien Uber die Anwendbarkeit von SDMA als diagnostischem Parameter

bei Reptilien durchgefiihrt.

Ziel dieser Studie war es, die Anwendbarkeit von SDMA als diagnostischer Parameter zu
uberprifen und SDMA Referenzwerte fiir Griechische Landschildkréten zu erstellen, um
zukunftig einen weiteren Nierenparameter zur Diagnostik von Nierenerkrankungen

etablieren zu kénnen.



111. Publikation 1: Review Artikel 2

I1.PUBLIKATION 1: REVIEW ARTIKEL

Diagnostik von Nierenerkrankungen bei Europaischen Landschildkréten (Testudo spp.)

Verena Lehmann
Medizinische Kleintierklinik, Zentrum fur Klinische Tiermedizin, Ludwig-Maximilians-

Universitat Miinchen, Deutschland

Petra Kolle
Medizinische Kleintierklinik, Zentrum fur Klinische Tiermedizin, Ludwig-Maximilians-

Universitat Miinchen, Deutschland

Akzeptiert in der ,,Tierdrztlichen Praxis*“ am 20.06.2022



111. Publikation 1: Review Artikel

0 N O

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

Ubersichtsartikel
Diagnostik von Nierenerkrankungen bei Europaischen Landschildkroten (Testudo
spp.)

Diagnosis of kidney diseases in European tortoises (Testudo spp.)

Autoren

Verena Lehmann, Petra Kélle

Institut

Medizinische Kleintierklinik, Zentrum far klinische Tiermedizin, Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen

Schlusselworter
Reptilien, Chelonia, Harntrakt, Gicht, Nephropathie
Key words

Reptile, chelonia, urinary tract, gout, renal disease

eingereicht 20.01.2022

akzeptiert 20.06.2022

Korrespondenzadresse

Verena Lehmann

Medizinische Kleintierklinik

Zentrum fir klinische Tiermedizin
Ludwig-Maximilians-Universitat Manchen
Veterinarstrasse 13

80539 Mianchen

Deutschland

paper@verena-lehmann.de



111. Publikation 1: Review Artikel 4

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

Zusammenfassung

Die Diagnostik einer Nierenerkrankung bei Landschildkroten ist nur anhand der klinischen
Allgemeinuntersuchung durch die Ausbildung von unspezifischen Krankheitssymptomen nur
sehr eingeschrankt maéglich und es bedarf umfangreicher zusatzlicher Untersuchungen, um
die Diagnose abzusichern. Neben Blut- und Urinuntersuchung eignen sich bildgebende
Verfahren wie Rontgen, Computertomographie und MRT zur Darstellung des Skelett- und
Organsystems, wahrend im Rahmen einer endoskopischen Untersuchung zusatzlich Proben
entnommen werden kénnen. Es zeigen sich artspezifisch deutliche Unterschiede in Bezug auf
die Referenzwerte der Laborparameter, die teils erheblich durch Umwelteinflisse, die
Jahreszeiten oder auch das Geschlecht beeinflusst werden. Auch lasst sich feststellen, dass
beispielsweise Nierenerkrankungen bei in Menschenobhut gehaltenen Landschildkréten bei
Diagnosestellung meist sehr weit fortgeschrittenen sind, da diese Tiere, wie Reptilien generell,
erst sehr spat im Krankheitsverlauf klinische Symptome zeigen. Jahrliche Kontrollen bei einem
auf Reptilien spezialisierten Tierarzt konnen dazu beitragen, Erkrankungen friilhzeitig zu

erkennen.

Abstract

The diagnosis of kidney diseases in tortoises is only possible to a very limited extent on the
basis of the general examination due to the development of unspecific disease symptoms.
Extensive additional examinations are required to confirm the diagnosis. In addition to blood
and urine tests, imaging techniques such as X-ray, computed tomography and MRI are suitable
for visualizing the skeletal and organ systems, while additional samples can be taken during
an endoscopic examination. There are clear species-specific differences with regard to the
reference values of the laboratory parameters, which are in part significantly influenced by
environmental influences, the seasons or even gender. It can also be seen that kidney
diseases in tortoises kept in captivity are usually very advanced at the time of diagnosis, since
these animals, like reptiles in general, show a pronounced lack of symptoms. Annual checks

by a veterinarian specialized in reptiles can help to detect diseases at an early stage.

Einleitung

Eine Datenerhebung der European Pet Food Industry in 2020 ergab, dass in 88 Millionen
Haushalten in Europa mindestens ein Haustier gehalten wird, darunter 9 Millionen (2,94 %)
Reptilien in privater Haltung (1, 2). Laut Zentralverband Zoologischer Fachhandler (ZZF) ist
2020 in Deutschland die Zahl der Terrarien im Vergleich zum Vorjahr um 8 % auf 1,3 Millionen
gestiegen (3). Eine durch die tierarztliche Fakultat in Leipzig durchgefihrte Exopet-Studie

konnte ebenfalls die Zunahme der Haltung von Reptilien in deutschen Haushalten bestatigen
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[5]. Neben der Bartagame (Pogona vitticeps) zahlt die Griechische Landschildkrote (Testudo
hermanni) zu einer der beliebtesten und am haufigsten gehaltenen Reptilienspezies (4, 5). Die
Griechische Landschildkrote war unter Haltern und Zichtern eine der am haufigsten
genannten Art, die privat gehalten wird (n =822 Nennungen) (5). Des Weiteren hat die
Auffangstation fir Reptilien Minchen eV, die zu einer der groRten Auffangstationen in
Deutschland zahlt, im Zeitraum von 2005 bis Ende 2015 insgesamt 10.175 Reptilien
aufgenommen, davon 43,8 % Schildkréten.

Auch wenn sich die Haltung in den letzten Jahren verbessert hat, treten immer noch
Erkrankungen durch Haltungsfehler auf (6, 7). Grundsatzlich werden die meisten
Erkrankungen bei Reptilien erst in einem fortgeschrittenen Zustand erkannt, da die Tiere erst
sehr spat unspezifische Symptome zeigen. Eine frilhe Diagnose von Krankheiten durch
Tierarzt und/oder Besitzer wird durch diesen Fakt erschwert (8—10). In der Studie von Seybold
(11) zeigte sich, dass in der pathologischen Untersuchung bei 65 % der untersuchten Reptilien
eine Nierenerkrankung diagnostiziert werden konnte. Bei 22,1 % dieser Falle stellte dies durch
die Schwere der Erkrankung die vermutete Todesursache dar (11, 12). Insbesondere bei
Landschildkrotenarten treten Nierenerkrankungen sehr haufig auf, wobei die erkrankten Tiere
meistens erst in einem fortgeschrittenen Stadium dem Tierarzt vorgestellt werden (13, 14).
Daher lassen engagierte Landschildkrotenhalter den Gesundheitszustand ihrer Tiere durch
jahrliche Kontrolltermine inklusive Laboruntersuchungen beim Tierarzt Gberprifen, um den
Gesundheitszustand vor der Hibernation zu bestimmen und gegebenenfalls eine adaquate

und frihzeitige Therapie von Nierenerkrankungen durchfiihren zu kénnen (9).

Anatomie, Physiologie und Pathologie des Urogenitalsystems der

Landschildkroten

Die Nieren liegen in der kaudalen Zélomhohle hochdorsal und stellen sich im Querschnitt als
dreieckige Gebilde (Abb. 1) dar (15, 16). Im Gegensatz zu den Nieren der Saugetiere gibt es
bei Reptilien keine Untergliederung in Nierenrinde und Nierenmark. Das Nephron der
Landschildkroten ist prinzipiell wie auch beim Sauger aus Glomerulus und Tubulus aufgebaut,
es fehlt jedoch die Henle-Schleife (11). Die Sammelrohre gehen direkt in die Ureteren dber
und minden mittels der Papille dorsomedial im Proctodeum der Kloake, im sogenannten
Urodeum. Uber die Kloake gelangt der Urin dann retrograd in die Hamblase. Bei
Landschildkroten aus ariden Regionen wird hauptsachlich die wasserunlosliche Harnsaure
aber die Nieren als Endprodukt des Stickstoffwechsels ausgeschieden (Uricothelie). Analog
zum Vogel besitzen Reptilien ein renales Pfortadersystem. Landschildkroten besitzen eine
zweizipflige Harnblase, die auch als Wasserreservoir dient, da hier Wasser riickresorbiert
werden kann. Die Blase miindet im Bereich des Urodeum der Kloake (7, 17). In der Studie von
Kolle (14) wurde die NierengrofRe in Abhangigkeit der Karapaxlange bei Landschildkréten
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103 bestimmt. Dabei stellte sich heraus, dass wahrend die absolute Nierenlange mit steigender
104 Karapaxlange zunimmt, die relative Nierenlange sinkt. Die durchschnittliche Nierenlange
105 wurde mit 11,9 % +/- 4,0 % der Karapaxlange ermittelt (14).

6@ 7
Juutiilu

106
107

108 Fig. 1 Macroscopically normal kidneys of a tortoise. Source: P. Koelle.
109
110 Renale Erkrankungen kénnen nicht nur primar die Nieren betreffen, sondern auch sekundar

111 durch andere Faktoren entstehen. Als Ursprung fiir Nephropathien kommen bei
112 Landschildkroten verschiedene Ursachen infrage: Haltungsfehler, wie mittel- und langfristig zu
113 niedrige Haltungstemperaturen, Wassermangel und GbermafRige Proteinzufuhr, Infektionen
114 durch Bakterien, Viren , Pilze und Parasiten sowie nephrotoxische Substanzen wie z.B.
115 Gentamincin (18-20). Nephropathien lassen sich dabei anhand der Lokalisation der
116 Veranderung in 2 Gruppen unterteilen: Glomerulopathie und Tubulopathie (11, 15). In der
117 Studie von Kolle (14) wurden 1086 Landschildkrétenpatienten untersucht und bei 26,3 % der
118 Tiere Nephropathien klinisch diagnostiziert, die entweder als Hauptbefund oder als
119 Nebenbefund auftraten. Dabei konnte festgestellt werden, das Nephropathien als
120 Hauptbefund eine Art- und Geschlechtspradisposition aufwiesen, sodass Maurische
121 Landschildkrote und mannliche Tiere starker betroffen waren (14). Auch in der Studie von
122 Seybold (11) wurde gezeigt, dass von 538 Reptilien 65,6 % einen oder mehrere Nierenbefunde
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in der pathologischen Untersuchung inklusive Histopathologie aufwiesen. Dabei wurden vor
allem Tubulopathien nachgewiesen (11). Zu demselben Schluss kam auch Sinn (12) in seiner
retrospektiven Studie, bei der 64 % der Reptilien Krankheiten des Hamapparats zeigten und
die Nieren bei der Gruppe der Landschildkréten das am haufigsten betroffene Organ waren.
Bei 68,6 % der untersuchten Landschildkréten war laut Sinn (12) die interstitielle Nephritis die
haufigste Form der Nierenerkrankungen (12).

Diagnostik von Nierenerkrankungen

Anamnese

Neben der klinischen Untersuchung spielt eine ausfiihrliche Anamnese eine sehr wichtige
Rolle, da dort Informationen aber Haltung, Haltungsbedingungen,
Gruppenzusammensetzung, Fiitterung sowie iiber die Uberwinterung erfragt werden kénnen
(21). Dies vereinfacht die spatere Diagnostik, da Fehler in der Haltung Hinweise auf
Nierenerkrankungen geben kénnen, wenn beispielsweise proteinreiche Futtermittel verfuttert
werden, zu trockener Bodengrund verwendet wird oder kein adaquater Zugang zu
Trinkwasser zur Verfugung steht. Ebenso kénnen Beobachtungen der Besitzer, wie

verandertes Aussehen des Urins, schon Hinweise auf eine Nierenerkrankung geben.

Allgemeine Untersuchung

In Bezug auf Nierenerkrankungen ist bei der klinischen Allgemeinuntersuchung besonders auf
die Augen und die Bemuskelung als mogliche Anzeichen von generalisierten Erkrankungen zu
achten (22). Exemplarisch dazu kénnen zum Beispiel Lidodeme auf eine Nierenerkrankung
hindeuten (23). Generell kann Odematisierung auf eine Harnstasis hinweisen. Ein weiteres
Symptom kann uramischer Geruch aus der Maulhdhle sein. Gelegentlich zeigt sich auch eine
Hinterhandlahmung oder eine Obstipation durch stark geschwollene Nieren. Zusatzlich sollte
bei in Menschenobhut gehaltenen Reptilien das Gewicht durch den Besitzer regelmaRig
aberprift werden (10), da gerade bei chronisch verlaufenden Nierenerkrankungen eine
Abnahme des Korpergewichts feststellbar ist (24). In seltenen Fallen wird der Gewichtsverlust
durch groRe Mengen an Urin bei Harnstasis oder durch Kotmassen bei Obstipation kaschiert.
Klinische Symptome, die festzustellen sind oder vom Besitzer berichtet werden, sind haufig
unspezifisch, wie Futterselektion bis hin zur Inappetenz und verminderter Aktivitat. Teilweise
sind auch veranderter (oft schleimiger oder gallertartiger) Urin oder auch sistierender

Urinabsatz, sowie geschwollene Gelenke festzustellen (21, 25).

Labordiagnostik

Blutuntersuchung
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Die Blutentnahme bei Landschildkréten wird aufgrund der kemhaltigen Erythrozyten mit einer
grovolumigen Kanile durchgefihrt (26-28) und bei einem gesunden Tier kann eine
Maximalmenge von 04 ml je 100g Korpergewicht entnommen werden (28, 29).
Referenzbereiche der jeweiligen Parameter fur eine Vielzahl von Reptilienarten wurden in
verschiedenen Quellen bereits publiziert (25, 27, 28, 30, 31).

Als Punktionsstelle bei Landschildkroten ist die dorsale Schwanzvene (Vena coccygealis
dorsalis) zu praferieren, jedoch kann es durch anatomische Besonderheiten, wie der kurze
Schwanz bei weiblichen Griechischen Landschildkroten, nétig sein, auch die Jugularvene
(Vena jugularis) oder den subcarapaxialen Venenplexus zu verwenden (29).

Die Ergebnisse der Laboruntersuchung kénnen durch die Entnahmestelle der Blutprobe sowie
durch Beimischung von Lymphe beeinflusst werden (32, 33). Far die Diagnostik von
Nierenerkrankungen bei Landschildkroten eignen sich folgende biochemische Parameter:
Hamsaure (UA), Hamstoff (BUN), Natrium (Na), Kalium (K), Kalzium (Ca), Phosphor (P),
Kalzium-Phosphat-Verhaltnis (Ca:P-Verhaltnis), Magnesium (Mg) und Chlorid (Cl) (7, 18, 28,
34, 35). Neben der Punktionsstelle hat auBerdem das Geschlecht und insbesondere die
Jahreszeit einen groRen Einfluss auf die biochemischen Parameter UA, BUN, Ca, Na und K
bei Landschildkroten (30, 36, 37). So wirken sich die Fatterung oder hormonelle Einfliisse auf
die Konzentration von Kalzium und Phosphat aus, wahrend der Dehydratationsgrad,
Proteingehalt der Futtermittel sowie die Saisonalitat beispielsweise Einfluss auf die
Konzentration der Hamsaure und des Hamstoffes haben (28, 30, 38, 39). Der Parameter
SDMA (Symmetrisches Dimethylarginin) ist zur Friherkennung bei Hunden und Katzen
etabliert, bei Reptilien liegt bisher nur eine Studie fir die Griechische Landschildkrote vor (40).
Als relevantester Parameter zur Diagnostik von Nierenerkrankungen bei Schildkroten haben
sich Hamsaure, Harnstoff, Natrium und Kalium sowie das Kalzium-Phosphat-Verhaltnis
bewahrt (31, 35). Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass eine Futterung von
Landschildkréten mit einem proteinreichen Futter bereits zu einem Anstieg der Harnsaure im
Blut in den ersten 8 Tagen fiihrt (14). Ansonsten steigen Harnsaurewerte erst be1 einer schweren
Schadigung der Nieren an (24). Nichtsdestotrotz ist die Harns&ure ein wichtiger Parameter zur
Bestimmung von Nierenerkrankungen. In der Studie von Hernandez-Divers (41) wurden im
Rahmen der endoskopischen Untersuchungen auch biochemische Parameter bestimmt.
Dabei stellte sich heraus, dass bei persistierender Urikamie immer eine Nephropathie vorlag,
wahrend aber im Umkehrschluss nicht jede Nephropathie von einer Urikamie begleitet wurde
(41).

Das Kalzium Phosphat-Verhaltnis andert sich im Gegensatz zur Harnsaure friher (24, 28). Als
Referenzwert wird in der Literatur ein Ca:P-Verhaltnis von 2-3:1 angegeben. Sinkt der Quotient

unter 1 wird von einer Nierenerkrankung ausgegangen (28). Weibchen weisen in der Phase
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der Eianbildung einen physiologisch hoheren Kalziumwert und damit auch ein verandertes
Ca:P-Verhaltnis auf (24, 36, 37, 42-44).

Aspartat-Aminotransferase ist unter anderem im proximalen Nierentubulus in den Epithelzellen
vorhanden, was zu einem Anstiegt dieses Wertes bei Veranderungen in diesem Bereich der
Niere fuhrt. Allerdings ist AST auch in anderen Geweben, wie Leber- und Muskelzellen,
vorhanden und deswegen kein nierenspezifischer Parameter (24, 28).

Die Ergebnisse der Laboruntersuchungen kénnen durch die Benutzung verschiedener
Blutanalysegerate varieren (32).

Urinuntersuchung

Die Griechische Landschildkroten zahlen zu den uricothelen Reptilien, das heif3t sie scheiden
fast ausschlieRlich Harnsaure als Endprodukt des Stickstoffstoffwechsels aus. Diese wird Gber
die proximalen Tubuli der Nieren sezerniert und Uber den Urin ausgeschieden. Da die
Landschildkroten im Gegensatz zu Schlangen und vielen Echsen eine Hamblase (Abb. 2)
besitzen, ist es moglich, Urinproben zu gewinnen. Je nach Fillungsgrad kann diese bis zur
Herzbasis reichen. Bei Griechischen Landschildkroten kann Gber die ultraschallgestitzte
Punktion der Blase oder tber die Katheterisierung direkt aus der Harnblase Urin enthommen
werden (13, 45, 46). Da die Ureteren in die Kloake und nicht in die Hamblase minden und der
Urin somit sekundar in die Harnblase gelangt, kann der Urin postrenal durch
Resorptionsprozesse in der Harnblase, in Colon oder in der Kloake bei Ausscheidung noch
nachtraglich verandert und z.B. mit Pflanzenbestandteilen aus dem Darm kontaminiert werden
(24, 47). Neben den bereits genannten Resorptionsprozessen findet auch beim Baden der
Landschildkroten eine Wasseraufnahme retrograd tber die Harnblase statt, weswegen das
spezifische Gewicht nur wenig Aussagekraft hat (16, 19). Magliche Indikationen zur
Urinuntersuchung sind neben Nieren- oder Hamblasenerkrankungen auch Leberkrankungen
und die Untersuchung auf Parasiten im Urin, wie zum Beispiel Hexamiten (Abb. 3 und Abb. 4).
Dazu kann sowohl die flissige Phase des Spontanurins als auch Zystozenteseham verwendet
werden. Letzteres kann aber die Ultraschallgestitzte Punktion kranial der HintergliedmaRe
entnommen werden (28). Trotz der anatomischen und physiologischen Besonderheiten ist
eine Untersuchung von Zystozentese- oder Katheterharn méglich (45, 46, 48). Es ist jedoch
zu beachten, dass praktisch immer Verunreinigungen durch die Passage des Kloakenbereichs
vorhanden sind, die eine Interpretation erschweren. Es kann Farbe, Konsistenz und
spezifisches Gewicht des Urins bestimmt werden sowie mittels Teststreifen Hamoglobin,
Leukozyten, Nitrit, pH-Wert, Protein, Ketonkarper, Urobilinogen, Bilirubin und Glukose analog
zum Saugetier. Eine mikroskopische Untersuchung gibt Riickschliisse auf Kristalle, Zylinder,
Erythrozyten und Parasiten (14, 49-52). Wahrend amorphe Urate und Ammoniumbiurate

physiologischerweise bei Landschildkroten vorkommen kénnen, kann das das Vorhandensein
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232 von Harnsaure- oder Kalziumoxalatkristallen ein Hinweis fir eine Nierenerkrankung sein (14,
233 18, 28, 35).
234

235
236

237 Abb. 2 Lage der zweizipfligen Harnblase. Quelle: P. Koelle.

238 Fig. 2 Location of the bicuspid urinary bladder. Source: P. Koelle.
239
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240
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242  Abb. 3 Harnsaurekristalle bei einer an Gicht erkrankten Landschildkréte. Quelle: P. Koelle.
243  Fig. 3 Uric acid crystals in a tortoise suffering from gout. Source: P. Koelle.

244

245

246
247

248 Abb. 4 Gallertartigere Urin bei einer Schildkréte mit Hexamitiasis. Quelle: P. Koelle.
249 Fig. 4 Jelly-like urine in a tortoise with hexamitiasis. Source: P. Koelle.
250
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Prinzipiell ist auch eine Bestimmung der glomerularen Filtrationsrate (GFR) zur Evaluierung
der Nierenfunktion méglich, was die Studie von Divers und Mitarbeiter (53) mit 23 Grinen
Leguanen (lguana iguana) zeigte. Dort wurde diese Untersuchung zusatzlich zur
endoskopischen Untersuchung der Nieren inklusive Biopsien und Laboruntersuchung

biochemischer Parameter durchgefihrt (53).

Tab. 1 Ubersicht Ober Parameter der Urinuntersuchung bei gesunden Europaischen
Landschildkréten nach Kélle (14).

Table 1 Overview of parameters of urine examination in healthy European tortoises according
to Kalle (14).

Parameter Wert
Spezifisches Gewicht 1.0003-1.014 g/l (95%-Perzentil)
pH-Wert 7,0-9,0 (95%-Perzentil)
Farbe farblos
Viskositat wassrig
Farbe des Prazipitats weily
Protein (Harnteststreifen) 0 g/dl
Glukose (Harnteststreifen) 0 mg/dl
Bildgebende Diagnostik

Rontgen

Als eine nichtinvasive Art der Diagnostik ohne erforderliche Narkose kann das Réntgen genutzt
werden (54, 55). Bei Landschildkréten werden mindestens 2, besser 3 Projektionsebenen zur
vollstandigen Beurteilung angefertigt (25, 54, 56). Im Normalzustand kénnen die Nieren nicht
dargestellt werden (54), jedoch kénnen sich sekundare Anzeichen, wie die Demineralisierung
der Knochen, zeigen. Insbesondere bei Vitamin-D-Hypervitaminose bzw. Nephrokalzinose
sind die Nieren in den meisten Fallen erkennbar (24). Beim latero-lateralen Strahlengang kann
Magendarmtrakt, Lunge, aber auch ggf. die Nieren und auch die Hamblase dargestellt werden.
Zur Unterstiatzung der Diagnostik konnen Kontrastmittel verwendet werden (14, 54).

Urographie und Zystographie

Bei Reptilien werden weder die Urographie noch die Zystographie standardmaRig bei der
Diagnostik eingesetzt, da bisher nur wenige Studien dazu bei Reptilien vorliegen. Dabei bietet
diese Technik den Vortell, eine krankhaft veranderter NierengroRe durch eine

Rontgenaufnahme mittels Kontrastmittel darzustellen. Bei der Studie von Kalle et al. (57)
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wurden an zehn gesunden Landschildkréten sowie an drei Tieren mit hohen Harnsaurewerten
(>15 mg/dl) eine Urographie beziehungsweise Zystographie durchgefiihrt. Dabei wurde Gber
die dorsale Schwanzvene ein Kontrastmittel (lopamidol) injiziert und im Anschluss nach
definierten Zeitabstanden Rontgenbilder angefertigt. Die besten Ergebnisse konnten nach
einer Dauer von 30 Sekunden post injectionem erzielt werden. Auerdem konnte gezeigt
werden, dass bei den erkrankten Tieren eine Veranderung der GrofRe der Niere dargestelit
werden konnte (57).

Ultraschall

Bei Landschildkroten eignet sich die Untersuchung mittels Ultraschall zur Diagnostik der
inneren Organe inklusive der Nieren (21, 25, 55). Analog zum Kleintier eignen sich Scanner
mit 7,5 bis 10 mHz (24, 25). Allerdings gestaltet sich diese Untersuchung bei Landschildkroten
schwieriger als bei anderen Tieren, da aufgrund der anatomischen Besonderheiten nur an
wenigen Stellen eine Ankopplung des Ultraschallkopfes maglich ist. ldealerweise werden
Landschildkroten vor der Untersuchung gebadet, da sich dies positiv auf die Ankopplung
auswirkt. Das Tier wird entweder in die rechte Seitenlage oder in die Bauchlage mit
freischwebenden GliedmaRen verbracht. Als Scanner kann in Abhangigkeit des Tieres ein
Mikrokonvexscanner oder ein Linearscanner verwendet werden. Bei kleinen Arten und bei
Jungtieren ist es auch mit einem kleinen Schallkopf nicht méglich, in den Spalt zwischen
Panzer und GliedmaRen zu gelangen (21). Allerdings ist bei Schlipflingen eine Untersuchung
durch den Panzer aufgrund der geringen Mineralisation moglich (42). Das prafemorale Fenster
eignet sich zur Beurteilung der Gonaden, Leber, Niere, Blase und Darm (21, 25).

Im Querschnitt zeigt die gesunde Niere eine dreieckige Form mit echoreicher, krniger Struktur
(24). Eine Ultraschalluntersuchung erlaubt die Identifizierung von Nierenschwellungen sowie
tumordsen Veranderungen, die meist mit einer homogenen GréRenanderung einhergehen und

die Darstellung von Gichttophi, welche sich als echoreiche Areale prasentieren (21, 23).

Magnetresonanztherapie (MRT) und Computertomographie (CT)

Neben Ultraschall und Rontgen stellen MRT und CT weitere Maglichkeiten zur bildgebenden
Diagnostik dar (54, 55, 58-63). Bei der Diagnosestellung kann das CT gegeniber dem
Rontgen von Vorteil sein, was die Studie von Keller et al. (46) belegt. Dort wurden bei 4 Tieren
mit Urolithiasis beide Verfahren eingesetzt und bei der Halfte konnten durch das CT weitere
Informationen erhalten werden (46). Wahrend das CT sich besonders eignet, um knécherne
Strukturen darzustellen, wird das MRT besonders bei Weichteilgewebe eingesetzt (60-62).
Die Benutzung eines jodhaltigen Kontrastmittels kann bei der Darstellung der Niere und der
Ureteren zur Hilfe genommen werden (63). In der Studie von Gerster et al. (64) wird der Vorteil

von CT Untersuchung beim Menschen gegeniiber MRT und Farbdopplerultraschall dargelegt
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(64). Auch in der Reptilienmedizin gibt es einige Studien bei diversen Arten, die verschiedene
Fragestellungen unter Nutzung von CT und/oder MRT untersuchten (59, 63, 65-67). Auch
Mathes und Fehr (68) zeigten mit Fallberichten die Nutzlichkeit des CT bei bestimmten
Erkrankungen und deren grofRen Vorteil in der Diagnostik bei Reptilien (68). In der Studie von
Mathes et al. (61) wurden Richtlinien zur Messung der inneren Organe, inklusive der Nieren

erarbeitet, die helfen sollen, Referenzwerte fiir einzelne Arten zu erstellen (61).

Endoskopie

Die Zolioskopie eignet sich als wichtiges diagnostisches Mittel zur dreidimensionalen
Beurteilung der inneren Organe inklusive der Nieren mit gleichzeitiger Moglichkeit der
Biopsieentnahme (24, 54, 69, 70). Letztere konnen zur histologischen, mikrobiologischen oder
parasitologischen Untersuchung verwendet werden (21, 24, 41, 71).

Far die Untersuchung soliten die Tiere gefastet haben, um so einen GbermaRig gefiillten
Magen-Darmtrakt zu vermeiden und das Sichtfeld zu vergroRern. Der Patient wird in die rechte
Seitenlage mit nach kaudal ausgestreckter Extremitat gelagert. Der Zugang erfolgt tiber den
kranialen Schenkelspalt (24, 41, 71).

Per Endoskopie koénnen sowohl Nierengicht als auch Abszesse oder Granulome
makroskopisch diagnostiziert werden. Wahrend sich Abszesse und Granulome Gber das
Oberflachenniveau erhaben darstellen, zeigen sich bei Nierengicht Ablagerungen in den
Nieren (Abb. 5). Bei schwerem Krankheitsverlauf sind auch andere Organe, wie Leber, Lunge,
Herz und Magen-Darm-Trakt betroffen (21). Fir die Entnahme von Biopsien der Nieren eignet
sich der retroperitoneale Zugang (41). Nachteilig ist die erforderliche Narkose, die relativ tief
sein und Analgesie beinhalten muss, was bei schwer erkrankten Schildkroten ein erhohtes

Risiko fiur Narkosezwischenfalle mit sich bringt.
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LGRS SR W oty :
Abb. 5 Anschnitt einer Gichtniere mit makroskopisch erkennbaren weiRlich-gelblichen
Uratablagerungen. Quelle: P. Koelle.

Fig. 5 Section of a gouty kidney with macroscopically recognizable whitish-yellowish urate
deposits. Source: P. Koelle.

Fazit fur die Praxis

Nierenerkrankungen stellen eine haufige Diagnose bei Landschildkréten dar. Die
Diagnosestellung ist komplex und stellt im Praxisalltag eine Herausforderung dar. Der Einsatz
mehrerer diagnostischer Methoden ist erforderlich. Eine Therapie wird durch eine meist sehr
spate Diagnose erschwert. Eine jahrliche Kontrolle bei einem auf Reptilien spezialisierten
Tierarzt, welche Laboruntersuchungen, Urinuntersuchung sowie bildgebende Verfahren
beinhalten sollte, kann zur Friitherkennung einer maéglichen Nierenpathologie beitragen.

Interessenkonflikt
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Background: Despite improvements in habitational conditions, kidney disease is
relatively common in tortoises.

Objectives: Purpose of this study was the establishment of Symmetrical
dimethylarginine (SDMA) reference values for clinically healthy Hermann’s Tortoises.

Animals: Clinically healthy Hermann’s Tortoises (n = 131) were included in the period
from October 2017 to September 2019.

Methods: Creatinine and other biomarkers were tested at IDEXX Laboratories, Germany
using residual blood samples from Hermann’s tortoises. SDMA was measured with
the IDEXX test and verified by liquid chromatography-mass spectrometry at IDEXX
Laboratories, USA.

Results: SDMA values ranged from 1 to 21 pg/dl (n = 131) for the IDEXX SDMA Test
and SDMA values ranged from 1 to 17 pg/dl (n = 82) for LC-MS. For the comparison of
the two measuring systems, the following results were obtained R? = 0.75 (p < 0.001).

Conclusion and Clinical Importance: SDMA can be measured in Hermann's Tortoises
and the reference values range in clinically healthy animals is comparable to that of dogs
and cats.

Keywords: kidney disease, renal disease, chelonian, reptile, uric acid

INTRODUCTION

With the growing numbers in reptiles kept as pets, veterinarians will be increasingly challenged
with the treatment of these exotic animals. Among the most popular reptiles kept by private
owners in Germany are Testudo spp., especially the Hermann’s Tortoise (Testudo hermanni) (1-3),
comprising two subspecies, Testudo hermanni hermanni and Testudo hermanni boeftgeri. Tortoises
are particularly prone to kidney diseases (4). At necropsy, it was found that 64.30% of the animals
showed kidney disease as a primary or secondary cause of death (5-7). It was revealed that the
Greek tortoise and the Spur-thighed tortoise (Testudo graeca) have a higher incidence of renal
disease in clinical examination as well as in necropsy compared to the Afghan tortoise (Agrionemys
horsfieldii) and the Marginated tortoise (Testudo marginata) (5). Non-specific clinicals signs often
leads to diagnosis of reduced kidney function at more advanced stages of a chronic disease, resulting
a negative outlook for survivability (2, 8, 9). Furthermore, with few biomarkers specifically relating
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to the kidney, such as dietary influenced uric acid, detection
of decline in renal function is more challenging (10). Feeding
tortoises mainly with protein-rich food usually causes an increase
in uric acid levels (9). Continual feeding of protein-rich diets may
cause serious diseases, such as kidney and liver disease, bladder
stones, and gout (9). The availability of an earlier diagnosis
with a specific and targeted diagnostic test could positively affect
prevention and a better long-term management for reptiles (8).

Even in humans studies have also used SDMA as a research
marker for indirect determination of glomerular filtration rate
and thus for the assessment of kidney function (11, 12). In
2015, the new endogenous biomarker SDMA was established
for both dogs and cats to identify renal disorders (13-15). As
a result of posttranslational processes in nucleated cells, methyl
residues are attached to arginine residues by the enzyme protein
arginine methyltransferase 5 (PRMT5) and, after proteolysis,
SDMA and asymmetric dimethylargine are released into the
circulatory system (16). In contrast to ADMA, SDMA is not
degraded enzymatically but mainly excreted via the kidneys.
Therefore, it is a suitable parameter for the carly detection of
kidney disease (17, 18). In contrast to serum creatinine, SDMA
is much less affected by non-renal influence like muscle mass and
diet (13, 14). Moreover, SDMA often increases earlier in the event
of chronic kidney disease than creatinine, and can therefore be
used as an early indicator of disease (13, 15, 17).

The purpose of the present study is to evaluate the
measurability of SDMA in reptiles and to establish reference
values of SDMA in clinically healthy Hermann’s Tortoises.

MATERIALS AND METHODS

Study Design

The data were collected from October 2017 to September 2019.
Only clinically healthy tortoises that weighed more than 0.45kg
were included. A total of 131 tortoises (98 male and 33 female
specimens) were examined. The average weight was 1.1 + 0.60 kg.
The majority of animals belonged to the Reptile Rescue Center
Munich, Germany, which shelters abandoned animals. A total
of 14 tortoises were contributed by the Zoo Neumuenster,
Germany and an additional seven tortoises of two private owners.
All tortoises were kept in outdoor enclosures or terrariums
with species-appropriate husbandry conditions. Hibernation was
performed from end of October to March.

Due to the hygiene protocol at the Reptile Rescue Center
Munich every new tortoise must underge blood tests on
herpesvirus infection and routine biochemical profiles are also
performed. The present study used these residual blood samples
for measurement of serum biomarkers, of remal functions
[UA, urea, calcium, phosphate, alanine-aminotransferase (ALT),
aspartate-aminotransferase (AST)], and SDMA. With only a few
exceptions, blood was drawn from the dorsal tail vein (Vena
coccygealis dorsalis) of the tortoises without sedation, which is
considered an established technique for blood collection (2, 9).
The recommended maximum amount of whole blood is 0.80%
of the bodyweight of an animal in good general condition (2,
19, 20). In this study, this was equivalent to an average amount
of 1.5-2.5ml. Thereafter, the sample was centrifuged at 3,000

rpm (Hettich Eba 3S) and the serum was pipetted into a sample
tube for sending to IDEXX. Within the laboratory control of
the Reptile Rescue Center, Munich, alkaline phosphatase [ALP],
glutamate-dehydrogenase [GLDH], ALT, AST, creatine kinase
[CK], total protein [TP], Blood urea nitrogen (BUN), uric acid
[UA], inorganic phosphorus [P], total calcium [Ca], sodium
[Na], and potassium [K] were analyzed with a Beckman Coulter
Olympus AU5800 chemistry analyzer (Beckman Coulter GmbH,
47807 Krefeld, Germany).

For the analysis of SDMA in serum and plasma, a novel
high throughput homogenous competitive immunoassay
by IDEXX Laboratory was used, which based on a glucose-
6-phosphate  dehydrogenase  conjugate and  anti-SDMA
monoclonal antibodies.

To verify the immunoassay results, samples were retested
with LC-MS$ at IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA. A
total amount of 100 pl of the sample were used for the LC-
MS method and 17 pl for the IDEXX SDMA test. The SDMA
concentration was measured in each individual tortoise sample
using LC-MS/MS following previously described methods (17).

Statistics

Statistical analyses were performed using R 4.0.3 (2020-10-
10, R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria)
(21). Results with a P < 0.05 were considered statistically
significant, while results with a P-values between 0.1 and 0.05
were considered suggestive. The normality of SDMA and UA
distribution was assessed both with the Shapiro-Wilk normality
tests and visually using Quantile-Quantile plots. Due to a non-
normal distribution, data were further analyzed using a non-
parametric two sample Mann-Whitney test (22). Due to its
reliability in empirical work, the Spearman correlation was
selected to determine correlations between SDMA and UA and
Ca/P ratio. For further analysis of the SDMA value, the total
number of tortoises was divided into two groups based on a
cut-off value of UA (>5.20 mg/dl) (19).

Verification by LC-MS measurement was performed on
82 tortoises. Due to repeated measures on several animals
and highly unbalanced design, we initially fitted a linear
mixed-effects-model (estimated using REML and nloptwrap
optimizer) to predict “sdma_immunoassay_mg dl_0_14" with
“sdma_lc_ms_messung” with a random effect of the “animal.”
However, dueto (1) singular fit, (2) zero explained variance by the
random effect and (3) due to the absence of significant difference
between variances of a model with and a model without random
effect (estimated by AIC), we fitted a simple linear model. The
following model assumptions were checked: (1) the normality of
residuals was checked by the Shapiro-Wilk normality test, (2)
the independence of residuals (autocorrelation of error terms)
was checked by the Durbin-Watson-Test, the heteroscedasticity
(constancy of error variance) was checked with Breusch-Pagan
test. Due to (1) the violation of some assumptions and (2) the
inability to relax those assumptions by data transformation (log-
and square root transformations were tested), we fitted a robust
linear regression with the Design Adaptive Scale estimate as
proposed in Koller and Stahel (23). The choice of the model
resulted in the significant improvement of model fit from the R?
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of 0.27 for the simple linear regression to the R* of 0.75 for the
robust regression.

RESULTS

SDMA values showed a range from 1 to 21 pg/dl (95 % CI: 3-16
pg/dl, n =131; Table 1).

Since 14 of the 33 females belonged to the same population,
it was investigated whether this had an effect on the analysis of
the SDMA values. For this purpose, this group was not included
in the calculation of the statistical differences with regard to sex
for the final analysis. Consequently, the results showed that there
were no significant differences (p = 0.40) in sex for SDMA, which
would be in agreement with other studies in which no difference
by sex was found (24) (Figure 1).

For an evaluation of a potential correlation between SDMA
and the commonly used kidney parameter UA (for reptiles),
the data of the clinically healthy animals were divided into two
groups. The differentiation between tortoises with normal UA
concentrations and tortoises with elevated UA concentrations
was based on the reference interval of 0-5.2 mg/dl UA (19).
Qut of 131 tortoises, 103 animals showed normal UA levels
with SDMA 95% CI: 3-16 pg/dl, while 28 animals had elevated
levels with SDMA 95 % CI: 4-18 pg/dl (Figure2). Mann-
Whitney U-Test confirmed it as a significant difference (p <
0.001). Spearman correlation coefficient confirmed a correlation
between SDMA and UA of p; = 0.32 (p < 0.001) (Figure 3)
and between SDMA and Ca/P ratio of p, = =039 {p
< 0.001) (Figure4). No significant correlation was found
with other parameters measured in this study (urea, aspartate
aminotransferase, and phosphate).

The results from the LC-MS measurement show a high
correlation between the gold standard method and the IDEXX
SDMA test with a value of R* = 0.75 {p < 0.001; Figure 5).

DISCUSSION

Several studies in dogs and cats demonstrated that SDMA, unlike
creatinine, is rarly influenced by extra kidney factors like lean
body mass or diet (17, 24, 25) and can be used as an early
diagnostic parameter for the indication of a kidney disease in
the future (13, 14, 17). To date, no study has been performed on
the measurability and applicability of SDMA in tortoises or other
reptile groups. It can be assumed that SDMA in reptiles is also
unaffected by the diet, which needs to be investigated further by
future studies.

TABLE 1 | SOMA levels of fernale and male Hermann's Tartcises (1 = 131).

SDMA {p.g/dl) Mean  Minimum  Maximum Q0.025 Q0975
Total amount 9 1 21 3 18
(n=131)

Femnales [n = 33) 10 3 21 9 12
Males (n = 93) g 1 17 7 9

In tortoises, general and thorough examination has certain
limitations due to the specific physiology and anatomy compared
to common pets such as dogs and cats. Reptiles generally show
few and very unspecific symptoms. Due to the shell of the
tortoise, a comparable examination for abdominal palpation
is only possible to a very limited extent. Therefore, further
diagnostics, such as laboratory tests play a particularly important
role (26). In tortoises, blood samples can be taken without
sedation at several locations, such as the dorsal tail vein (Vena
coccygealis dorsalis) or the supravertebral venous plexus (Venus
subcarapacialis) (2). Through the analysis of the blood samples,
relevant blood parameters can be determined which could fill the
gap left by the limitations of the general examination, allowing
a thorough and timely diagnosis to be achieved. However, it is
important to note that reference ranges may vary greatly between
different tortoise species (26, 27) and also depending on the site
of blood collection (28).

Depending on the tortoise species, the end products of
protein, nitrogen, and purine metabolites are excreted in different
ways. This makes a significant difference in diagnosing kidney
disease. As Hermann’s Tortoises are uricotelic, UA can be used
as a diagnostic parameter in contrast to mammals for which
urea and creatinine are the most important parameters for
the diagnosis of kidney disease (29). However, UA is not an
ideal kidney function parameter for reptiles, as several studies
confirmed that this parameter increases at a late stage of kidney
disease. Therefore, it is not considered appropriate for an early
treatment of potential kidney disease (9, 30). Given the viability
of SDMA as an early indicator, the present study also evaluated a
potential correlation between SDMA and UA.

A number of studies with tortoises indicated an influence of
a protein-rich diet on kidney biomarkers. The study by Kolle
(5) showed that the diet of European tortoises has a significant
influence on UA. After feeding a diet with high protein content,
UA increased significantly within 24 h and decreased gradually
within 7-11 days. Thus, the UA level has only limited reliability
tor the diagnosis of kidney diseases in tortoises (5). Another study
in snakes (# = 10) also confirmed that UA values fluctuated by the
time point of feeding. Increased levels were observed at day 2-3
which are comparable to those of animals suffering from kidney
diseases or gout (31).

In contrast to the increase of UA at a late stage of kidney
disease, the calcium/phosphate ratio already changes at an
earlier stage (9). However, this ratio is also influenced by non-
kidney factors. In female reptiles, calcium increases during
vitellogenesis, especially after hibernation, as there are increased
requirements for yolk formation. In comparison, male tortoises
have low calcium levels (19, 32, 33). The study of Andreani
et al. (19) also indicated that sex and season have a major
impact on several blood parameters in Testudo hermanni. The
study was based on 34 animals (14 males, 20 females), some of
which were tested in September and July of the following year.
Andreani et al. (19) also detected that female tortoises had a lower
concentration for UA and a higher concentration for calcium
compared to male tortoises while the concentration of UA was
higher in July compared to September for a mixed-sex group.
All animals in this study were raised in captivity and therefore
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FIGURE 1 | This box-violin-plot shows the distribution of SDMA levels in both sexes without animals from Neumeunster Zoo. The colored dots represent each
individual data point, while the shape of the bean plot represents its density. In addition, the minimum and maximum values as well as the median are shown as
boxplots.

1096(W pann-whitney) = 6.68, p = 2.58e-04, Fionk. . = -0.45, Clgsy, [-0.62, -0.24], N g = 131

20-
15~
3
>
=
< -
= 10
(=]
(7]
5 -
0- ' '
tortoises with UA < 5.2 mg/dl tortoises with UA > 5.2 mg/d|
(n=103) (n=28)

FIGURE 2 | This box-violin-plot shows the distribution of SDMA values after creating two groups based on UA values. The colored dots represent each individual data
point, while the shape of the bean plot represents its density. In addition, the minimum and maximum values as well as the median are shown as boxplots.

provide reliable information regarding age. Furthermore, the  assessment of eyes, nares, oral cavity, skin, and carapace. Due
husbandry was under natural sunlight and the animals had the  to the comparability of similar model type of analyzer, this
same plants available as nutrition. Physical examination was  study was suitable as a reference source for the UA values in
carried out before each blood sample was taken, which included  the current study, as the study of Andreani et al. (19) used an
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Olympus AU5400 automated biochemical analyzer to measure
the samples. Therefore, a cut-off value (>5.20 mg/dl) for the
evaluation of the UA value was set, and at which point UA values
are considered to be elevated. Another recent study surfaced
similar results regarding the influence of sex and seasonality

on most biochemical parameters. The study design consisted of

a total of 256 samples (148 males, 108 females), which were
assigned to the three different seasons (spring, summer, autumn)
based on the date of sampling. In contrast to the study by Adreani
etal. (19), the females showed an increase in UA value in autumn
compared to summer. However, male tortoises were also shown
to have higher UA values (27). Both studies indicate that it

6
Ca/P ratio

n line and marginal distribution: correlation betwe

o

n SDMA and UA

is particularly difficult to establish reference values in reptiles
compared to endothermic animals, as not only the species but
also the seasonality and the associated physiology are decisive.
Therefore, future studies need to investigate whether SDMA is
affected by collection at different times of the year.

The present study also analyzed the influence of the sex
on SDMA. Results of the full study population indicated that
females allegedly had significantly higher SDMA levels than male
tortoises. A possible explanation is that the specific group of
females (n = 14) in this study were kept together and probably all
specimens showed elevated UA and SDMA levels due to keeping
conditions. However, in other studies (5), it could be shown that
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FIGURE 5 | Scatterplot with regression line: comparison of the two measurement methods for SDMA.
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males are more susceptible to kidney disease which should result
in higher average SDMA levels in the male population.

Seasonal influences were not considered in the present study.
Many blood parameters are known to show seasonal variations,
i.e., UA is higher in spring (32). As seasonality does not apply to
cats and dogs, no clear conclusion about a potential influence of
the seasons to SDMA can be drawn yet.

In addition to the blood samples of the 131 tortoises
used in the study, 11 samples were available from third-party
veterinarians and were excluded from the study due to unclear
health conditions. Samples were sent to IDEXX for routine
diagnosis mostly. For all cases in which enough residual blood
from the sample was available, IDEXX tested these additionally
for SDMA to extend the available data for the measurability
and applicability of SDMA in Hermann’s Tortoises. From that
additional number of Hermann’s Tortoises, four specimens had
high SDMA levels (>20 jug/dl) in combination with elevated
UA levels (>7 mg/dl). Two of these samples were sent in
because of anorexia, for the other two, no additional information
on health status had been provided. Contrary to the elevated
SDMA and UA findings, one sample showed increased UA
(7.33 mg/dl) but low SDMA (3 j1g/dl) levels. Several sources in
literature confirmed that such a finding could be explained by
dehydration as this would lead to increased UA levels in reptiles
(34). Furthermore, a protein-rich nutrition could not be entirely
excluded due to a lack of the patients history.

The results of this study revealed that SDMA can be measured
in blood samples of tortoises and that reference values could
be generated. A potential limitation of this study is the lack
of diversity in the ownership of the study population as over
85% of the animals were provided by the Reptile Rescue Center

Frontiers in Veterinary Science | www.frontiersin.org

Munich. Especially because those tortoises had been kept there
for an extended duration and had been exposed to similar
habitat conditions and nutrition. As no diseased tortoises or wild
populations were included in this study, this aspect should be
further investigated in future research. Additional research is
required to determine whether a correlation between seasonal
influences on SDMA in tortoises can be detected as in the case
for UA (27).

The purpose of this study was to evaluate the measurability
of SDMA and establish reference values for the Hermann’s
Tortoise by analyzing residual blood samples of clinically healthy
animals. To quantify SDMA in serum samples a high-throughput
immunoassay was used (35). The LC-MS analysis, although
accurate and considered the gold standard for the measurement
of SDMA in blood samples, is a costly and time-consuming
test. Therefore, it is not included to the routine laboratory
minimum data base for sick and healthy pets. The IDEXX
SDMA assay was validated for dogs and cats, using healthy
animals and populations with kidney disease, but to date data
for reptiles were missing. As a final verification of the SDMA
values, 70% of the samples were retested using the LC-MS
method. Since only residual blood samples were used in the
study, ~30% of the samples did not have enough residual
material for another analysis. The LC-MS method is considered
the gold standard for measuring SDMA. Studies in dogs and
cats have confirmed that the IDEXX SDMA Test is superior
to other tests in direct comparison to the gold standard (36).
This technique is particularly suitable for small biomarkers,
such as SDMA, which has a little immunogenic effect due to
its size (35). This assay correlates in a best fit linear model
with a slope of 1.06, an intercept of 0.34 with R? = 0.99 with
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the measurement by liquid chromatography-mass spectrometry,
considered as the gold standard (36). Compared to the LC-MS,
within-run precision was less than or equal to a 7% coefficient
of variability (CV) in the range of 10-20 pg/dL, and the total
precision was =10% CV (35). Another study was able to show
that in the range relevant for the clinic for SDMA (10-45 pg/dl),
the bias was 1-2 pg/dl for the IDEXX SDMA test, while the DLD
SDMA Elisa for human samples had a considerably higher bias of
8-17 pg/dl for the same range. This study additionally revealed a
total CV of 2.3% for the IDEXX test in samples with high SDMA
concentration, whereas the human SDMA ELISA showed a CV of
28.2% (36). The IDEXX SDMA test defined a reference interval
of 0-14 pg/dl for dogs and cats based on the transferability of
SDMA values from LC-MS of healthy individuals, taking into
account mean bias, method precision and integer rounding of
the original data (35). Validated data already exists for IDEXX
SDMA Test for cats, dogs, horses and rats, which were compared
with LC-MS (37).

Since no studies have yet been performed on tortoises or
other reptiles in SDMA, it is not yet clear whether the synthesis
and metabolism are similar to those in mammals. This could be
a possible explanation for the lower coefficient (R? = 0.75) of
determination compared to dogs and cats (R = 0.99). Another
hypothesis is that there are other derivatives that are not found in
the mammal. Another study conducted on draft horses yielded
similar results with a strong correlation (R = 0.74, p < 0.001}
between LC-MS and the immunoassay (38).

In summary, SDMA may be a valuable tool for early diagnosis
of a decline kidney function in tortoises and may also become a
constituent of laboratory tests for pre-purchase testing.
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IV.  DISKUSSION

Nach gegenwartigen Forschungs- und Recherchestand wurden keine vergleichbaren
Studien mit SDMA als potenzielles Mittel der Nierendiagnostik bei Reptilien
durchgefuhrt. Das Hauptziel der Studie lag in der Bestdtigung, dass SDMA als
diagnostischer Paramater bei Reptilien — in diesem Fall Griechischen Landschildkréten -
messbar ist und anschlieBend der Erstellung von Referenzwerten fir SDMA bei
Griechischen Landschildkroten. Weiterhin wurde gleichzeitig die Korrelation zu anderen

biochemischen Parametern Gberprift.

1. Pretests

Aufgrund des Fehlens von Studien zum Thema SDMA bei Reptilien wurden im Rahmen
eines Vortests in der vorliegenden Studie retrospektiv Blutproben verschiedener Spezies
auf SDMA getestet, um zu ermitteln, ob SDMA bei Reptilien analysierbar ist. Unter den
getesteten Spezies waren neben Griechischen Landschildkroten auch Bartagamen,
verschiedene Chamaleon- und Schlangenarten und weitere nicht genauer angegebene
Schildkrétenarten. Diese Proben wiesen mitunter sehr hohe SDMA Werte (> 40 pg/dl)
und damit einhergehende fur die jeweilige Art erhohte Konzentrationen von Harnséure
(> 10 mg/dl) auf. Aus diesen Daten konnte geschlussfolgert werden, dass SDMA als
mdoglicher Nierenparameter grundsétzlich auch bei Reptilien ermittelt werden kann und
sich gegebenenfalls auch zur Diagnostik von Nierenerkrankungen eignet. Diese Daten
konnten jedoch nicht weiter in die Statistik eingeschlossen werden, da zu diesen Tieren
keine weiteren Informationen bezliglich des Signalements oder der Entnahmetechnik

vorlagen.

2. Probanden

Die Griechische Landschildkréte wurde als Studientier aufgrund einer Umfrage zur
Haltung von Reptilien in Deutschland ausgewéhlt, welche zeigte, dass diese
Schildkrdtenart mit am haufigsten gehalten wird (KRAUTWALD-JUNGHANNS 2018).
Wegen der klimatischen Bedingungen und zusatzlicher Technik ist es hier mdglich, eine

artgerechte Freilandhaltung zu gewéhrleisten und somit eine Haltung attraktiv fiir die
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Besitzer zu machen (WEGEHAUPT 2012, BAUER 2018). Die Tiere, die fiir diese Studie
verwendet wurden, stammen fast ausschlief3lich aus der Auffangstation fur Reptilien in
Minchen. In dieser Einrichtung werden Reptilien aufgenommen, die entweder aus
Beschlagnahmung oder Privatabgaben stammen oder als Fundtiere abgegeben wurden.
Insgesamt lebten 110 der 131 Tiere in der Auffangstation, wahrend die tbrigen Tiere in
Privathaltungen (n = 7) oder im Tierpark Neuminster (n = 14) gehalten wurden. Flr
keines der Tiere wurde ein Vorbericht in Bezug auf mégliche Erkrankungen, vorherige
Erndhrung oder detailliertes Signalement zur Verfugung gestellt, sodass alle Tiere
zundchst einer klinischen Allgemeinuntersuchung unterzogen wurden, die folgende
Punkte umfasste: Augen, Nares, Schnabel und Maulhohle, Haut, Extremitaten,
Bemuskelung, Kloake sowie Pflegezustand und Erndhrungszustand. Gerade bei Reptilien
kann die klinische Allgemeinuntersuchung einen Hinweis auf den Gesundheitsstatus der
Tiere geben, aber ohne weiterflhrende Analysen, wie eine Blutuntersuchung, kann eine
Erkrankung des Harntraktes nicht sicher ausgeschlossen werden. Grund dafur ist, dass
Reptilien meist nur unspezifische Krankheitssymptome bei einer Nierenerkrankung
zeigen (KOLLE 2009, SELLERI und HERNANDEZ-DIVERS 2006). In Hinblick auf die
Interpretation der etablierten Laborwerte bei Reptilien ist zu beachten, dass diese durch
mehrere Faktoren, wie Alter, Geschlecht, Jahreszeit oder Blutentnahmestelle beeinflusst
werden und je nach Reptilienart unterschiedlich sind (LEINEWEBER et al. 2019,
KOLLE 2000, ANDREANI et al. 2014, MATHES et al. 2006, SINN 2004) und durch
eine Vielzahl von Referenzwerten die Interpretation erschwert wird (EATWELL et al.
2014). Unter den 131 beprobten Tieren befanden sich insgesamt 98 méannliche sowie 33
weibliche Tiere. Aufgrund der Tatsache, dass ein Hauptteil der Tiere aus der
Auffangstation  fur  Reptilien  stammten,  konnte  kein  ausgeglichenes
Geschlechterverhaltnis erreicht werden, da in dem Zeitraum der Studie fast ausschlieRlich
méannliche Tiere abgegeben wurden oder dort untergebracht waren. Die weiblichen Tiere
aus dem Tierpark Neumdinster wiesen insgesamt hohere SDMA Werte als die weiblichen
Tiere aus den anderen Haltungen auf. Daher wurde hinsichtlich des
Geschlechterunterschiedes bei SDMA in der statistischen Auswertung die Tiergruppe aus
dem Tierpark Neumunster exkludiert, da eine Verzerrung der Daten nicht ausgeschlossen
werden konnte. Proben von mannlichen Tieren aus dieser Haltung existieren nicht. Nach
Ausschluss dieser Gruppe an Weibchen (n=14), ergab sich kein signifikanter
Unterschied (p = 0,4) in Bezug auf das Geschlecht. Sowohl bei anderen S&ugetieren als
auch beim Menschen konnte ebenfalls bei SDMA kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich des Geschlechtes festgestellt werden (KIELSTEIN et al. 2006, NABITY et
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al. 2015, RELFORD et al. 2016, KOPKE et al. 2018), wahrend bei der Griechischen
Landschildkrote bei anderen biochemischen Parametern, wie der Harnséure,
geschlechtsspezifische Unterschiede existieren (LEINEWEBER et al. 2019, ANDREANI
et al. 2014).

3. Blutentnahme

Fur diese Studie wurden innerhalb von Routinediagnostikmalinahmen gewonnene Reste
von Blutproben analysiert. Neben der Interpretation der Laborwerte ist unter anderem
auch entscheidend, welche Punktionsstelle zur Blutentnahme verwendet wird (LOPEZ-
OLVERA et al. 2003). In dieser Studie wurde die Blutprobenentnahme hauptsachlich an
der Vena coccygealis dorsalis durchgefihrt und als Ausweichstelle der subcarapaxiale
Venenplexus verwendet. Bei Landschildkroten eignen sich diverse Stellen zur
Blutprobenentnahme. Die Punktion der Vena jugularis wird als besonders geeignet
angesehen, da hier keine Kontamination durch Lymphe zu erwarten ist. Allerdings ist es
dafur erforderlich, dass der Kopf der Schildkrote gut fixiert wird. Hinzu kommt, dass
diese Punktionsstelle ohne Sedation nur bei kooperativen Tieren zu empfehlen ist (MANS
2008). Der Venenplexus eignet sich zur einfachen Blutentnahme ohne Sedation (KOLLE
2016, KRAUSE 2001, LEINEWEBER et al. 2019). Sowohl die Vena coccygealis als auch
der subcarapaxiale Venenplexus kdnnen durch Lymphe verunreinigt sein (ZWART 2013,
MANS 2008, LOPEZ-OLVERA et al. 2003, GOTTDENKER und JACOBSON 1995,
NORTON 2005), wobei dies beim Venenplexus selten vorkommt (ZWART 2013). Durch
die Verunreinigung mit Lymphflissigkeit, kommt es zu einem Anstieg der Konzentration
der biochemischen (Totalprotein, Harnséure, Aspartat-Aminotransferase (AST),
Alkalische Phosphatase (ALP), Calcium und Phosphat) und hdmatologischen Parameter
(Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten) (LOPEZ-OLVERA et al. 2003). In der
vorliegenden Studie kann eine Verunreinigung der Proben durch Lymphflissigkeit nicht
sicher ausgeschlossen werden, aber Proben, die adspektorisch durch Lymphflussigkeit

verdinnt erschienen, wurden verworfen.
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4. Weitere Verarbeitung und Lagerung der Proben

Um weitere negative Effekte auf die Proben zu vermeiden, wurden diese im Anschluss
an die Blutentnahme zligig weiterbearbeitet, indem das Blut mit 4000 U/Minute fir 10
Minuten zentrifugiert wurde. Das abpipettierte Serum wurde anschlieRend zur weiteren
Analyse und Aufbewahrung am selben Tag ins Labor versendet. Bis zur
Validierungsmessung mittels Flussigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC-
MS) in den USA wurden die Proben bei -20°C gelagert. Bisher gibt es keine Studien, die
einen negativen Effekt auf SDMA durch Langzeitlagerung zeigen (ERNST et al. 2018).

5. Analysen im Labor

Als Goldstandardmethode fir die Messung von SDMA gilt die LC-MS Methode. Bei
dieser Messmethode werden zwei Analysesysteme, die Flussigkeitschromatographie und
Massenspektrometrie, kombiniert, um organische Verbindungen mit hohem
Molekulargewicht messen zu kénnen (MULLER und VOLKEL 2008). Je nach
Zusammensetzung der zu analysierenden Flussigkeit oder deren chemischen
Eigenschaften eignen sich verschiedenste Kombinationen von LC-MS Trennsystemen.
Das Prinzip der SDMA Messtechnik besteht darin, dass nach Auftrennung der
Verbindungen anhand ihrer Teilladungen und anschlieender Elektrospray-lonisierung
eine ldentifizierung der Bestandteile erfolgt (ZHOU et al. 2012). Im Falle der Analyse
von SDMA in dieser Studie wurde ein kombiniertes System aus APl 4000 mit Shimadzu
Nexera Hochdruckfliissigkeitschromotographie genutzt (HALL et al. 2014, NABITY et
al. 2015). Allerdings ist dieses Messverfahren fir die klinische Routinediagnostik nicht
geeignet, da es sowohl kosten- als auch zeit- und personalintensiv ist. Des Weiteren kann
SDMA in Serum und Plasma auch durch einen kompetitiven Immunoassay (IDEXX
SDMA Test) gemessen werden (WILSON und EL-KHOURY 2018). Die Studie von
Ernst et al. (2018) verglich den IDEXX SDMA Test und den DLD SDMA ELISA mit
der LC-MS fiir SDMA. Als Resiimee wurde festgestellt, dass der IDEXX Test (R? = 0,99)
dem DLD ELISA (R? = 0,27) bei makroskopisch normalen Serum (iberlegen ist und eine
hohere Prazision aufweist (ERNST et al. 2018). Ein vergleichbares Resultat konnte auch
in der Studie bei Arbeitspferden mit einem R?=0,74 (p < 0.001) gezeigt werden
(SCHOTT et al. 2021). Auch in dieser Studie bei Griechischen Landschildkroten, bei der
die Messverfahren LC-MS und IDEXX SDMA Test verglichen wurden, konnte tber eine
robuste, lineare Regressionsanalyse bestatigt werden, dass es eine hohe Korrelation (R2



Iv. Diskussion 33

=0,75; p < 0.001) zwischen den Ergebnissen der beiden Testverfahren gibt.

6. Eignung von SDMA als diagnostischer Parameter in der

Diagnostik von Nephropathien

Die Bildung von SDMA erfolgt innerhalb der Posttranslation in kernhaltigen Zellen,
indem durch das Protein Arginin Methyltransferase (PRMT) 5 ein Methylrest an
Argininreste  gebunden wird. Neben SDMA wird auch das asymmetrische
Dimethylarginin  (ADMA) durch PRMTs methyliert. Beide Endprodukte der
Methylierung werden durch Proteolyse in die Zirkulation freigesetzt (BEDFORD und
RICHARD 2005). Wahrend ADMA jedoch weiter enzymatisch abgebaut wird, wird
SDMA hauptséachlich tber die Nieren ausgeschieden. Aufgrund dieser Tatsache eignet
sich SDMA grundsétzlich als Parameter fiir die Diagnostik von Nierenerkrankungen
(HALL et al. 2014, KIELSTEIN et al. 2002). Dies beschrankt sich nicht nur auf die
Veterindrmedizin, auch im Bereich der Humanmedizin konnte ebenfalls nachgewiesen
werden, dass SDMA zur Bestimmung mdoglicher Nierenschédigungen geeignet ist
(OBERT etal. 2021, SCHWEDHELM und BOGER 2011). In einer groRen Meta-Analyse
von Kielstein et al. (2006), in der 2136 Patienten aus 18 Studien untersucht wurden,
konnte eine hohe Korrelation zwischen SDMA und der Nierenfunktion festgestellt
werden. Als Goldstandard zur Bestimmung der Glomeruléren Filtrationsrate (GFR) beim
Menschen dient die Inulin Clearance, die aber fir die Praxis sowohl zu teuer als auch zu
komplex ist. In den Studien wurde eine Korrelation von R? = 0,85 zwischen SDMA und
der Inulin Clearance bestimmt. Die Korrelation mit Serumkreatinin betrug R?=0,75
(KIELSTEIN et al. 2006). In der Studie von Bode-Boger et al. (2006) wurde kein
statistisch relevanter Unterschied in Bezug auf das Geschlecht nachgewiesen (BODE-
BOGER et al. 2006). Bisher gibt es in der Humanmedizin jedoch kaum weiterfiihrende
Studien zu SDMA und dessen Nutzung als Friihindikator von Nierenerkrankungen. Die
Studie von Kielstein et al. (2011) zeigt jedoch erstmals, dass SDMA dafiir geeignet sein
konnte. Dabei wurde SDMA von 24 Nierenspendern nach einer Transplantation tber
einen Zeitraum von 170 Stunden mittels LC-MS bestimmt. Es zeigte sich ein 1,15facher
Anstieg bereits 6 Stunden nach einseitiger Nephrektomie und wies einen Hochstwert auf,
der 20-fach oberhalb des Ausgangswertes lag (KIELSTEIN et al. 2011). Als Vergleich
wurde in der Studie Cystatin C verwendet, welches als etablierter Frihindikator bei
akuten Nierenversagen gilt (HERGET-ROSENTHAL et al. 2005). Dieser Parameter
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wird, im Gegensatz zu SDMA, durch eine systemische Entziindung beeinflusst
(HERGET-ROSENTHAL etal. 2005, KIELSTEIN etal. 2011). Allerdings ist der geringe
Umfang der Studienpopulation (n = 24) mit Probanden, die als gesunde Nierenspender
einen vergleichbaren Gesundheitsstatus aufgewiesen haben sollten, nicht dazu geeignet,
um allgemeingultige Aussagen fiir die Anwendbarkeit von SDMA in der Humanmedizin
zu generieren (KIELSTEIN et al. 2011). Gerade bei akutem Nierenversagen ist ein
frihzeitiges Erkennen der Abnahme der GFR fir die Prognose entscheidend und SDMA
konnte dafur ein passender Parameter sein. Jedoch liegen derzeit kaum Daten dazu vor
und es bedarf weiterer Studien zur Uberpriifung der Rolle von SDMA und auch ADMA
bei Menschen mit akutem Nierenversagen. Jedoch zeigte sich, dass SDMA beim
Menschen mit akuten Nierenversagen signifikant mit Serumkreatinin korreliert und damit
eine klinische Relevanz besitzt (SIEGMUND 2016).

Auch bei &lteren Haustieren, wie Katzen aber auch bei Hunden, spielen chronische
Nierenerkrankungen eine groRe Rolle (BARTGES 2012). Die Tiere zeigen meist
unspezifische Symptome, wie Lethargie, Anorexie und Gewichtsverlust (ELLIOTT und
BARBER 1998, DIBARTOLA et al. 1987) und werden meist erst in einem spaten
Stadium der Nierenerkrankung vorgestellt (ELLIOTT und BARBER 1998). Mittels
Laboruntersuchungen und einer Blutdruckmessung sowie einer Ultraschalluntersuchung
des Harntraktes wird im Allgemeinen die Diagnose einer Nierenerkrankung gestellt
(BARTGES 2012). In diversen Studien bei Hunden und Katzen wurde gezeigt, dass
SDMA eine sehr gute Korrelation mit Kreatinin und der GFR, dessen Bestimmung derzeit
der Goldstandard fiir die Beurteilung der Nierenfunktion ist, aufweist (RELFORD et al.
2016, NABITY et al. 2015, BRAFF et al. 2014, HALL et al. 2014). Aus diesem Grund
wurde SDMA bereits 2015 in die Leitlinien der International Renal Interest Society
(IR1S) aufgenommen (INTERNATIONAL RENAL INTEREST SOCIETY, RELFORD
etal. 2016). Die Leitlinien der IRIS unterteilen akute und chronische Nierenerkrankungen
anhand von vier bzw. finf Graden und geben auf den Grad der potenziellen
Nierenerkrankung abgestimmte  Therapieempfehlungen. Als Resultat dieser
Gradeinteilung ergeben sich Unterschiede in der Therapie, auch in Hinblick auf die
Erganzung von nierenprotektiven Futtermitteln bei chronischen Verldufen, die ein
Voranschreiten der Erkrankung verlangsamen sollen (INTERNATIONAL RENAL
INTEREST SOCIETY). Dies konnte in der Studie von Hall et al. (2016) gezeigt werden,
in der eine Gruppe von Katzen (n = 33) mit einer speziellen Nierendiat (funktionale

EiweilRe, Antioxidantien, L-Carnitin, Gemuse, qualitativ hochwertiges EiweiR) gefiittert
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wurde, wahrend die Kontrollgruppe (n=47) konventionelles Futter erhielt. Die
Ergebnisse der Studie zeigten, dass eine Nierendiat zur Stabilisierung der Nierenwerte
fuhrte (HALL et al. 2016a), woraus die Wichtigkeit einer frihzeitigen Diagnosestellung

impliziert werden kann.

7. Weitere Parameter zur Diagnostik von Nephropathien und
deren Korrelation zu SDMA

Derzeit werden zur Diagnostik von Nierenerkrankungen bei Reptilien verschiedene
biochemische Parameter verwendet, wobei aufgrund fehlender Spezifitat keiner optimal
geeignet ist (HEATLEY und RUSSELL KAREN E. 2019). Dazu zahlen neben der
Harnsédure auch das Kalzium-Phosphat-Verhéltnis, Harnstoff, Kreatinin, Alkalische
Phosphatase und Aspartat-Aminotransferase (KOLLE 2009, KRAFT und DURR 2005).
Harnsdure ist ein sogenannter spater Indikator, der bereits erfolgreich zur Erkennung von
Nierenerkrankungen bei Landschildkroten eingesetzt wird, allerdings mit dem Nachteil
einhergeht, dass dieser Wert erst bei einer sehr deutlichen Schadigung der Nieren ansteigt
(SELLERI und HERNANDEZ-DIVERS 2006, MILLER 1998). Diese Ergebnisse
konnten in der Studie von Hernandez-Divers (2004) beobachtet werden, bei der im
Rahmen von endoskopischen Untersuchungen auch biochemische Parameter bestimmt
wurden. Dabei stellte sich heraus, dass bei persistierender Urikdmie immer eine
Nephropathie vorlag, wahrend aber im Umkehrschluss nicht jede Nephropathie von einer
Urik&mie begleitet wurde (HERNANDEZ-DIVERS 2004). In anderen Studien wurde
aullerdem gezeigt, dass die Werte fir Harnsdaure innerhalb eines Jahres signifikant
variieren, wobei nach der Winterruhe die Werte am Hochsten sind (LEINEWEBER et al.
2019, SCOPE et al. 2013). Die Variation der Harnsdure l&sst sich durch den
Dehydratationsstatus ~ post-Hibernation ~ sowie  durch  die  unterschiedliche
Proteinzusammensetzung der Futtermittel im Laufe des Jahres erklaren. Andere Studien
zeigten einen signifikanten Unterschied in Bezug auf das Geschlecht, bei dem die
weiblichen Tiere niedrigere Konzentrationen aufwiesen (ANDREANI et al. 2014). Zur
Ableitung von Referenzwerten von nierengesunden und nierenkranken Tieren wurde auf
bereits etablierte Referenzwerte anderer Blutparameter, insbesondere der Harnséure,
zuriickgegriffen. In Bezug auf diese Referenzwerte gibt es in der Literatur eine grof3e
Spannbreite bei den verschiedenen Reptilienarten (LEINEWEBER et al. 2019, MATHES
et al. 2006, ANDREANI et al. 2014, KRAFT und DURR 2005, KOLLE 2009). Wahrend
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Kolle (2009) die empfohlene Konzentration fir Harnsaure fur Landschildkréten bei unter
2,5 mg/dl als Normalbereich definiert, wird die Abgrenzung des Normalbereichs bei
anderen Autoren deutlich hoher angesetzt. Dazu zahlt auch die Studie von Andreani et al.
(2014), bei der 34 Griechischen Landschildkréten (14 Weibchen, 20 Ménnchen)
eingeschlossen wurden und dessen Untersuchungsergebnisse die Basis fur den
Referenzwert der Harnséure in dieser SDMA Studie bildet, um die Studienpopulation in
zwei Gruppen einzuteilen. Die Studie von Andreani et al. (2014) bildet die Basis fur die
im laborwissenschaftlichen Kapitel des international anerkannten Standardwerks fiir
Reptilienmedizin (DIVERS und STAHL 2019, HEATLEY und RUSSELL KAREN E.
2019) ausgewiesenen Referenzwerte fiir die Griechische Landschildkrote und wurde aus
diesem Grunde fir die Ableitung von Schwellenwerten in dieser Studie herangezogen.
Unter Berlicksichtigung des Referenzwertes fir Harnsédure wurde Gruppe eins als
Harnsdure normal (< 0-5,2 mg/dl) und Gruppe zwei als Harnséure erhoht (> 5,2 mg/dl)
definiert. Anhand dieser Einteilung ergaben sich 101 Tiere in Gruppe eins und 30 Tiere
in Gruppe zwei. Wahrend die Werte fir SDMA der ersten Gruppe in einem Bereich
zwischen 1-16 pg/dl (95 % Perzentil 3-15,5 pg/dl), lag der Bereich fur SDMA in der
zweiten Gruppe bei 4-21 pg/dl (95 % Perzentil 4-18,3 pg/dl). Dieser Wertebereich ist
ahnlich zu dem bei gesunden Hunden und Katzen definierten Referenzbereich fur SODMA
von 1-14 pg/dl (INTERNATIONAL RENAL INTEREST SOCIETY).

Im Gegensatz zur Harnsdure steigt das Kalzium-Phosphat-Verhaltnis bereits wesentlich
friher an, wird allerdings auch durch nicht renale Faktoren beeinflusst (KOLLE 2009).
Gerade weibliche Tiere weisen beispielsweise wahrend der Vitellogenese aufgrund der
Bildung der Eier eine erhohte Konzentration an Kalzium auf (HEATLEY und RUSSELL
KAREN E. 2019, ANDREANI et al. 2014, SCOPE et al. 2013, STAHL und DENARDO
2019).

Harnstoff und Kreatinin korrelieren nur bedingt aussagekréftig mit der Nierenfunktion
bei Reptilien (HEATLEY und RUSSELL KAREN E. 2019, MILLER 1998), weswegen
sich diese Parameter nicht zur Diagnostik fiir Nierenerkrankungen eignen. Gerade bei
Tieren nach der Winterruhe ist die Konzentration von Harnstoff erhéht (CHRISTOPHER
et al. 1994), welches der Pravention von Wasserverlust tiber Steigerung der Osmolaritat
dient (VISTRO et al. 2020).

In den Epithelzellen der proximalen Nierentubuli ist AST vorhanden und es kommt zu
einem Anstieg der Konzentration, sofern es Beeintrachtigungen in diesem Bereich gibt,
woraus sich eine Verwendbarkeit von AST als Nierenparameter ableiten lassen konnte.



Iv. Diskussion 37

Allerdings ist AST nicht nierenspezifisch, da dieser Parameter auch in anderen Gewebe,
wie der Muskulatur und Leber, vorhanden ist und AST daher nicht alleine zur Diagnostik
von Nierenerkrankungen verwendet werden kann (KRAFT und DURR 2005, SELLERI
und HERNANDEZ-DIVERS 2006, HEATLEY und RUSSELL KAREN E. 2019). Auch
ALP findet sich neben den Nieren in anderen Gewebe, weswegen ein Anstieg der
Konzentration nicht immer mit einer Nierenerkrankung einhergeht (SELLERI und
HERNANDEZ-DIVERS 2006). Ahnlich wie bei der Harnséaure, weisen auch AST und
ALP bei weiblichen Tieren niedrigere Konzentrationen auf (ANDREANI et al. 2014).
Auch in der Studie von Leineweber (2019) konnte ein Geschlechtsunterschied bei ALP
und AST festgestellt werden (LEINEWEBER et al. 2019).

In vorliegender Studie wurden Korrelationen von SDMA und bisher genutzten
biochemischer Parameter zur Diagnostik von Nierenerkrankungen bei Landschildkroten
untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen SDMA und
Harnsdure (ps = 0.32 (p < 0.001)) sowie SDMA und dem Kalzium-Phosphat-Verhaltnis
(ps =-0.39 (p <0.001)). Allerdings muss dabei bericksichtigt werden, dass sowohl
Harnséure als auch das Kalzium-Phosphat-Verhaltnis aufgrund extrarenaler Einfliisse
(Geschlecht, Saisonalitat, Futterung) keine idealen Nierenparameter sind, woraus die
niedrige Korrelationen erklart werden konnten. Bei Harnstoff und AST liegt keine
Korrelation mit SDMA vor, da diese Parameter nicht nierenspezifisch sind.

Im Gegensatz zu den zuvor genannten, bekannten biochemischen Blutparametern,
insbesondere Harnséure, AST und ALP, konnte in verschiedenen Studien bereits
nachgewiesen werden, dass SMDA durch nicht renale Einfllisse nicht beeinflusst wird
(NABITY et al. 2015, HALL et al. 2016b). Zu diesen Einflissen gehort vor allem die
Erndhrung, aber auch Geschlecht, Alter, Abbau von Muskelmasse und andere
Erkrankungen (HALL et al. 2016a, HALL et al. 2015, PEDERSEN et al. 2006). Des
Weiteren steigt SDMA friiher als Kreatinin an und kann somit als Fruhindikator bei der
Diagnostik eingesetzt werden (HALL etal. 2017, HALL et al. 2014, NABITY et al. 2015,
RELFORD et al. 2016). So wurde unter anderem in einer Studie von Hall et al. (2014)
anhand von 21 Katzen gezeigt, dass SDMA im Vergleich zu Kreatinin im Durchschnitt
17 Monate friiher ansteigt (HALL et al. 2014). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass
SDMA zur Frihdiagnostik von Nierenerkrankung grundsatzlich geeignet ist und so eine
frihzeitige Therapie ermdglichen kann. Aufgrund des Studiendesigns konnte dieser
Aspekt jedoch nicht genauer untersucht werden und es bedarf weiterer Studien, ob SDMA

auch bei Reptilien als Frihindikator bei Nierenerkrankungen eingesetzt werden kann und
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welche Vorlaufzeiten im Vergleich zu Kreatinin gegeben sind.

8. Einfluss der Fltterung

Die Erndhrung der herbivoren Landschildkréten besteht zu einem groRen Teil aus
Kohlenhydraten, Rohfasern und nur zu einem geringen Teil aus Fetten und Proteinen
(BOYER und SCOTT 2019a). Die Rationen der beprobten Tiere wurden in keiner der
Haltungen durch eine genaue Rationsberechnung tberprift. Aufféallig jedoch war, dass
die Gruppe aus dem Tierpark Neumdinster durchweg erhohte Harnsaurewerte aufwies,
welches durch eine dauerhaft proteinreiche Ernahrung oder eine kurz zuvor erfolgte
Aufnahme von proteinreicher Nahrung, wie z.B. Schnecken, erklart werden konnte.
Gerade im Bereich von Reptilien zeigen zahlreiche Studien den signifikanten Einfluss der
Erndhrung auf den Stoffwechsel, die Aktivitat der Schildkréten und auch die
Organgesundheit (BOYER und SCOTT 2019b, WEGEHAUPT 2012).

Es konnte in einer Vielzahl von Studien der Nachweis erbracht werden, dass die
Erndhrung einen wesentlichen Einfluss auf viele der in der Labordiagnostik etablierten
Parameter hat. In der Habilitationsschrift von Kolle (2000) wurde anhand eines
Futterungsversuches mit pelletiertem Schildkrétenfutter Gber die Dauer von 3 Tagen die
Auswirkung auf den Harnsaurewert bei Landschildkroten deutlich. Das verwendete
Futter wies einen erhohten Proteingehalt auf (39 % Protein) und wurde den Tieren als
Alleinfuttermittel zur Verfigung gestellt. Die Blutentnahme erfolgte bei insgesamt 10
Studientieren an verschiedenen Tagen Uber einen Zeitraum von insgesamt 23 Tagen.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Harnséure nach 3 Tagen um das 4,1fache gegentiber
dem Basalwert erhoht war und die Werte auch nach 23 Tagen nicht auf den Basalwert
zuriick gefallen sind (KOLLE 2000). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass nach einer
Aufnahme von proteinreichen Futtermitteln falsche Ruckschlisse auf eine mdgliche
Nierenerkrankung moglich sind. Auch bei anderen Reptilienarten konnten &hnliche
Erkenntnisse gewonnen werden. Die Studie von Lam und Halan (2017) zeigte den
Einfluss des Futterungszeitpunktes bei Schlangen auf den Wert der Harnsdure. Dabei
konnte nachgewiesen werden, dass am zweiten und dritten Tag nach der Fitterung der
Harnsdaurewert ftterungsbedingt bis zu 6fach Uber den Basalwert am Tag 0 lag (LAM
und HALAN 2017). Zu einem é&hnlichen Ergebnis kamen Smeller et al. (1978), die
zeigten, dass Schlangen nach der Futterung von zwei Mausen hohere Konzentrationen

von Harnsdure aufwiesen als die Tiere, die mit nur einer Maus geflttert wurden
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(SMELLER et al. 1978). Die Erndhrung der Landschildkréten in der Auffangstation fur
Reptilien bestand aus saisonalen Pflanzen, Salatbl&ttern und getrockneten Krautern sowie
Mineralzusétzen in Form von Pulver. Im Rahmen des Studiendesigns und auch in
Hinblick auf die Unabhéngigkeit der Auffangstation fur Reptilien als gemeinniitzigen
Verein konnte kein Tierversuch, d.h. Ftterungsversuch mit proteinreichen Futtermitteln
und anschlieender mehrmaliger Blutentnahme durchgefiihrt werden, um zu tberprifen,
ob es einen ernahrungsbedingten Einfluss auf SDMA gibt, wie es bei Harnséure der Fall
ist. Daruber hinaus ist eine erndhrungsbedingte Erhthung der Konzentration von
Harnséure der Schildkréten aus dem Tierpark Neuminster nicht auszuschliel3en, da alle
Tiere dieselbe Nahrung erhalten haben, ohne dass diese genauer spezifiziert werden
konnte, und in einer Gruppenhaltung lebten. Die Gruppe bestand zudem nur aus
weiblichen Tieren, die alle eine erhdhte Konzentration von Harnséure (> 5.40 mg/dl)
aufwiesen. Die Tiere zeigten jedoch in der klinischen Allgemeinuntersuchung keine
Auffalligkeiten oder Symptome und wurden als klinisch Allgemeingesund definiert. Da
jedoch eine Auswirkung durch Erndhrung auf SDMA aufgrund fehlender
Futterungsversuche oder Studienergebnisse bisher nicht sicher ausgeschlossen werden
kann, wurde die Gruppe aus dem Tierpark Neumdnster bei der statistischen Auswertung
in Bezug auf Geschlechtsunterschiede bei SDMA exkludiert. Bei Saugetieren wird
SDMA nicht durch extra renale Faktoren beeinflusst (KOPKE et al. 2018, NABITY et al.
2015), bei Reptilien ist eine Beeinflussung durch die Erndhrung nicht sicher

auszuschliel3en, da wohl eine signifikante Korrelation zur Harnsaure besteht.

Q. Limitationen der vorliegenden Studie

Die wesentliche Limitation dieser Studie liegt vor allem in einer fehlenden, nachweislich
nierenkranken Vergleichsgruppe, die weitere Riickschliisse auf die Anwendbarkeit von
SDMA als Nierenparameter gegeben hétte. Darlber hinaus liel? das Studiendesign auch
keine Untersuchung einer Saisonalitdt zu, sodass bisher nicht ausgeschlossen werden
kann, dass SDMA in den verschiedenen Jahreszeiten unterschiedliche Werte aufweist.
Bei anderen Laborparametern ist dies bei Reptilien im Allgemeinen, aber auch bei der
Art der Griechischen Landschildkréte bereits nachgewiesen (LEINEWEBER et al. 2019).
Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Studienpopulation aufgrund von
gleichen Umwelteffekten insgesamt beeinflusst wurde, da 83% der Studientiere in

derselben Einrichtung gehalten wurden und demnach den gleichen &uReren Bedingungen
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in Bezug auf Erndhrung und Temperatur ausgesetzt waren. Zwar wurden Aufrufe in
diversen Foren oder bei Fachtagungen zur Probeneinsendung innerhalb der
Routinediagnostik getéatigt, jedoch erfolgte keine positive Resonanz, weswegen sich die

Proben auf oben genannte Einrichtungen beschrankten.

10. Fazit

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass SDMA gegenuber den bisher
verfiigbaren Nierenparameter eine Vielzahl an Vorteilen aufweist, wenngleich auch noch
nicht alle Effekte und Einflussfaktoren bei Reptilien hinreichend untersucht wurden und
weitere Studien fir eine abschlielende Beurteilung erforderlich sind. So kodnnte
insbesondere der Einfluss von verschiedenen Futtermitteln bei Reptilien sowie die
Einbeziehung von nierenkranken Tieren in eine Studie weitere Hinweise auf die
Anwendbarkeit von SDMA als frihzeitiger und ernahrungsunabhangiger
Nierenparameter geben. Grundsétzlich konnte jedoch in dieser Studie aufgezeigt werden,
dass SDMA als ein Parameter bei Nierenerkrankungen von Griechischen

Landschildkroten geeignet ist.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die Diagnostik von Nierenerkrankungen bei Reptilien beruht hauptsachlich auf einer
Blutuntersuchung (Harnstoff, Ca:P-Verhaltnis) und wird durch weitere Untersuchungen,

wie Urinuntersuchung und Ultraschall, validiert.

Hauptziele dieser Studie waren die Uberpriifung der Verwendbarkeit von SDMA als
messbarer biochemischer Parameter bei Griechischen Landschildkroten, sowie die
Erstellung von Referenzwerten und die Untersuchung auf Korrelationen mit derzeit

gangigen Nierenparametern fur diese Spezies.

Insgesamt konnten die Restblutproben von 131 Griechischen Landschildkroten (w = 33,
m = 98) in einem Zeitraum von Oktober 2017 bis September 2019 untersucht werden.
Hauptséchlich stammten diese Tiere aus der Auffangstation fir Reptilien (n =110),
wahrend die restlichen Tiere in privater Haltung (n =7) und im Tierpark Neumdinster

(n = 14) gehalten wurden.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels R 4.0.3, weitere Analysen wurden aufgrund
fehlender Normalverteilung der Werte durch den nicht-parametrischen Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test und Spearman Korrelationskoeffizienten durchgefihrt. Insgesamt ergaben
sich flir SDMA bei klinisch gesunden Griechischen Landschildkroten Werte von
1,00-21,00 pg/dl (95 % CI: 3,00-16.00 pg/dl, n=131). Nach Einteilung der Daten
anhand eines Referenzwertes flr nierengesunde Griechische Landschildkréten beziliglich
der Harnsdurewerte (0-5,20 mg/dl) (ANDREANI et al. 2014), ergab sich ein
Referenzbereich fir SDMA von 3,00-15,45 pg/dl (95 % CI, n= 103, p < 0,001). Werte
fir SDMA fir Tiere mit erhdhten Harnsaurewerten lagen bei 4,00-18,30 pg/dl (95 % Cl,
n=28, p<0,001). Die Korrelationen zwischen SDMA und Harnsdaure wurde mit ps = 0,32
und zwischen SDMA und dem Kalzium-Phosphat Verhéltnis mit ps =-0,39 berechnet.
Zur Uberprifung des IDEXX SDMA Test wurden die Proben erneut mittels LC-MS als
Goldstandard evaluiert. Dabei zeigte sich eine hohe Korrelation von R? = 0,75 (p < 0,001)

beider Messsysteme.

Als Ergebnis dieser Studie wird bei klinisch gesunden und nierengesunden (mit
Harnsaurewerten im  Normalbereich)  Griechischen  Landschildkréten — der
Referenzbereich von 0-15,5 pg/dl fur Griechische Landschildkréten definiert. Allerdings
sind weitere Studien notwendig, um zu Uberpriifen, ob SDMA bei Schildkréten im

Gegensatz zu Sdugetieren eventuell doch durch die Ernahrung beeinflusst wird und sich
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dieser Parameter zur Friherkennung einer Nierenerkrankung eignet.
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VI. SUMMARY

Currently, renal diagnosis in reptiles is mainly performed by blood examination (urea,
Ca:P ratio) and validated by other diagnostic methods, such as urine examination and

ultrasound.

The main objectives of this study were to verify the usability of SDMA as a measurable
biochemical parameter in Hermann's tortoises, as well as to establish reference values and

to examine for correlations with currently used renal parameters for this species.

In total, the residual blood samples of 131 Hermann's tortoises (w = 33, m= 98) could be
analyzed in a period from October 2017 to September 2019. Mainly, these animals came
from the reptile rescue center (n = 110), while the remaining animals were kept in private

husbandry (n = 7) and in the Neumuenster Zoo (n = 14).

Statistical analysis was performed using R 4.0.3 and further analyses were calculated by
the non-parametric Wilcoxon-Mann-Whitney test and Spearman correlation coefficients
due to lack of normal distribution of values. In total, values of 1.00-21.00 pg/dl (95% CI:
3.00-16.00 pg/dl, n = 131) were obtained for SDMA in clinically healthy Hermann’s
tortoises. After classifying the data using a reference value for kidney-healthy Hermann's
tortoises regarding uric acid levels (0-5.20 mg/dl) (ANDREANI et al. 2014), resulted in
a reference range for SDMA of 3.00-15.45 pg/dl (95 % CI, n= 103, p < 0.001). Values
for SDMA for animals with elevated uric acid levels were 4.00-18.30 pg/dl (95 % ClI,
n=28, p < 0.001). Correlations between SDMA and uric acids were calculated as ps =
0.32 and between SDMA and calcium-phosphate ratio as ps = 0.39. To verify the IDEXX
SDMA assay, samples were measured again using LC-MS as the gold standard. This

showed a high correlation of R2 = 0.75 (p < 0.001) for both measurement systems.

As a result of this study, the reference range of 0-15.5 pg/dl is defined for clinically and
renally healthy (with uric acid levels within normal range) Hermann's tortoises. However,
further studies are needed to verify whether SDMA in turtles, in contrast to mammals, is
possibly influenced by diet and whether this parameter is suitable for early detection of
kidney disease.
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