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EINLEITUNG

1 Einleitung

Stoffwechselstérungen und die damit assoziierten Erkrankungen stellen die Hauptabgangs-
ursachen bei der Milchkuh in Deutschland dar. Hinter Leitsymptomen wie Milchriickgang,
Lahmheiten und Fruchtbarkeitsstérungen stehen haufig Stérungen des Sauren-Basen-
Haushaltes (SBH), welche alle lebenswichtigen Prozesse beeintrachtigen kénnen und damit
zu grolRen wirtschaftlichen Verlusten fiihren (Kutas 1965).

Wiederkauer sind aufgrund der spezifischen Verdauungsvorgange besonders anféllig fur
futterungsbedingte Belastungen und daraus resultierende metabolische Stérungen
(Lachmann und Schéfer 1985; Furll 1993). Schwankende Grundfutterqualitaten und stetig
steigende Kraftfutterpreise stellen die Rationsberechnung fur die Hochleistungskuh vor immer
grofRere Herausforderungen, denn die Ration sollte nicht nur energetisch an die Leistung der
Kuh angepasst, sondern trotzdem noch Wiederkauer-gerecht strukturiert sein. Die Uber-
wachung des Sauren-Basen-Status (SBS) in der Milchviehherde ist damit von grof3er
Bedeutung fur die Wirtschatftlichkeit des Betriebes, aber auch fur das Wohlbefinden und die
Gesundheit der Herde.

Beim akut erkrankten Tier kénnen Abweichungen des Blut-pH-Wertes in Richtung Azidose
(pH < 7,35) oder Alkalose (pH > 7,45) erwartet werden, was einen wesentlichen Beitrag
zusatzlich zu den klinisch erkennbaren Krankheitsanzeichen leistet (Constable et al. 2017).
Wahrend man akute Erkrankungen wie die Pansenazidose durch entsprechende
Veranderungen des SBS im Blut tber eine Blutgasanalyse gut diagnostizieren kann, werden
bei chronischen Belastungen des SBH in der Regel keine diagnhostisch verwertbaren
Veranderungen in der Blutgasanalytik gefunden (Furll 1993). Um fltterungsbedingte,
subklinische Storungen des SBS auf Herdenebene zu erkennen, erscheint durch die Nutzung
indirekter Variablen, wie der Netto-Sauren-Basen-Ausscheidung (NSBA) im Harn nach Kutas
(Kutas 1965), eine sensitive und sinnvolle Beurteilung des SBS beim Rind mdglich (Furll
1993). Endogene Saurelasten oder fltterungsabhéngige, azidotische Belastungen (z. B.
Einsatz einer Anionendidt, subklinische Pansenazidosen) kénnen abgeschéatzt werden
(Enemark et al. 2004; Constable 2007). Langfristige Trends in Thiringen bezeugen in den
letzten 20 Jahren eine Zunahme der aufgrund einer erniedrigten NSBA im Harn beanstandeten
Kuhgruppen in der Hochleistungsphase (Donat et al. 2016), was die immer noch aktuelle
Notwendigkeit der Uberwachung des SBH in der Milchviehherde unterstreicht. Gleichzeitig
fielen weniger Trockensteher-Gruppen mit einer erhthten NSBA auf (Donat et al. 2016), was
den Einsatz von Anionendiaten zur Gebarpareseprophylaxe in der modernen Milchvieh-
Futterung widerspiegelt. Jedoch muss auch der Einsatz dieser Flitterungszusétze engmaschig
Uberwacht werden, da die Futteraufnahme mit der Kationen-Anionen-Bilanz (DCAB) der
Ration korreliert und beim Einsatz von sauren Salzen reduziert ist (Griinberg et al. 2011).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einer gro3eren Feldstudie verschiedene Mdglichkeiten
zur Uberwachung des SBS von Kuhgruppen auf ihre Aussagekraft zu prifen. Zum einen
sollten drei methodisch verschiedene Verfahren zur Bestimmung der NSBA im Harn
vergleichend getestet werden: die einfache NSBA nach Kutas (Kutas 1965), die differenzierte
NSBA nach Lachmann und Schéfer (Lachmann und Schéfer 1985) sowie der vereinfachte
NSBA-Siebtest nach Furcht und Gratsch (Furcht und Gratsch 1983). Zum anderen sollte an
einer Teilgruppe der Herden auch die Blutgasanalyse aus vendsem Vollblut durchgefuhrt
werden; als vollkkommen neuer Aspekt sollte dabei das Konzept der starken lonen nach
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Stewart (Stewart 1983) und Constable (Constable 1999) der traditionellen Blutgasanalyse
gegenubergestellt werden, um mdgliche subklinische, futterungsbedingte Belastungen des
SBS zu erkennen. Zur Uberwachung des SBH einer Kuhgruppe werden haufig — auch aus
Kostengriinden — die Untersuchung von gepoolten Harnproben empfohlen. Da die Parameter
des SBS im Harn jedoch nicht nur von der Rationszusammensetzung, sondern auch von der
Futteraufnahme abhangig sind (Farll 2007; Scholz und Engelhard 2011; Staufenbiel et al.
2016), erscheint die Nutzbarkeit von Poolproben in der Transitphase bei tierindividuell
schwankender Futteraufnahme eher kritisch und sollte als weiterer Aspekt in dieser Feldstudie
bezuglich ihrer diagnostischen Aussagekraft tUberpruft werden.
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2 Literaturubersicht

2.1 Diagnostische Mdglichkeiten zur Beurteilung des Sauren-Basen-Status
beim Milchrind

2.1.1 Grundlagen zur Regulation des Sauren-Basen-Haushaltes beim Rind

Der SBH im extrazellularen Raum wird unter physiologischen Bedingungen stets konstant
gehalten, d. h. der pH-Wert im Vollblut betragt beim gesunden Tier pH = 7,4 + 0,05 (Constable
et al. 2017). Der pH-Wert ist definiert als die Gegenzahl des dekadischen Logarithmus der
Wasserstoffionen (H*) -Aktivitat: ist der pH < 7,35 spricht man von einer Azidose oder
Ubersauerung, d. h. zu viele freie H*-lonen befinden sich im Blutplasma, bei einer Alkalose
hingegen (pH > 7,45) herrscht ein H*-Mangel im Blutplasma vor. Verschiedene Puffersysteme
im Korper regulieren den pH-Wert intra- und extrazellulér. Die vier wichtigsten Puffersysteme
sind dabei der Hamoglobin-/Hamoglobinat-Puffer, der Protein/Proteinat-Puffer, der
Dihydrogenphosphat/Hydrogenphosphat-Puffer und der Kohlensaure/Hydrogenkarbonat (syn.
Bikarbonat)-Puffer. Ersterer ist intrazellulér im Erythrozyten aktiv. Der Proteinpuffer reagiert im
Blut fast ausschlieRlich bei einer Ubersauerung, da die Proteine bei Vorliegen eines
physiologischen Blut-pH-Wertes als Anionen vorliegen (Gébel 2015). Der Proteingehalt im Blut
wiederum beeinflusst nach dem Konzept der starken lonen durch die negative Ladung der
meisten Serumproteine mafgeblich den pH-Wert des Blutes (Constable 1999). Der
Phosphatpuffer leistet nur einen geringen Anteil der Pufferarbeit im Blut; er ist ein
Hauptpufferbestandteil der renalen Regulation Uber die Bindung von Wasserstoff-lonen im
Nierentubulus (Gabel 2015). Der Kohlensaure-Bikarbonat-Puffer leistet als offenes
Puffersystem den wichtigsten Beitrag zur Aufrechterhaltung des physiologischen Blut-pH-
Wertes (Grunder 2006). Die beteiligen Bestandteile befinden sich in einem Dissoziations-
gleichgewicht im Blut:

HCOs + H* < H,CO; « CO, + H,0 (1)

wobei die Kohlensaure (H.COs) instabil und daher i.d.R. nicht messbar ist. Die Bikarbonat-
Konzentration (HCOs’) hingegen kann aus dem pH-Wert und dem gemessenen Kohlendioxid-
Partialdruck (Pcoz) errechnet werden:

HCOs = S *Pco,* 10PHPKL) )

wobei S die Loslichkeit des CO, im Plasma ist und pK;" der negative Logarithmus der
scheinbaren Dissoziationskonstante der Kohlensaure. Kurzfristige Abweichungen vom
physiologischen pH-Wert des Blutes kdnnen (ber die Lunge relativ schnell innerhalb von
Minuten bis Stunden kompensiert werden, indem mehr oder weniger CO, abgeatmet wird
(Gabel 2015). AuRere Einflisse wie Kalte- oder Hitzestress, welche zu einer Hypo- oder
Hyperventilation des Tieres fuhren, kénnen wiederum schnell zu Belastungen des SBH fuihren
(Erdman et al. 1981; Schneider et al. 1986; Calamari et al. 2007). Das Rind besitzt im
Verhdltnis zu anderen Saugetieren ein kleines Lungenvolumen, sodass der pulmonalen
Regulation des SBH eine untergeordnete Rolle zukommt.

Die Niere hingegen spielt eine zentrale Rolle in der Regulation des SBH beim Rind (Kutas
1965; Cakala 1981; Constable 2007). Durch die renale Ausscheidung von Elektrolyten sowie
H*-lonen, und bei Bedarf auch von HCOg3', wird der pH-Wert des Blutes beim gesunden Tier
konstant gehalten, sodass bei subklinischen oder chronischen Erkrankungen keine oder kaum
messbare Veranderungen der Variablen des SBS im Blut zu erwarten sind. Zusatzlich zur
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aktiven Ruckresorption des filtrierten HCOg3™ ist die Niere auch in der Lage, im Falle einer
metabolischen Azidose neues HCOs zu bilden, wobei vermehrt Protonen ins Lumen sezerniert
werden. Fur die Ausscheidung von Protonen werden Ammoniak und Hydrogenphosphat
bendtigt, um diese im Tubulus zu binden. Die renale Regulation des SBH ist daher relativ trage
und benétigt mehrere Tage fir eine Korrektur des Blut-pH-Wertes, da sie unmittelbar an den
Metabolismus gebunden ist (Gabel 2015).

2.1.2 Direkte Beurteilung des Saduren-Basen-Status im Blut

2.1.2.1  Traditionelles Modell nach Henderson-Hasselbalch

Das traditionelle Modell zur Bewertung des SBS im Blut beschreibt die Interaktionen zwischen
dem Kohlendioxid-Partialdruck (Pco), der Loslichkeit des CO, im Plasma (S), der HCOs™-
Konzentration im Plasma sowie dem negativen Logarithmus der scheinbaren
Dissoziationskonstante der Kohlensaure (pK;:"), um den pH-Wert im Blut zu bestimmen. Die
Beziehung dieser Variablen wurde in der Henderson-Hasselbalch-Gleichung zusammen-
gefasst (Henderson 1908; Hasselbalch 1916):

©)

pH = pK1'+log[ LO?’_]

S* Pco2

Zusatzlich zur Messung des pH-Wertes und der Kalkulation der HCO3s-Konzentration des
Blutes wird der Base Excess (BE) als Menge des Baseniberschusses (oder -defizits)
berechnet (Siggaard-Andersen et al. 1988; Siggaard-Andersen und Fogh-Andersen 1995).
Dieser ist definiert als die Menge an starker Saure (oder Base), die dem Kdorper zugefihrt
werden muss, damit sich der pH-Wert des Blutes unter den Bedingungen einer Temperatur
von 37 °C und eines Pcoz von 5,3 kPa bzw. 40 mmHg bei 7,4 einstellt (Constable et al. 2017).
Beim Rind liegt der BE unter physiologischen Bedingungen bei -1,6 bis 6,8 mmol/l. Das
Henderson-Hasselbalch-Modell fokussiert auf das Gleichgewicht des Kohlenséaure-
Bikarbonat-Puffersystems, sodass auf der Basis des Pco. sowie der HCOs-Konzentration vier
maogliche Stérungen des SBH existieren (Tabelle 1) (Constable et al. 2017):

Tabelle 1: Stérungen des Sauren-Basen-Status nach dem Henderson-Hasselbalch-

Modell
pH im Blut Variablen des SBS Ursache
respiratorische Azidose | Pcozerhoht Hypoventilation
¢ metabolische Azidose HCOs oder BE erniedrigt | Saurelast im Stoffwechsel
4 respiratorische Alkalose | Pco:erniedrigt Hyperventilation
metabolische Alkalose HCOs" oder BE erhoht alkalische Last im Stoffwechsel

Legende zu Tabelle 1: Pcoz = Kohlendioxid-Partialdruck im Blut, HCOs™ = Bikarbonat-Konzentration im
Blut, BE = Base Excess

Als weitere Erganzung und auf dem neueren Konzept der Elektroneutralitat beruhend, kann
anhand zusatzlicher biochemischer Analysen die Anionenlicke bzw. das ,Anion Gap“ (AG)
berechnet werden:

AG = (Na" + K*)-(CI + HCO3) (4)

AG gibt einen Hinweis dartber, ob zuséatzlich ungemessene Anionen, wie z. B. Ketonkorper
oder Laktat, im Blut vorhanden sind (Constable et al. 1997; Constable 2000) und ermdglicht
damit eine differenzierte Bewertung der metabolischen Azidose (Kimura et al. 2018). Mit AG
werden jedoch auch die Serumproteinkonzentrationen erfasst (Figge et al. 1991; Constable et
al. 2017), sodass die Bewertung bei Hypo- oder Hyperproteindmien limitiert ist (Kimura et al.
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2018) und die Anwendung des traditionellen Modelles in diesem Fall nicht empfohlen wurde
(Constable 1999; Constable 2000). Untersuchungen bei adulten Kihen mit Labmagen-
verlagerung zeigten nur eine moderate Korrelation von AG mit der Laktatkonzentration im
Serum; ahnlich hoch waren die Korrelationen zur Konzentration von Phosphat oder Kreatinin
im Serum. Damit ist die Aussagekraft von AG als Pradiktor der Laktatkonzentration limitiert.
Ein erhéhter AG-Wert kann auch ein Hinweis auf das Vorliegen einer Uramie infolge einer
Dehydratation sein (Constable et al. 1997).

21.2.2 Strong-lon-Konzept nach Stewart

In den 1980er Jahren definierte Stewart einen neuen Ansatz zur Bewertung des SBS, welcher
die drei Grundsatze Elektroneutralitat, Dissoziationsgleichgewicht und die Erhaltung der
Masse vereint (Stewart 1981; Stewart 1983; Stewart 2009). Dabei wird der pH-Wert des
Blutplasmas durch drei unabhéngige Faktoren bestimmt: den Pco., die starke lonendifferenz
.otrong lon Difference® (SID) und die Gesamtheit schwacher Sauren ,Acid total“ (Aw). SID
stellt die Nettoladung der starken lonen aus dem Plasma dar und berechnet sich als die
Differenz aus den quantitativ wichtigen, voll dissoziierten starken Kationen (z. B. Natrium
(Na*), Kalium (K*), Kalzium (Ca?*) und Magnesium (Mg?*)) und Anionen (z. B. Chlorid (CI)und
Laktat) im Plasma:

SIDms = (Na' + K*) - (CI') 5)
SIDms = (Na* + K*) - (CI + L-Laktat) (6)
SIDms = (Na" + K* + Ca**) - (CI + L-Laktat) )

At ist die Gesamtkonzentration der nicht-flichtigen schwachen Puffer und umfasst die
Plasmakonzentrationen von Albumin, Globulinen und Phosphat. Der Ansatz von Stewart bot
jedoch keine Berechnungsgrundlage zur Bestimmung von A bei Rindern (Constable 2000).
Nachdem Stewart diese theoretische Grundlage beschrieben hatte, wurde sein Strong lon
Konzept auf viele Spezies angewandt, da es neue Erkenntnisse Uber die Pathophysiologie
gemischter Sauren-Basen-Stérungen erwarten liel3 (Figge et al. 1991; Figge et al. 1992; Fencl
und Leith 1993). Zusétzlich zu den respiratorisch bedingten Stérungen des SBS konnten
anhand der Stewart-Variablen die metabolischen Stérungen weiter differenziert werden
(Tabelle 2) (Stewart 1981; Constable 1999):

Tabelle 2: Stérungen des Sauren-Basen-Status nach dem Strong-lon-Konzept

pH im Blut Variablen des Ursache
SBS
respiratorische Azidose | Pcozerhdht Hypoventilation
4 | SID-Azidose SID erniedrigt Saurenuberschuss (z. B. Laktat)
At -Azidose At erhdht Hyperproteinamie, Hyperphosphatamie
respiratorische Alkalose | Pcozerniedrigt Hyperventilation
f | SID- Alkalose SID erhoht Baseniberschuss (z. B. HCOg)
At -Alkalose At erniedrigt Hypoproteindmie

Legende zu Tabelle 2: Pco2 = Kohlendioxid-Partialdruck im Blut, SID = Strong lon Difference,
Awt = acid total, HCOs™ = Bikarbonat-Konzentration im Blut

Ein Berechnungsmodell zur Erfassung der nicht gemessenen starken Anionen ,unmeasured
Anions® (XA) wurde erstellt (Figge et al. 1992), welches eine Erweiterung der bereits
angewandten Anionenlicke darstellt und Protein und Phosphat als schwachen S&uren be-
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ricksichtigt. Da die Globulinkonzentrationen beim Rind ebenfalls eine schwache negative
Ladung aufweisen, sollten diese auch bei der Berechnung berlcksichtig werden (Constable
2002; Trefz et al. 2015):

XA = Na' + K" + Ca?" + Mg®* - CI - HCOs
= (Albumin charge) - (Globulin charge) — (Phosphate charge) (8)

2.1.2.3  Vereinfachtes Strong-lon-Modell

Constable reduzierte die komplexen Gleichungen von Stewart auf einen vereinfachten Ansatz
far die klinische Bewertung des SBS (Constable 1997; Constable 1999) und veréffentliche
Grundlagen zur Berechnung von Ay im Rinderplasma (Constable 2002). In seinem
vereinfachten Modell wird der Einfluss von Karbonat-Anionen, Hydroxid-lonen und
Wasserstoff-lonen auf den pH-Wert als vernachlassigbar eingestuft, sodass die Gleichung zur
Elektroneutralitat nur SID, Aw:und HCOs" beinhaltet. Als Aquivalent zur Anionenliicke wird die
starke lonenlicke ,Strong lon Gap“ (SIG) berechnet, die Aw: einschlie3t und daher eine
bessere Schéatzung der ungemessenen Konzentration starker lonen im Plasma als die
Anionenliicke bietet. Da Rinderglobulin negativ geladen ist, wurden die Berechnungen auf der
Grundlage der Serumkonzentrationen von Albumin (Awiain), SIGabw) bzw. Gesamtprotein
(Awtpry, SIGer) erarbeitet (Constable 2002):

Awotary = Albumin [g/l] x 0,76 9)
Aopy = Gesamteiweil [g/l] x 0,36 (10)
SIG@b = Awrab) / (1+10PKaPH) — AG (11)
SIGern = Awery / (1+10CPKaPH) — AG (12)

wobei pK, der negative Logarithmus der Dissoziationskonstante der im Plasma enthaltenen
schwachen S&uren ist. Constable postulierte, dass mit SIG eine exaktere Vorhersage der
ungemessenen starken Anionen maglich ist als mit AG, da bei der Kalkulation von SIG die
schwachen nicht-flichtigen S&uren bertcksichtigt werden. Er verglich in seinen Studien
SIGimy und SIGer sowohl mit AG als auch mit der Berechnung der XA nach Figge und stellte
fest, dass SIGan) die beste Vorhersage der Laktatkonzentration im Plasma von Kihen mit
Labmagenverlagerung hervorbrachte (Constable 2002). Ahnliche Ergebnisse erzielte eine
Studie an Kalbern mit Durchfallgeschehen, in welcher SIGey sowie XA hoéher mit der
Laktatkonzentration sowie mit dem pH-Wert, der HCOz-Konzentration und dem BE des
venosen Blutes korreliert waren als AG (Trefz et al. 2015). Bisher existieren leider kaum
Untersuchungen zu den Variablen des (vereinfachten) Stewart-Konzeptes in Zusammenhang
mit akuten oder chronischen Stérungen des SBS bei Milchkiihen.

2.1.3 Indirekte Beurteilung des Sauren-Basen-Status im Harn

2.131 Nutzbare Parameter des Sauren-Basen-Status im Harn

Da der SBS beim Rind vorwiegend Uber die Niere reguliert wird, stellt die titrimetrische
Bestimmung des Uberschusses von Basen bzw. Sauren im Harn und die daraus resultierende
Berechnung der NSBA die bevorzugte Methode dar, um friihzeitig subklinische Stérungen des
SBS aufgrund von Imbalancen in der Fitterung zu erkennen (Furll 2014). Verschiedene
Untersuchungen zeigten, dass die NSBA gut mit dem pH-Wert des Harnes korreliert, welcher
deutlich einfacher mittels pH-Papier im Stall bestimmt werden kdnnte (Constable et al. 2009;
Constable et al. 2019). Allerdings wurde ebenso auf die geringere Sensitivitat des Harn-pH-
Wertes zur Erkennung azidotischer oder alkalotischer Belastungen hingewiesen (Hu et al.
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2007b; Constable et al. 2009). Aufgrund des exponentiellen Zusammenhangs von pH und
NSBA galt die gute Korrelation nur bei einem Harn-pH > 6,3 (Constable et al. 2009) bzw.
> 6,11 (Constable et al. 2019). Niedrigere pH-Werte hingegen vermochten das Ausmal3 der
durch die Ration hervorgerufenen azidotischen Belastung nicht akkurat widerzuspiegeln
(Constable et al. 2019). Ein Anstieg der DCAB des Futters von 220 auf
470 mEqg/kg Trockenmasse war Uber die NSBA gut zu erkennen, wéhrend der pH-Wert im
Harn hingegen lediglich tendenziell stieg (Hu et al. 2007a; Hu et al. 2007b). Eine andere
Untersuchung bestétigte die gute Korrelation der NSBA und des pH-Wertes beim Vorliegen
einer azidotischen Belastung durch die Fitterung saurer Salze; bei Tieren ohne diesen
Futterzusatz waren beide Parameter jedoch eher im alkalischen Bereich und nicht mehr
miteinander korreliert (Vagnoni und Oetzel 1998). Die alleinige Bewertung des pH-Wertes im
Harn wurde daher nicht generell zur Beurteilung des SBS einer Milchviehherde empfohlen,
jedoch eingeschrankt zur Uberpriifung gezielt eingesetzter Rationszuséatze wie saurer Salze
(Vagnoni und Oetzel 1998; Constable et al. 2009). Bei der Beurteilung der NSBA im Harn zur
Uberwachung der Rationsgestaltung muss beachtet werden, dass dieser Laborparameter
nicht nur von der Rationszusammensetzung (Scholz und Engelhard 2011; Furll 2014;
Staufenbiel et al. 2016), sondern auch stark von der Futteraufnahme abhangig ist und daher
bei allen Erkrankungen, welche mit einer reduzierten Futteraufnahme einhergehen, erniedrigt
bzw. beeintrachtigt ist (Furll 2007). Es gibt unzahlige Studien, in welchen die Konzentration
der NSBA im Harn in Abhangigkeit von der DCAB der Ration oder dem Einsatz spezieller
Futterungszusatze untersucht wurde. Die NSBA war erniedrigt beim Einsatz von Rationen mit
niedriger DCAB (z. B. beim Einsatz von sauren Salzen) (Bender et al. 2003; Loffler 2004;
Grunberg et al. 2011; Rérat und Schlegel 2014; Pradel 2021), bei rohfaserarmen (Bandilla
2009) oder kraftfutterreichen Rationen (Lachmann und Siegl 1973) und bei mangelhafter
Futteraufnahme (Furll 2007). Eine Erhéhung der NSBA lag hingegen beim Einsatz von
puffernden Fitterungszuséatzen (Rationen mit hoher DCAB) (Bender et al. 2003; Préadel 2021)
und bei der Fitterung von rohfaserreichen Rationen (Scholz und Engelhard 2011) vor. Dabei
stellte sich die sichtbare Anderung der Konzentration der NSBA im Harn spatestens funf Tage
nach Futterumstellung ein (Furll 1993), bei intraruminal verabreichten Fitterungszusétzen wie
sauren Salzen reagierte die NSBA jedoch unmittelbar mit einer Tagesdynamik: der Tiefpunkt
war vier Stunden nach der Zugabe erkennbar (Loffler 2004).

2.1.3.2 Die differenzierte Netto-Sauren-Basen-Ausscheidung nach Jgrgensen,
Lachmann und Schéfer

Die titrimetrische Bestimmung der S&uren-Ausscheidung im Harn beim Menschen wurde
erstmals 1957 von Jgrgensen beschrieben (Jgrgensen 1957). Er legte damit den Grundstein
fur die Bestimmung der differenzierten und der einfachen NSBA im Harn bei Rindern, obgleich
der Fokus in dieser Arbeit nur auf der Berechnung der Sauren-Ausscheidung lag, da der
humane Harn in der Regel einen Saurenuberschuss aufweist. Lachmann und Schéfer
etablierten die Berechnung der differenzierten oder auch fraktionierten NSBA beim Rind
inklusive der exakten Titration des Basenuberschusses, des Saureniberschusses und der
Ammoniumausscheidung sowie der Kalkulation des Basen-Sauren-Quotienten (BSQ),
welcher im Gegensatz zur NSBA unabhangig von der Harnkonzentration ist (Lachmann und
Schéfer 1985). Bei Verdacht auf Abweichungen von der tblichen Harnkonzentration sollte der
BSQ bestimmt werden (Lachmann und Schéfer 1985). Die exakte methodische Durchfiihrung
istin Kapitel 3.3.3. dargelegt. Die Methode zeichnet sich durch eine objektive und sehr genaue
Titration der Basen- und S&urenfraktionen mittels pH-Messung im Harn aus, ist dabei
allerdings mit einem hohen manuellen und technischen Arbeitsaufwand im Labor verbunden.
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2.1.3.3 Die einfache Netto-Sauren-Basen-Ausscheidung nach Kutas

Nachdem Jgrgensen in den 1950er Jahren die titrimetische Bestimmung der S&auren-
Ausscheidung im Harn beschrieben hatte, etablierte Kutas 1965 eine einfache und doch
prazise Methode zur Bestimmung der NSBA im Harn bei Rindern (Kutas 1965). Die exakte
pH-Messung in den Titrationsschritten der Jargensen-Methode, welche umfangreiches Labor-
Equipment voraussetzte, wurde durch einfache Farb-Indikatoren zur Bestimmung des pH-
Wertes ersetzt (Kapitel 3.3.3.); dabei waren die Ergebnisse fir die NSBA vergleichbar mit
denen der Jgrgensen-Methode. Die einfache NSBA zeichnete sich durch eine hohe
Messgenauigkeit mit einem vertretbaren Arbeitsaufwand im Labor aus und wurde fir die
Routinediagnostik zur Uberwachung des SBH von Milchviehherden empfohlen (Bender 2002).

2.1.34 Der NSBA-Siebtest nach Furcht und Grétsch

Als weitere Vereinfachung wurde der NSBA-Siebtest als ,Mikromethode® zur Bestimmung der
NSBA im Harn beschrieben (Furcht und Gratsch 1983). Bei dieser Methode kann aus einer
sehr geringen Menge Harn eine grobe Klassifizierung des SBS vorgenommen werden (Furll
1993). Aufgrund des deutlich verringerten Material- und Zeitaufwandes wurde diese Methode
trotz beschriebener hoherer Variation in Serienmessungen auch zur Routinediagnostik
empfohlen (Schonfelder 1986). Die Angabe der NSBA erfolgt bei der Siebtest-Methode in
Bereichen, welche in 20er- oder in 100er- mmol/I-Schritten eingeteilt sind (siehe Methoden-
durchfuhrung in Kapitel 3.3.3).

2.1.4 Indirekte Beurteilung des Fettgehaltes und des Fett-Eiweil3-Quotienten in
der Milch

Der Milchfettgehalt ist abhéngig von der funktionierenden Vormagenverdauung und wird damit
zur Beurteilung einer wiederk&uergerechten Futterung in Milchviehherden herangezogen. Bei
ordnungsgemafen Fermentationsvorgangen im Pansen werden aus pflanzlicher, rohfaser-
reicher Nahrung die kurzkettigen Fettsauren Azetat, Propionat und Butyrat gebildet, wobei
Azetat den mengenmalig gréRten Anteil darstellt. Bei Stérungen der Vormagenfermentation
durch einen Uberschuss an Kraftfutter oder einen Mangel an strukturwirksamer Rohfaser, was
jeweils zur einer Pansenazidose flihren kann, kommt es zu einer starken Zunahme der
ruminalen Propionsaurebildung und zu einem verdnderten Azetat:Propionat-Verhaltnis
(Erdman 1988; Bandilla 2009). Nach transruminaler Resorption fihrt die erhohte
Propionatkonzentration im Blut zum einem Anstieg der Konzentrationen von Glukose und
Insulin, wodurch die Milchfettsynthese reduziert und stattdessen die Depotfettbildung aktiviert
wird (Dirksen 2006).

In einer Zusammenfassung verschiedener Fitterungsexperimente zeigte Erdmann den
Zusammenhang des Gehaltes von Zellulose und Lignin (= saure Detergenzienfaser ADF) mit
dem ruminalen Azetat:Propionat-Verhaltnis und dem Milchfettgehalt (Erdman 1988). Demnach
war der Milchfettgehalt am deutlichsten reduziert, wenn das Azetat:Propionat-Verhaltnis im
Pansen kleiner als 2,0 war. In einer danischen Studie wurden ebenfalls Zusammenhange
zwischen dem Milchfettgehalt und dem pH-Wert sowie dem Azetat:Propionat-Verhaltnis im
Pansen gefunden, jedoch nur bei Kiihen in der Mittel-Laktation. Die Autoren begrindeten dies
mit dem erheblichen Energiemangel bei frischlaktierenden Kihen, sodass die stattfindende
Fettmobilisation den Milchfettgehalt verfalscht (Enemark et al. 2004). Insgesamt muss
festgehalten werden, dass die Veranderungen des Milchfettes ausschlieBlich auf
Verdauungsstérungen bzw. Stérungen des SBS im Vormagensystem hinweisen und nicht
unmittelbar in Beziehung zu systemischen Stdrungen des SBS stehen.
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2.1.5 Direkte Beurteilung des Pansensaftes

Der gemessene pH-Wert im Pansensaft ist stark vom Zeitpunkt der Fitterung, von der
Rationszusammensetzung und von der Lokalisation der Entnahmestelle abhangig und
schwankt zwischen 5,5 und 7,0 (Dirksen 2006). Er sinkt in den ersten zwei bis vier Stunden
nach der Futteraufnahme ab, da in dieser Zeit die hochste Konzentration an neu gebildeten
kurzkettigen Fettsauren vorliegt. Mit Einsetzen der Wiederkautatigkeit und dem damit
verbundenen Speichelfluss steigt der pH-Wert wieder kontinuierlich bis tUber 6,0 an (Dirksen
2006). Bei einer gestorten Pansenfermentation sind in der Regel neben dem pH-Wert auch
die sensorische und mikrobiotische Beschaffenheit des Pansensaftes abweichend (Dirksen
2006). Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen dem pH-Wert im Pansen und dem
Gehalt an schwer verdaulicher Rohfaser wie Zellulose und Lignin (Erdman 1988). Andere
Autoren beschrieben hohe Variationen des pH-Wertes in Abhé&ngigkeit von der Entnahme-
stelle; so korrelierten die Messwerte aus mit der Schlundsonde entnommenen Proben nur
maRig mit Ruminozentese-Proben, sodass letzteren der Vorzug zur Diagnostik von
Pansenfermentationsstérungen zu geben ist (Enemark 2008).

Generell muss auch bei der Beurteilung des Pansensaftes festgehalten werden, dass damit
lediglich Stérungen in der Pansenfermentation nachgewiesen werden, von denen dann
systemische Stérungen des SBS ausgehen konnen. Zur Kontrolle der Ansauerung des
Metabolismus mittels einer Anionendiét ist der Pansensaft unbrauchbar, denn der Einsatz von
sauren Salzen hat keinen Einfluss auf den pH-Wert oder die Fettsauren-Konzentrationen im
Pansensaft (Gelfert et al. 2009), vorausgesetzt, die Futteraufnahme ist nicht aufgrund einer
Uberdosierung der sauren Salze reduziert.

2.2 Futterungsbedingte Storungen des Sauren-Basen-Haushaltes beim
Milchrind

2.2.1 Fltterungsbedingte Azidose durch eine Pansenfermentationsstérung

Der Wiederkauer ist mit seinem Vormagensystem an die Verdauung von rohfaserreichem
Futter adaptiert. Durch die Mikroflora des Pansens ist es moglich, Zellulose und Hemizellulose
aus Gras in kurzkettige Fettsauren als energiereiche Substrate umzuwandeln. Um eine hohe
Milchleistung zu erzielen ist es ublich, hochenergetische Rationen zu futtern. Bei einem
verminderten Anteil strukturwirksamer Rohfaser oder einem erhohten Kraftfutteranteil in der
Ration kommt es jedoch zu Stérungen in der Pansenfermentation. Die leicht verdaulichen
Kohlenhydrate fuhren zu einem raschen Anstieg der kurzkettigen Fettséuren. Zudem sind
durch fehlendes Strukturfutter die Wiederkautéatigkeit und die Speichelproduktion reduziert.
Das Anfluten der kurzkettigen Fettsduren und die fehlende Pufferwirkung durch den Speichel
bedingen einen Abfall des pH-Wertes im Pansen. Infolgedessen kommt es zu Schadigungen
des Pansenepithels, aber auch zu Verschiebungen in der Zusammensetzung der Pansen-
Mikrobiota. Durch die Vermehrung von Laktat-bildenden Bakterien werden nun weniger
kurzkettige Fettsauren und mehr Laktat gebildet, welches den pH-Wert-Abfall forciert und zu
weiteren Epithelschadigungen, Stérungen in der osmotischen Regulation des Vormagen-
systems und - nach der Resorption im Pansen und im Dinndarm - zu einer systemischen
Azidose im Blut fuhrt (Cakala 1981; Dirksen 2006).

Es kann zwischen der akuten Pansenazidose und einer subakuten, chronisch verlaufenden
Form unterschieden werden (Juhédsz und Edvi 1979; Hernandez et al. 2014). Bei der akuten
Pansenazidose kommt es in der Regel zur systemischen, metabolischen Azidose, welche
durch verminderte pH-Werte und HCOs-Konzentrationen sowie erhohte Laktat-
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Konzentrationen im Blut auffallig ist (Juhasz und Edvi 1979; Hernandez et al. 2014). Fir die
Uberwachung der Herdengesundheit kommt der frilhen Diagnostik und Pravention der
subklinischen und chronischen Pansenazidose die grofdte Bedeutung zu, jedoch gibt es
unterschiedliche Angaben zur sicheren Erkennung dieser Form in den Variablen des SBS im
Blut (Enemark 2008).

Eine kurzzeitige Induktion der subklinischen Pansenazidose scheint keinen Einfluss auf die
Futteraufnahme und den Milchfettgehalt zu haben, die Konzentrationen der kurzkettigen
Fettsauren und der pH-Wert im Pansen andern sich jedoch unmittelbar (Krause und Oetzel
2005). Andere Studien zeigten einen kurzfristigen Abfall des Pansen-pH-Wertes, jedoch keine
Veranderungen des pH-Wertes, der HCOs-Konzentration oder des Pco: im Blut nach der
Futterung einer azidotisch wirkenden Ration (Furll 1993). Hingegen sank die NSBA im Harn
gesichert nach funf Tagen ab wund blieb wahrend des gesamten dreiwdchigen
Untersuchungszeitraumes auf einem niedrigeren Niveau (Furll 1993). Bandilla bestétigte diese
renale Kompensation in ihrem Fitterungsversuch mit unterschiedlicher Hacksellange: die
Gruppe, welche kirzer gehackselte Maissilage und damit weniger strukturierte Rohfaser zu
fressen bekam, unterschied sich gegeniber der Vergleichsgruppe durch eine niedrigere NSBA
im Harn, aber auch durch ein niedrigeres Azetat:Propionat-Verhdaltnis im Pansen und
geringere Milchfettgehalte (Bandilla 2009). In den Untersuchungen von Woida wurden bei der
Futterung einer azidotisch wirkenden Ration in Abhangigkeit vom Gehalt an strukturierter
Rohfaser ebenfalls ein Absinken der Harnparameter NSBA und BSQ beobachtet, wobei der
Abfall durch die zusatzliche Gabe von Natriumbikarbonat in der Ration abgemildert werden
konnte. In den Variablen des SBS im Blut wurden jedoch keine Hinweise auf eine azidotische
Belastung gesehen, auch der pH-Wert im Pansen war nicht signifikant beeinflusst (Woida
2021). In einer Feldstudie zur subklinischen Pansenazidose an 315 Kiihen aus 26 deutschen
Milchviehbetrieben wurden signifikant niedrigere Fett-Eiwei3-Quotienten in der Milch von
Kdhen mit einem Pansen-pH-Wert < 5,5 nachgewiesen, der Milchfettgehalt allein war nur
tendenziell vermindert, die SID im Blut unterschied sich nicht in Bezug auf den Pansen-pH
(Upgang 2015). Eine andere deutsche Feldstudie an 348 Milchkihen aus 10 Herden stellte
nur sehr geringe Korrelationen zwischen Pansen-pH-Werten und der NSBA im Harn fest
(Kricziokat et al. 2009), berlcksichtigt dabei allerdings nicht die DCAB der gefltterten
Rationen, welche ebenfalls einen deutlichen Einfluss auf die NSBA hat. Eine italienische
Feldstudie in 20 Milchviehherden konnte signifikant niedrigere pH-Werte in Blut und Harn
sowie erniedrigte Pco2 im Blut bei Kilhen mit subakuter Pansenazidose mit Pansen-pH-Werten
< 5,5 feststellen und empfiehlt die Blutgasanalyse zur Diagnose von Pansenazidose, da diese
im Vergleich zu einer Pansensaftentnahme weniger invasiv ist (Gianesella et al. 2010).

2.2.2 Fuitterung einer Anionendiat

Das Konzept der ,sauren Salze“ oder der Anionendidt mit der Verabreichung von
Rationszuséatzen, welche die DCAB der Ration gezielt absenken, ist seit Giber 40 Jahren in der
Milchviehfitterung etabliert. Die DCAB der Ration gibt an, in welche Richtung sich der SBS
der Kuh entwickelt (Block 1994). Durch die Verabreichung der Anionendiat an Kihe in den
drei bis vier Wochen vor der Kalbung wird der Stoffwechsel der Kuh ,angeséauert®, wodurch
der Kalziumstoffwechsel aktiviert und das Risiko einer spateren Gebarparese gesenkt wird
(Charbonneau et al. 2006; Gelfert 2011).

In Untersuchungen zum Einsatz verschiedener saurer Salze konnte nach vier Versuchstagen
eine signifikant verminderte SID im Blutserum bei sechs von 10 getesteten Salz-Zusétzen
nachgewiesen werden, wobei der pH-Wert im Blut nur bei finf von 10 Zuséatzen vermindert
war und A nur geringgradige, nicht signifikante Auslenkungen zeigte (Loffler 2004). Pradel
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und Montag wiesen in ihren Untersuchungen jeweils eine deutliche Abnahme von pH-Wert,
HCOs-Konzentration und BE im Blut sowie eine erniedrige NSBA im Harn bei einer reduzierten
DCAB durch saure Salze nach (Montag 2005; Pradel 2021). Eine aktuelle Arbeit zeigte bei
Kihen, die eine stark saure Anionendiat erhielten, verminderte pH-Werte, HCOs;-
Konzentrationen und BE im Blut zum Zeitpunkt der Kalbung; allerdings normalisierten sich die
Werte in den ersten 24 Stunden post partum. AG hingegen zeigte keine Unterschiede in
Abhéngigkeit von der DCAB der Ration (Zhang et al. 2022).

In einer Meta-Analyse von 22 Studien stellten Charbonneau und Kollegen fest, dass eine
erniedrigte DCAB der Ration mit einer Erniedrigung der HCO3-Konzentration oder des Pco:
im Blut einhergehen, der pH-Wert des Blutes jedoch allenfalls gering reduziert ist, sodass von
einer kompensierten metabolischen Azidose auszugehen ist (Charbonneau et al. 2006). Uber
die Niere werden die Uuberschiissigen Anionen ausgeschieden; zeitgleich wird die
Ausscheidung von HCOj3 reduziert (Delaquis und Block 1995; Gelfert et al. 2007), sodass der
Harn die Kompensation der metabolischen Azidose anzeigt, indem pH-Wert und NSBA
verringert sind (Charbonneau et al. 2006). Gelfert et al. bestétigte mit seinen Untersuchungen
die Ergebnisse dieser Meta-Analyse: war die DCAB der Ration < 150 mEg/kg Trockenmasse,
zeigte sich im Harn gesichert eine Azidose mit niedriger NSBA, verringerter Basen-
ausscheidung und vermindertem Harn-pH-Wert. Der pH-Wert des Blutes fiel hingegen erst in
der Futterungsgruppe mit einer DCAB von ca. -150 mEqg/kg Trockenmasse gesichert ab
(Gelfert et al. 2007). Auch in der Untersuchung von Griinberg et al. zeigten sich beim Einsatz
von sauren Salzen der pH-Wert und die HCOgs-Konzentration im Blut unverandert,
wohingegen der Harn mit einer Verminderung von pH-Wert und NSBA reagierte (Grinberg et
al. 2011). Zudem wurde gezeigt, dass der Einsatz der sauren Salze die Futteraufnahme der
Kihe verminderte, was ebenfalls mit einer erniedrigten NSBA im Harn assoziiert war
(Grinberg et al. 2011). Als interessanten Nebenaspekt zeigten die Kiilhe mit der Anionendiat
nach der Kalbung erniedrigte Gesamteiweil3- und Globulin-Konzentrationen, was maglicher-
weise auf eine Kompensation der metabolischen Azidose durch eine Aw-Alkalose
zurtickzufiihren sein konnte. Die Autoren verzichten jedoch auf die Erkldrung Uber diesen
Ansatz.

Die unterschiedlichen Ergebnisse zur Starke der Beeinflussung des Sauren-Basen-
Haushaltes, welche in der Literatur beschrieben sind, scheinen maf3geblich von dem Grad der
Ansauerung der Rationen abhéngig zu sein (Zhang et al. 2022). Zur Uberwachung einer
Anionendiat wird die regelmaRige Uberprifung des SBS im Harn (NSBA oder pH-Wert)
empfohlen (Vagnoni und Oetzel 1998; Constable et al. 2019). Fur die NSBA im Harn wurden
beim Einsatz saurer Salze hohe tagesdynamische, kuhindividuelle Schwankungen
nachgewiesen (Jessen 2010), sodass fur die Kontrolle der Anionendiét die Betrachtung des
Mittelwertes einer Tiergruppe von mindestens acht Kithen empfohlen wurde (Cook et al. 2006;
Jessen 2010).

2.2.3 Indigestion und Hunger: Azidose oder Alkalose?

Bei einem absoluten Nahrstoffmangel im Pansen kommt es zu Stérungen der mikrobiellen
Abbauprozesse bis hin zum Erliegen der Pansenfermentation. Die Grunde dafir kénnen
vielfaltig sein: plétzlicher Futterwechsel, ein hochgradiger Nahrstoffmangel oder
Rohfaserlberschuss im Futter, Mineralstoff- oder Spurenelementméangel in der Ration,
antinutritive oder keimhemmende Substanzen im Futter, mikrobiell verunreinigtes Fultter,
Zusatze wie Futterfette oder Futterharnstoff oder eine verminderte bzw. fehlende
Futteraufnahme durch andere Primérerkrankungen (Dirksen 2006).
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Durch die gestorte Pansenfermentation werden weniger kurzkettige Fettsduren gebildet;
dadurch gibt es weniger Séaurelast und der pH-Wert im Pansensaft steigt (Lachmann und
Schéafer 1985; Dirksen 2006; Staufenbiel 2011). Infolgedessen erhéht sich die
Ammoniakresorption durch die Pansenschleimhaut, was zur alkalischen Belastung des
Organismus fuhren kann. Wenn die Futteraufnahme und daraus folgend die
Wiederkauaktivitat reduziert ist, wird weniger Speichel produziert. Durch die zeitgleich
fehlende Wasseraufnahme (eine Kuh die nicht frisst, sauft auch nicht ausreichend) muss die
Niere Wasser zurlickhalten; dabei ist die HCO3-Ausscheidung vermindert (Grinberg 2022).
Systemisch kann es durch die Anhaufung des HCOjs; ebenfalls zu einer metabolischen
Alkalose kommen.

Der Harn reagiert jedoch aufgrund des fehlenden HCO3; mit einer ,paradoxen Azidurie®.
Aufgrund der reduzierten Futter-aufnahme kommt es im Organismus zu einem Kaliummangel,
sodass die Niere versucht, weniger Kalium auszuscheiden. Im Ausgleich dafir werden
Protonen Uber die Niere sezerniert, welche den Harn zuséatzlich ansauern. Diese
Regulationsmechanismen sind fir Kihe mit Labmagenverlagerung bereits mehrfach
beschrieben (Breukink und Kuiper 1980; Buscher und Klee 1993). Die verringerte
Kaliumkonzentration sowie die erh6hte Ammonium-konzentration im Harn fihren dazu, dass
Uber die NSBA eine Azidose im Harn gemessen wird (Lachmann und Schéafer 1985; Furll
2007), wohingegen im Blut sogar eine metabolische Alkalose vorliegen kann.

2.2.4 Futterungsbedingte alkalische Belastung durch Proteiniberversorgung
Die Proteinverdauung im Pansen erfolgt vorwiegend Uber die bakterielle Flora, welche das
vorhandene Futterprotein zundchst zu NH,* abbaut und in den Pansensaft abgibt. Von dort
wird NH.* durch andere Mikroorganismen assimiliert und zum Aufbau von mikrobiellem Protein
genutzt, welches Uber den Magen-Darm-Kanal verdaut werden kann und somit dem
Organismus zur Verfiigung steht. Fur die mikrobielle Proteinsynthese ist neben dem Stickstoff
auch ein ausreichendes Kohlenhydrat-Angebot notwendig (Dirksen 2006). Bei einem
Proteintberschuss in der Ration bzw. einem Mangel an leicht verdaulichen Kohlenhydraten
kommt es zu einer Anhaufung von NH4*im Pansensaft, was ein alkalisches Pansenmilieu
hervorruft (Lachmann und Schéfer 1985; Firll 1993). Infolge der Pansenalkalose wird die
Vormagenmotorik gehemmt und die mikrobiellen Stoffwechselvorgange werden inhibiert;
zudem kommt es zu einer gesteigerten Resorption von NH.* Uber die Pansenschleimhaut
(Dirksen 2006) und damit zu einer alkalotischen Belastung des systemischen SBS.

Die Pansenalkalose ist, unabhangig von ihrer Genese, Uber eine Erhéhung des Pansen-pH-
Wertes sowie eine erhéhte NSBA im Harn (> 200 mmol/l) relativ eindeutig identifizierbar
(Staufenbiel 2011). Eine indische Studie beschrieb hingegen nur leichte, nicht signifikante
Erhdéhungen der pH-Werte in Blut oder Harn bei Schafen mit diagnostizierter Pansenalkalose
(Shah et al. 2013). Zusatzlich weisen erhohte Harnstoffwerte im Blutserum und in der Milch
auf eine erhbhte Proteinversorgung Ubers Futter hin (Groff und Wu 2005). Wie die
Pansenazidose kann auch die Pansenalkalose eine subklinische oder chronische Form
annehmen, jedoch gibt es wenig Evidenz zu dieser Art der Pansenfermentationsstérung.

2.2.5 Futterungsbedingte alkalische Belastung durch eine hohe DCAB

Ist das Futter reich an Kalium oder werden puffernde Zuséatze wie Natriumbikarbonat in die
Ration gemischt, so kommt es durch den Uberschuss an Kationen zu einer alkalischen
Belastung des Organismus (Lachmann und Schafer 1985; Firll 1993). Block beschrieb bereits
in den friihen 1990er Jahren den Zusammenhang zwischen der DCAB der Ration und dem
SBS der Kuh (Block 1994). In einer Meta-Analyse von Hu und Murphy wurde ein positiver
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Zusammenhang zwischen der DCAB des Futters und dem pH-Wert des Harnes sowie dem
pH-Wert und der HCO3-Konzentration im Blut laktierender Milchkiihe nachgewiesen (Hu und
Murphy 2004). In einem weiteren Versuch bestatigten Hu und Kollegen den linearen
Zusammenhang der DCAB mit den Parametern in Blut und Harn; zudem wurde auch ein
Anstieg der Trockenmasse-Aufnahme mit ansteigender DCAB festgestellt (Hu et al. 2007a).
In einem Futterungsversuch mit unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen im gefitterten Heu
wurde eine Reduktion der alkalischen Belastung im Harn der Tiergruppe nachgewiesen,
welche mit einem reduzierten Kaliumgehalt gefuttert wurde; eine systemische Alkalose im Blut
war hingegen auch in der kaliumreich gefitterten Gruppe nicht erkennbar (Rérat et al. 2009).

Lachmann und Schéfer wiesen darauf hin, dass die meisten Futterungsfehler eher zu einer
kompensierten metabolischen Alkalose fihren, bei welcher pH-Wert und BE im Blut normal
erscheinen, die NSBA und der BSQ im Harn jedoch in Abh&angigkeit von der Intensitat der
Belastung erhoht sind (Lachmann und Schéafer 1985). Pradel gibt in ihrer Dissertationsschrift
einen ausfuhrlichen Uberblick tiber bisherige Studien, welche den Einfluss der steigenden
DCAB auf den SBS in Blut und Harn zeigen, fand in ihren eigenen Untersuchungen jedoch
deutlichere Auswirkungen der steigenden DCAB auf die NSBA im Harn, wohingegen die
Variablen des Blutes nicht signifikant von der steigenden DCAB beeinflusst wurden (Pradel
2021). Die effiziente Regelung des SBS wurde auch in einer friheren Studie nachgewiesen,
welche einen Anstieg der HCOs-Konzentration und der NSBA im Harn beim Zusatz von
Natriumbikarbonat oder Magnesiumoxid zur Ration feststellen konnte, wohingegen der SBS
im Blut unveréndert blieb (Erdman et al. 1982). Die Bestimmung der NSBA im Harn scheint
daher aussagekraftiger, um eine alkalische Belastung der Kuh nachzuweisen. Bedeutsam ist
dies vor allem bei der Beurteilung des Gebarpareserisikos bei trockenstehenden Kiihen; der
Zusammenhang der DCAB des Futters mit dem SBS der Kuh und dem daraus folgenden
Gebarpareserisiko wurde vorab beschrieben (Abschnitt 2.2.2).

2.3Herdenuberwachung anhand von Einzeltier- oder Poolproben

In den 1960er und 1970er Jahren wurden nationale und internationale Strategien fur
systematische Stoffwechselkontrollen zur Uberwachung der Tiergesundheit in den
Milchviehherden entwickelt (Furll 2016). In der ehemaligen Deutschen Demokratischen
Republik wurde ein Standard zur ,Stoffwechseliberwachung in der Rinderproduktion®
(TGL 34313) erarbeitet, der auch heute noch eine der Grundlagen der Stoffwechsel-
tberwachung in gréReren Milchviehherden, vor allem in den neuen deutschen Bundeslandern,
darstellt. Dabei wird eine Stichprobe von klinisch unauffélligen, maf3geblich gesunden Tieren
einer ,Laktationsgruppe® oder ,Leistungsgruppe® in regelmafligen Abstanden beprobt, um
frihzeitig subklinische, fitterungsbedingte Stérungen der Stoffwechselgesundheit zu
erkennen. Die KontrollzeitrAume spiegeln dabei die Phasen des hdchsten metabolischen
Risikos wider: ein bis zwei Wochen vor der Kalbung, die erste Woche nach der Kalbung, zwei
bis acht Wochen nach der Kalbung und bei Bedarf eine Tiergruppe ab der 20. Woche post
partum (Furll 2016). Die TGL 34313 bietet Referenzwerte fur verschiedene Produktions-
abschnitte in der Milchviehhaltung; dabei sind zur Beurteilung einer Tiergruppe sowohl
Kontroll- als auch Toleranzgrenzen anzuwenden. Die Kontrollgrenzen wurden ermittelt als
Gruppenmittelwert abzuglich oder zuziiglich der Halfte der Standardabweichung der Werte der
Gruppe. Die Toleranzgrenzen sind weiter gefasst und Stellen den Gruppenmittelwert + die
einfache Standardabweichung dar.
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Eine Tiergruppe gilt bei Anwendung dieser Grenzen als beanstandet, wenn 20 % der Tiere
aulBerhalb der Toleranzgrenzen zu finden sind oder der Gruppenmittelwert vom Bereich der
Kontrollgrenzen abweicht (Furll 2014). Willer und Kollegen ermittelten in den 1970er Jahren
n =10 Tiere als optimale StichprobengroRe (Willer et al. 1976), jedoch sind in kleineren
Bestanden auch weniger Tiere pro Gruppe moglich, um eine sinnvolle Einsicht in den
jeweiligen Laktationsabschnitt zu gewdahrleisten (Staufenbiel 2015; Firll 2016). Das Optimum
einer Bestandskontrolle stellt die Untersuchung von Einzeltierproben dar; Poolproben
hingegen bieten eine kostengiinstige Alternative. Voraussetzung ist die Annahme von
normalverteilten Proben in der Tiergruppe, die gepoolt werden soll (Furll 2016). Bei
Stichprobenuntersuchungen Uber mehrere Jahre wurde festgestellt, dass aufgrund der
einheitlichen Reaktionsweise von Kiihen des gleichen Laktationsstandes unter gleichen
Futterungs- und Haltungsbedingungen die Bewertung des Stichprobenmittelwertes
ausreichend ist und die Streuung der Einzelwerte vernachlassigt werden kann, da die
Standardabweichung in einer Stichprobe von n = 10 nicht wesentlich von der Grundgesamtheit
abweicht (Willer et al. 1976). In einer Auswertung von Stoffwechseluntersuchungen tber
10 Jahre konnten Walter et al. zeigen, dass vor allem in den ersten Wochen post partum eine
deutlich hohere Variabilitdt bei Parametern des Energiestoffwechsels (Konzentration der freien
Fettsauren und Ketonkorper im Blut) und des Mineralstoffhaushaltes (Konzentration von
Kalzium und Phosphat im Blut, Kalium-Ausscheidung im Harn) zu erkennen ist (Walter et al.
2022), sodass die ,einheitliche Reaktion der Kiihe“ in dieser Zeit in Frage zu stellen ist.

Van Saun stellte fest, dass bei einer StichprobengréRe von funf bis 20 Tieren der Mittelwert
akkurat durch den Poolwert reprasentiert wird. Abweichungen hingegen sind mdglich bei
n > 20, bei unsachgemalRem Probenhandling, was zum Gelieren des Serums oder zur
Hamolyse fihrt, oder bei einer groRen Intraherdenpravalenz fiur Erkrankungen. Zudem waére
die Pooluntersuchung von Stoffwechselparametern, welche eine hohe Variabilitét zeigen (z. B.
Enzymaktivitaten im Blutserum oder die NSBA im Harn) von geringerem diagnostischen Wert
als bei Parametern mit geringer Variabilitdt (z. B. Mineralstoffkonzentrationen im Blutserum)
(Van Saun 2007). In einer weiteren Arbeit rezensierte Van Saun, dass ein Minimum von acht
Tieren reprasentativ fir eine Mittelwertanalyse sein dirfte, Poolproben jedoch nie so sensitiv
sein werden wie die Bewertung von Einzeltierproben. Zusétzlich muss man sich bei der
Interpretation von Poolproben-Ergebnissen bewusst sein, dass man die existierenden
Referenzwerte nur bedingt anwenden kann, da diese in der Regel fur die Bewertung von
Einzeltierwerten berechnet wurden (Van Saun 2016). Andere Untersuchungen beschrieben
eine gute Vergleichbarkeit von Mittelwerten und Poolwerten der NSBA im Harn bei einer
StichprobengrofRe von 10 Kiihen; dabei wurden Tiergruppen aus verschiedenen Laktations-
stadien bericksichtigt (Lehwenich 1999; Bender 2002; Goebbels 2006).

Eine Untersuchung zum Einfluss der Poolprobengréf3e auf die Aussagekraft der NSBA im
Harn von Poolproben verdeutlichte, dass die Ergebnisse von Poolproben mit weniger als neun
Kuhen zu stark vom Mittelwert der Einzeltiere abwichen; die Variabilitat vergrof3erte sich mit
der Abnahme der Poolprobengréf3e. Die Autoren schlussfolgerten, dass die Aussagekraft von
Poolproben in kleinen Tiergruppen erheblich reduziert wird, sodass es nicht sinnvoll scheint,
Sammelproben in Betrieben zu untersuchen, in denen nicht gentigend Tiere im gleichen
Laktationsstand vorhanden sind (Pothmann-Reichl et al. 2011).
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2.4 Aus dem Kenntnisstand der Literatur abgeleiteter Forschungsbedarf
Futterungsbedingte Stérungen in der Vormagenfermentation kénnen in der Regel sehr gut mit
der Beurteilung des Pansensaftes diagnostiziert werden. Anhand des pH-Wertes des
Pansensaftes kann man Azidosen oder Alkalosen im Pansenmilieu erkennen; eine korrekte
bzw. sichere Diagnose erhdlt man jedoch nur durch die aufwéndige und invasive
Probenentnahme via Ruminozentese. Die Bestimmung und Bewertung der NSBA im Harn ist
daher eine seit Jahrzehnten etablierte Methode, um bereits subklinische flitterungsbedingte
Abweichungen vom SBS bei der Milchkuh zu erkennen (Furll 1993).

Die Harnuntersuchung ist besonders in der Transitperiode — dem Ubergang der trocken-
stehenden Kuh in ihre neue Laktationsphase — eine sinnvolle und notwendige Alternative zur
Bewertung der Milchinhaltsstoffe aus der Milchleistungsprifung, denn letztere sind in dieser
kritischen Phase nicht verfigbar. Als ,Goldstandard® wurde die Bestimmung der differenzierten
NSBA mit der Berechnung des BSQ empfohlen, um mdglichen Interpretationsfehlern durch
eventuell vorliegende Diureseschwankungen vorzubeugen; zusétzlich kann man mittels dieser
Untersuchung die Fraktionen Baseniberschuss, Saureniberschuss und Ammonium-
konzentration separat bewerten (Lachmann und Schéafer 1985). Aufgrund des hohen
Aufwands im Labor und der damit entstehenden hohen Untersuchungskosten ist es in der
Praxis jedoch Ublich, die einfache NSBA oder den NSBA-Siebtest im Harn zu bestimmen, um
den SBS zu beurteilen.

Alternativ wird von einigen Untersuchungseinrichtungen auch die Untersuchung von
Poolproben favorisiert, um die Untersuchungskosten fiir den Landwirt in einem vertretbaren
Rahmen zu halten. Routineuntersuchungen in den Thiringer Milchviehherden aus den letzten
Jahren zeigten, dass vor allen bei Kiihen in der Trockenstehphase und im Puerperium mit
Schwankungen der Harnkonzentration gerechnet werden muss. So wiesen mehr als die Hélfte
der untersuchten Kuhgruppen in dieser Zeit erhdhte Kreatinin-Konzentrationen im Harn auf
(Gartner et al. 2023), was mit einer mangelhaften Trankwasseraufnahme assoziiert werden
konnte (Wolf et al. 2021). Es sollte demnach geprift werden, ob die Bestimmung der
differenzierten NSBA diagnostische Vorteile gegentiber der einfachen NSBA mit sich bringt,
vor allem zur Bewertung des SBS von Kuhgruppen in der Transitphase. Unter Be-
ricksichtigung der differenten, schwankenden Futter- und Wasseraufnahme der einzelnen
Kuhe in der Transitphase und einer moglicherweise kleinen Tiergruppen-Grol3e war es zudem
notwendig, die Nutzung von gepoolten Harnproben in diesem Produktionsabschnitt zur
Bewertung des SBS einer Kuhgruppe gegeniiber der Bewertung von Einzelproben zu
validieren.

Im Schrifttum existierten vor Beginn der eigenen Untersuchungen nur wenige veréffentlichte
Studien zur Anwendung der Blutgasanalyse zur Diagnostik subklinischer, fitterungs-
abhangiger Stérungen des SBS bei der Kuh. Der pH-Wert des Blutes ist so gut reguliert, dass
man insbesondere bei chronischen oder subakuten Fermentationsstérungen im Pansen keine
Abweichungen der Variablen der traditionellen Blutgasanalyse findet (Staufenbiel 2011). Nach
dem Fiittern einer fiir den Pansen azidotisch wirkenden Ration wurden keine Anderungen des
pH-Wertes oder der HCOs-Konzentration des Blutes erfasst (Furll 1993; Woida 2021). Bei
dem Einsatz von Anionendiaten, welche den Organismus gezielt stark ,ansauern® sollen, um
die Kalziummobilisation aus dem Knochen zu férdern, konnten hingegen auch niedrigere pH-
Werte sowie verminderte HCOs-Konzentrationen im Blut gemessen werden (Montag 2005;
Charbonneau et al. 2006; Pradel 2021), wobei die erkennbare Reaktion des SBS im Blut von
dem Grad der Ansauerung abhangig zu sein scheint (Zhang et al. 2022).
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Diese Ergebnisse wurden jedoch ausschlieBlich unter Versuchsbedingungen erzielt. Zur
Anwendung und Nutzbarkeit der Blutgasanalyse im Feld, also unter Praxisbedingungen im
Stall, gab es vor Beginn der eigenen Untersuchungen keine veroffentlichten Studien. Auch das
Konzept der starken lonen nach Stewart und Constable fand bisher keine Anwendung zur
Beurteilung des SBS von Milchkihen unter Feldbedingungen. Lediglich aus der angewandten
Forschung zur Milchviehfitterung resultierten wenige publizierte Studien, welche den
modernen Ansatz nutzen und bewerten. In den Untersuchungen von Léffler gab es keine
Hinweise auf Verschiebungen der Eiweil3fraktionen; bei der Verabreichung 10 verschiedener
saurer Salze oder Salzgemische traten lediglich geringe, nicht signifikante Schwankungen von
Awtany auf. Die SID im Serum hingegen sank bei der Verabreichung von Chlorid-haltigen
Salzgemischen signifikant ab, was durch einen Anstieg der Chlorid-Konzentration im Serum
erklart wurde (Loffler 2004). Eine aktuelle Studie bestimmte AG und die Gesamteiweil3-
Konzentrationen im Serum in Abhangigkeit von der DCAB der Ration und stellte hohere
Gesamteiweil3- und Albumingehalte bei erniedrigter DCAB fest, was nach dem Konzept der
starken lonen die Ursache oder eine Verstarkung der azidotischen Last darstellen kénnte. Die
Autoren verzichteten jedoch auf die Anwendung des Strong-lon-Konzeptes zur Aufklarung des
Zusammenhangs (Zhang et al. 2022). Im Vorfeld der eigenen Forschungsarbeiten waren keine
Feldstudien bekannt, welche zur Beurteilung von subklinischen Stérungen des SBS von
Milchkihen den SBS-Status im Harn mit den Variablen der Blutgasanalyse kombinierten bzw.
verglichen.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Aufgabenstellungen

In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene diagnostische Mdglichkeiten zur Bewertung
des SBS bei Milchkihen unter Praxisbedingungen geprift werden. Der Fokus lag auf der
Anwendung direkter und indirekter Verfahren, um fitterungsabhangige, subklinische
Stérungen des Sauren-Basen-Haushaltes in einer Tier- bzw. Fitterungsgruppe friihzeitig zu
erfassen. Die Harnanalyse hat bereits seit Jahrzehnten Anwendung in der Praxis gefunden,
um den SBS bei der Milchkuh zu beurteilen, jedoch galt es, die Aussagekraft der
verschiedenen titrimetrischen Verfahren zur Bestimmung der NSBA fur die Bewertung der
Kuhgruppe zu evaluieren. Die Variablen der vendsen Blutgas- und Elektrolytanalyse sowie
des Strong-lon-Konzeptes fanden bisher keine Anwendung zur Beurteilung des SBS auf
Herden- bzw. Tiergruppenebene, sodass die Nutzung dieser Modelle fir die Herdendiagnostik
einen weiteren Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit darstellte. Um die Nutzbarkeit von
Ergebnissen aus Blut- und Harnproben von Milchkiihen verschiedener Produktionsabschnitte
zur Beurteilung des SBS unter Feldbedingungen zu eruieren, waren folgende Fragen zu
beantworten:

Teilstudie 1:

Ist die Bestimmung der einfachen NSBA nach Kutas oder des NSBA-Siebtestes fur die
Beurteilung des SBS einer Kuhgruppe ausreichend?

Eignen sich Poolproben zur Beurteilung des SBS einer Kuhgruppe von durchschnittlich
sieben Tieren oder bringt die Einzeltieruntersuchung diagnostische Vorteile?

Teilstudie 2:

Stellt die Analyse von Blutgasen, Elektrolyten und Metaboliten im peripheren Blut eine
Alternative oder eine sinnvolle Erganzung zur herkémmlichen Beurteilung des SBS von
Milchkihen mittels Harnanalyse dar, um fitterungsbedingte, subklinische Stérungen zu er-
kennen?

Bringt die Einbeziehung des Strong-lon-Konzeptes gegeniiber dem traditionellen Henderson-
Hasselbalch-Modell Vorteile in der Beurteilung des SBS im Blut der Milchkihe, wenn der
Fokus auf der Erkennung futterungsbedingter, subklinischer Stérungen liegt?

3.2Rahmenbedingungen und behdrdliche Registrierung

Die in der vorliegenden Arbeit ausgewerteten Daten wurden im Rahmen des Projektes
,Entwicklung eines neuen Verfahrens zur effektiven Uberwachung des Sauren-Basen-Status
in Milchviehherden unter Einbeziehung der Kiihe in der Transitphase®, kurz ,NSBA-effektiv*,
erhoben. Das Projekt wurde durch den Rindergesundheitsdienst Thiringen in Zusammen-
arbeit mit dem Institut fir molekulare Pathogenese des Friedrich-Loeffler-Institutes sowie
einem Projektbetrieb in Thuringen bearbeitet. Die Promovendin war im Rahmen ihrer Tatigkeit
fur den Rindergesundheitsdienst fur die Koordination, Durchfilhrung und Auswertung des
Projektes verantwortlich.

Das Projekt ,NSBA-effektiv‘ wurde durch das Thiringer Landesamt fur Verbraucherschutz,
Abteilung 2 - Gesundheitlicher und technischer Verbraucherschutz, unter dem Aktenzeichen
2684-04-15-TSK-18-001 registriert und geprift. Es wurde nicht als anzeige- oder
genehmigungspflichtiger Tierversuch beurteilt, da die Entnahmen der Blut- und Harnproben
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im Rahmen der regelméaRigen Stoffwechselkontrolle der Milchviehbestande primér einen
diagnostischen Hintergrund hatten.

3.3 Tiere, Material und Methoden

3.3.1 Studienpopulation

Insgesamt wurden 896 Kiihe der Rasse Deutsch-Holstein aus 43 Thuringer Milchviehherden
in die Untersuchungen einbezogen. Die Tiere wurden im Rahmen der routinemafiigen
Stoffwechselkontrolle des Thiringer Rindergesundheitsdienstes in einem Zeitraum von
12 Monaten beprobt, sodass die Auswahl der untersuchten Betriebe keine randomisierte
Stichprobe darstellt. Die durchschnittliche Produktionsgrof3e je Betrieb umfasste
507 laktierende Milchkiihe (min: 189 Kiihe, max: 1616 Kiuhe, Median: 400 Kihe) mit einer
mittleren Jahresleistung von 9808 kg Milch (min: 7970 kg, max: 11207 kg, Median: 9807 kg;
Tharinger Verband fir Leistungs- und Qualitatsprifungen in der Tierzucht e. V. und
Landesverband Thiringer Rinderzuchter eG 2016).

Die Haltung der Tiere in den ausgewahlten Betrieben erfolgte in Laufstallen mit Liegeboxen.
In den Trockensteher-Bereichen waren die Tiere teilweise in Kleingruppenhaltung (Boxen mit
Stroheinstreu) aufgestellt. In allen Betrieben erfolgte die Futtervorlage als totale Mischration,
teilweise ergéanzt mit Kraftfutterautomaten.

Teilstudie 1 umfasste 855 Rinder. In den Laktationsabschnitten, welche bekanntermalRen mit
dem hochsten Erkrankungsrisiko assoziiert sind, wurden jeweils eine Stichprobe von
durchschnittlich 6,6 (Minimum: 3; Maximum:10) Tieren beprobt:

- Trockensteher (TS): 21 bis sieben Tage vor dem erwarteten Abkalbetermin,
- Frischabkalber (FAK): zwei bis 10 Tage nach der Abkalbung und
- laktierende Kuihe (LAK): 30 bis 100 Tage nach der Abkalbung.

Die Auswahl und Beprobung der Tiere erfolgte nach dem Ublichen Schema des Thiringer
Rindergesundheitsdienstes, welches anderenorts bereits ausfuhrlich beschrieben wurde
(Donat et al. 2016) und seit den 1980er Jahren etabliert ist. Es orientiert sich an den Vorgaben
der routinemaligen Stoffwechselkontrolle aus der TGL 34313. Dazu werden pro Laktations-
abschnitt, der Gberwacht werden soll, in der Regel sieben klinisch unaufféllige Tiere fur die
Probenentnahme ausgewahlt. Die Auswahl sollte zuféllig erfolgen, sodass nicht nur die Kiihe
mit der hochsten Milchleistung oder die Tiere mit der schlechtesten Kondition als Indikatortiere
beprobt werden. Wichtig fur die Bewertung der Tiergruppe ist, dass die Tiere sich im gleichen
Laktationsstand befinden, denn der Metabolismus einer Kuh mehrere Wochen nach der
Kalbung ist nicht mehr mit dem einer Kuh in der ersten Woche post partum vergleichbar. Daher
werden vor allem in kleineren Betrieben weniger Tiere in der FAK-Gruppe beprobt, damit die
Aussagekraft der Stoffwechseluntersuchung fur die Gruppe nicht durch eine hohe Variabilitat
beeintrachtigt wird. Um den Einfluss des zeitlichen Abstandes zur Futterung so gering wie
mdoglich zu halten, erfolgt die Probenentnahme fir die Stoffwechseluntersuchungen in der
Regel vormittags, jedoch mindestens zwei Stunden nach der ersten Futtervorlage am Morgen.

Es wurden aus 41 Herden je eine Tiergruppe aus allen drei Laktationsabschnitten beprobt, in
einer Herde fehlte die TS-Gruppe und in einer anderen Herde die FAK-Gruppe. Insgesamt
wurden demnach 127 Tiergruppen in die Auswertung einbezogen: 43 LAK-Gruppen und je 42
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TS- bzw. FAK-Gruppen. Abbildung 1 zeigt die Verteilung der Gruppen anhand der Gruppen-
grof3e und des Laktationsstandes.

Verteilung der Kuhgruppen
nach Grofle und Laktationsstand
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Abbildung 1: Verteilung der in die Teilstudie 1 einbezogenen 127 Kuhgruppen in
Abhangigkeit von Gruppengrdlle und Laktationsstand: TS = Trockensteher, FAK = frisch
abgekalbte Kiihe, LAK = laktierende Kihe mit Angabe der Gesamtanzahl der Gruppen (n) je
GroRRenordnung

In die Teilstudie 2 wurden 97 Rinder aus 13 Betrieben aus der Teilstudie 1 und 48 Kiihe aus
einem Projektbetrieb einbezogen, sodass insgesamt 145 Rinder aus 14 Milchviehherden
klinisch bonitiert und beprobt wurden. Die Tiere waren entweder frisch abgekalbte Kiihe im
Zeitraum 1. bis 15. Tag der Laktation (n = 129) oder hochleistende Kihe im Zeitraum 43. bis
76. Tag der Laktation (n =16, aus 2 Milchviehherden). Bei den Kihen, die Teilstudie 2
zugeordnet waren, wurden der Body Condition Score (BCS) nach Edmonson et al. (Edmonson
et al. 1989) sowie die Pansenfiillung in einer Skala von 1 (schlecht gefillt) bis 3 (gut gefullt)
von den Tierérztinnen und Tierarzten des Rindergesundheitsdienstes erfasst.

Erkennbar klinisch kranke Tiere (z. B. festliegende Tiere, sichtbar lahme Tiere) wurden in
keine der beiden Teilstudien einbezogen.

3.3.2 Entnahme, Transport und Aufbereitung der Blut- und Harnproben

Fur die Probenentnahme durch die Tierarztinnen und Tierarzte des Rindergesundheits-
dienstes Thiringen wurden die Tiere einzeln fixiert. Jegliche Manipulation am Tier erfolgte mit
hoher Sorgfalt unter der moglichsten Vermeidung physischer Schmerzen und Leiden der
Tiere.

Die Harnprobenentnahmen fir beide Studien erfolgten nach antiseptischer Reinigung der
Scham des betreffenden Tieres mittels eines sterilen Harnkatheters (Edelstahl, Modell nach
Breslau). Es wurden je Tier 3 x 12 ml Harn in sterile Polypropylen-Réhrchen (Sarstedt,
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Numbrecht, Deutschland) gewonnen, welche unmittelbar nach der Entnahme luftdicht
verschlossen wurden, um pH-Wert-Anderungen zu vermeiden.

Die Gewinnung vendsen Blutes (Teilstudie 2) erfolgte aus der Vena jugularis externa. Von
jedem Tier wurden je 2 ml Vollblut in zwei sterile elektrolytbalancierte Trocken-Heparin-
Spritzen (PICO 50, Radiometer Medical ApS, Brgnshgj, Danemark) aspiriert sowie ca. 10 ml
Blut in sterile Serumréhrchen mit Gerinnungsaktivator (Vacutainer ®, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, USA) gefillt.

Die befillten Serumrdhrchen sowie die Harnproben wurden bei Raumtemperatur, jedoch nicht
tber 25 °C, innerhalb von zwei bis vier Stunden ins Labor transportiert. Anschlie3end wurden
die Serumproben fur die biochemische Untersuchung bei Raumtemperatur zentrifugiert
(4800 x g, 30 Minuten) und das separierte Serum bei -20 °C bis zur weiteren Analyse
tiefgefroren. Die Harnproben wurden ohne weitere technische Bearbeitung analog zu den
Serumproben bis zur biochemischen Analyse eingefroren und bei -20 °C gelagert. Die
heparinisierten Vollblutproben wurden unmittelbar nach der Entnahme gekihlt und bei
Temperaturen < 8 °C innerhalb von zwei bis vier Stunden ins Labor zur Analyse uberfuhrt.

3.3.3 Laboruntersuchungen und Berechnung der Variablen zur Beurteilung
des Sauren-Basen-Status
Analyse der Harnparameter (Teilstudien 1 und 2)

Die Untersuchung der Harnproben erfolgte im Labor des Tiergesundheitsdienstes in
Tharingen. Die Untersuchungsmethoden (mit Ausnahme des Siebtestes) sind nach DIN
EN/ISO 17025 durch die Deutsche Akkreditierungsstelle akkreditiert.

Nachdem die Harnproben (n =3 pro Tier) bei Raumtemperatur innerhalb von zwei bis vier
Stunden schonend aufgetaut waren, wurde aus einer Probe/Tier zun&chst der pH-Wert tUber
eine pH-Messkette mit Glaselektrode bestimmt.

AnschlieRend erfolgte die titrimetrische Bestimmung der differenzierten NSBA (dNSBA) nach
Jegrgensen und Lachmann aus derselben Probe wie folgt:

e 10 mlHarn wird mit 1normaler Salzs&ure (HCI) bis zum pH-Wert von 3,5 titriert, anhand
des Verbrauches der Menge an HCI wird der Basenuberschuss (BUE) berechnet:

BUE (mmol/l) = ml (HCI) x 100 (13)

e im Anschluss wird das Harn-HCI-Gemisch fir 30 Sekunden gekocht und wieder auf
Raumtemperatur abgekuhlt

e das Gemisch wird mit 0,1normaler Natronlauge (NaOH) bis zum pH-Wert 7,4 titriert,
anhand des Verbrauches an NaOH wird der Saureniberschuss (SUE) berechnet:

SUE (mmol/l) = ml (NaOH) x 10 (14)

e nach Zugabe von 10 ml Formaldehydlésung (ca. 37 %ig) wird nochmals mit
0,1normaler NaOH bis zum pH-Wert 7,4 titriert, anhand des Verbrauches an NaOH
wird die Ammoniumkonzentration (NH.) berechnet:

NH. (mmol/l) = ml (NaOH) x 10 (15)
¢ anhand der gemessenen Fraktionen BUE, SUE und NH, wird die dNSBA sowie der
BSQ berechnet:
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dNSBA (mmol/l) BUE — SUE — NH, (16)

BSQ BUE / (SUE + NH.) (17)

Aus der zweiten Probe eines jeden Tieres wurde die einfache NSBA nach Kutas wie folgt
bestimmt:

e 10 ml Harn wird mit Lnormaler HCI bis zum pH-Wert < 4 titriert, die verbrauchte Menge
an HCI wird notiert

e im Anschluss wird das Harn-HCI-Gemisch fir 30 Sekunden gekocht und wieder auf
Raumtemperatur abgekuihlt

e Zugabe von 10 ml Formaldehydlosung (ca. 37 %ig) sowie 150 pl Phenolrot-Indikator-
I6sung

e das Gemisch wird mit 0,1normaler NaOH bis zum Farbumschlag nach orange-rot
titriert, die verbrauchte Menge an NaOH wird notiert

e die NSBA wird anhand des Verbrauches von HCI und NaOH berechnet:

NSBA (mmol/l) = (ml (HCI) x 100) — (ml (NaOH) x10) (18)

Ebenfalls wurde anhand der zweiten Probe/Tier der NSBA-Siebtest als Mikromethode wie folgt
durchgefuhrt:

e 0,5 ml Harn werden mit 0,2 ml 1normaler HCI versetzt

e das Gemisch wird fur funf Minuten im Wasserbad erhitzt

e zu dem Gemisch werden 0,5 ml eines Formaldehyd-Phenolrot-Gemisches zugegeben

e im Anschluss wird schrittweise 0,05 ml 1normale NaOH zugegeben, die zugegebene
Menge an NaOH entspricht der NSBA (Tabelle 3).

Tabelle 3: Berechnung der Netto-Sauren-Basen-Ausscheidung im Harn (NSBA) anhand
des Verbrauches an Natronlauge (NaOH) bei der Titration nach der Mikromethode
(NSBA-Siebtest) nach Furcht und Gratsch

zugegebene Menge NaOH in ml NSBA in mmol/l
0,05 > 300
0,1 200 - 300
0,15 100 — 200
0,2 0-100
0,25 <0

Im Anschluss an die Titration der Einzelproben wurden fir jede Kuhgruppe Poolproben aus je
gleichen Teilen der dritten Einzelproben erstellt, in welchen ebenfalls die differenzierte NSBA
bestimmt wurde. Die Bearbeitung der Harnproben erfolgte im Klima-kontrollierten Raum bei
22 + 2 °C, sodass die pH-Wert-Messungen in den einzelnen Titrationsschritten vergleichbar
sind.

Aus den Einzelharnproben wurden zusétzlich die Konzentrationen von Natrium, Kalium,
Kalzium und Chlorid tber eine indirekte Potentiometrie (lonenselektive Elektrode am UniCel
DxC600, Beckman Coulter, Brea, USA) bestimmt. Die Konzentration von Magnesium im Harn
wurde mittels des 0.g. automatischen Analysators der Firma Beckman Coulter photometrisch
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gemessen. Diese Ergebnisse der Mineralstoffkonzentrationen wurden nur in der Teilstudie 2
verwendet und ausgewertet.

Analyse der Serumparameter (Teilstudie 2)

Die Untersuchung der Serumparameter erfolgte ebenfalls im Labor des
Tiergesundheitsdienstes in Thiringen. Die Serumproben wurden nach dem Auftauen
automatisiert mittels photometrischer Tests analysiert (UniCel DxC600, Beckman Coulter,
Brea, USA). Fur die Berechnung der Magnesium-lonen-Konzentration wurde eine 69 %ige
Dissoziation im Serum angenommen, sodass das Ergebnis der photometrischen Messung mit
dem Faktor 1,38 multipliziert wurde (Riond et al. 1995). Tabelle 4 gibt einen Uberblick tiber die
gemessenen Parameter und deren Bestimmungsmethoden.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die Untersuchungsmethoden der metabolischen Parameter
im Serum mit Angabe des ermittelten Variationskoeffizienten (VK)

Parameter Einheit | Methode Hersteller VK
in %

Freie Fettsauren | mmol/l | enzymatischer Farbtest | Wako Chemicals GmbH, 1,70

(NEFA) (ACS-ACOD-Methode) | Neuss, Deutschland

B-Hydroxy-Butter- | umol/l | kinetisch Randox Laboratories Ltd., 1,52

saure (BHB) enzymatischer Test Crumlin, GroRRbritannien

Harnstoff mmol/l | kinetisch Beckman Coulter GmbH, 3,07
enzymatischer Test Brea, USA

Cholesterol mmol/l | zeitlich bestimmte Beckman Coulter GmbH, 1,70
Endpunkt-Methode Brea, USA

Gesamt-Bilirubin | umol/l | Photometrischer Test DiaSys Diagnostic Systems | 2,92
(DCA-Methode) GmbH, Holzheim,

Deutschland

Magnesium mmol/l | zeitlich bestimmte Beckman Coulter GmbH, 2,32
Endpunkt-Methode Brea, USA

anorg. Phosphat | mmol/l | zeitlich bestimmte Beckman Coulter GmbH, 1,67
Endpunkt-Methode Brea, USA

GLDH nkat/| optimierter UV-Test Rolf Greiner Biochemica 2,42
nach DGKC GmbH, Flacht, Deutschland

Legende zur Tabelle 4: GLDH: Glutamat-Dehydrogenase, DGKC: Deutsche Gesellschaft fur Klinische
Chemie

Im Institut fir veterindrmedizinische Diagnostik (Berlin) erfolgte zusatzlich die Bestimmung der
EiweilRkonzentrationen mittels Kapillar-Elektrophorese (Capillarys 2, Sebia, Mainz, Deutsch-
land).

Analyse der Blutgase und Elektrolyte aus dem Heparin-Vollblut und Kalkulation der
Variablen des Sauren-Basen-Status im Blut (Teilstudie 2)

Die fur die Teilstudie 2 gewonnenen Heparin-Vollblutproben wurden mittels eines kombinierten
Blutgas- und Elektrolytanalysators (ABL-Serie, Radiometer Medical ApS, Brgnshgij,
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Danemark) im Labor des Institutes fur molekulare Pathogenese des Friedrich-Loeffler-
Institutes untersucht. Uber die lonenselektive Potentiometrie wurden der venose Blut-pH-Wert,
der Pco, die Hamoglobinkonzentration und die Plasma-lonen-Konzentrationen von Natrium,
Kalium, Kalzium und Chlorid bestimmt. Zudem wurden tber die enzymatische Elektrode die
Plasmakonzentrationen von Glukose und L-Laktat gemessen. Fir die lonen wurde eine
100 %ige Dissoziation im Plasma angenommen, sodass die Ergebnisse der gemessenen
geladenen lonen der tatsachlichen Serumkonzentration entsprechen.

Durch die Nutzung von standardisierten Algorithmen, welche in die Software des Blutgas- und
Elektrolytanalysators integriert sind, wurden der pH-Wert und der Pco: des Blutes auf die rektal
gemessene Korpertemperatur des Tieres korrigiert, welche unmittelbar vor der
Probenentnahme erhoben wurde. Zusatzlich wurden durch die Software die Variablen des
traditionellen Modells nach Henderson-Hasselbalch (aktuelles HCOj3', standardisiertes HCO3
(HCOg (st)), aktueller BE (cBase) und standardisierter BE (cBase (Ecf)) sowie der Hamatokrit
berechnet, wie von Siggaard-Andersen et al. beschrieben (Siggaard-Andersen 1977;
Christiansen 1981; Siggaard-Andersen et al. 1988; Bassis 2022). Im Anschluss wurden AG,
XA nach Figge sowie die Parameter des vereinfachten Strong-lon-Modells nach Constable
berechnet: SID,, unter Bertcksichtigung von drei (SIDms3), vier (SIDms) oder 5 starken lonen
(SIDns), sowie A und SIG jeweils auf der Basis der Albumin- und
Gesamteiweil3konzentrationen (Awiany Und SIGam bzw. Awiery Und SIGen). Tabelle 5 gibt
einen Uberblick zu den kalkulierten Variablen und fir diese Kalkulation genutzten Konstanten
zur Beurteilung des SBS im Blut.
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Tabelle 5; Variablen und Konstanten des Sauren-Basen-Status im Blut

Parameter bzw. | Einheiten Wert / Formel zur Berechnung Referenz
Konstante
S mmol/l * (mm Hg)* | 0,0307 (Austin et al. 1963)
pK1 6,12 (Putnam und Roos 1991)
HCO3 mmol/| S * Pco, * 10(PH-PK1) (Hasselbalch 1916)
AG mEg/| (Na* + K*) - (CI + cHCOg3) (Oh und Carroll 1977; Constable et al. 1997)
SIDms mEq/I (Na" + K*) - CI (Constable 2000; Ostermann et al. 2014)
SIDma mEq/I (Na" + K*) - (CI + L-Lactate) (Constable 2000; Ostermann et al. 2014)
SIDms mEq/I (Na* + K* + Ca?*) - (CI + L-Lactate) (Constable 2000; Ostermann et al. 2014)
Aot (alb) mmol/I Albumin (g/l) * 0,76 (Constable 2002)
Aot (Pry) mmol/I Totalprotein (g/l) * 0,36 (Constable 2002)
pKa mEg/I 7,06 (Constable 2002)
SIGai) mEg/| Aot alb) /(1+10CPKaPH) - AG (Constable 2002)
SIGen mEg/| Aot pry /(1+10PKaPH) - AG (Constable 2002)
Albumin, geladen | mEqg/I 0,141 * Albumin * (pH - 5,42) (Darrow und Hartmann 1929; Trefz et al. 2015)
Globulin, geladen | mEg/I 0,04 * (Totalprotein - Aloumin) * (pH - 5,58) (Darrow und Hartmann 1929; Trefz et al. 2015)
Zgggéshosphat, mEg/l Pi * (0,309 * pH - 0,469) (Darrow und Hartmann 1929; Trefz et al. 2015)
Na*+ K*+ Ca?'+ Mg?* - CI'- HCOs - (gelad.
XA* mEq/I Albumin) - (gelad. Globulin) - (gelad. anorg. (Figge et al. 1992; Trefz et al. 2015)
Phosphat)

Legende zu Tabelle 5: S = Loslichkeitskoeffizient des Kohlendioxids, pKi" = negativer Logarithmus der Dissoziationskonstante der Kohlensaure, HCO3s =
Bikarbonat-Konzentration, PCO2 = Partialdruck des Kohlendioxids [mmHg], pH = pH-Wert des ventsen Blutes, AG = Anionenliicke ,Anion Gap®,
SIDma/ais = gemessene starke lonendifferenz anhand von drei, vier oder funf starken lonen, Awt = Gesamtheit der schwachen Sauren ,Acid total berechnet
anhand der Konzentration von Albumin (Alb) oder Gesamteiweild (Prt), pKa =negativer Logarithmus der Dissoziationskonstante der Atwt, SIG = starke lonenliicke
~otrong lon Gap®, XA = ,unmeasured Anions*;

*flir die Berechnung von XA beachten: Die Konzentrationen von Bikarbonat (HCOz), L-Laktat, Natrium (Na*), Kalium (K*), Chlorid (CI), Magnesium (Mg?*),
Kalzium (Ca?*) und anorganischem Phosphat (Pi) wurden in mmol/l erfasst, die Konzentrationen von Albumin und Globulin gingen in g/l in die Berechnung ein.
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ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand und Ziel Stérungen des Sduren-Basen-Status
(SBS) in Milchviehbestanden lassen sich durch die Bestimmung

der Netto-Sduren-Basen-Ausscheidung (NSBA) im Harn diag-
nostizieren. Modifikationen dieser Methode sind die differen-
zierte NSBA (dNSBA) mit Bestimmung des harnkonzentra-
tionsunabhdngigen Basen-Sduren-Quotienten (BSQ) und der
vereinfachte NSBA-Siebtest. Ziel dieser Studie war es, diese
Methoden sowohl untereinander als auch als Pooluntersu-
chunginihrer Beurteilung des SBS von Kuhgruppen zu verglei-
chen und daraus Empfehlungen fiir die Praxis abzuleiten.
Tiere, Material und Methoden Aus Harnproben von 855
Deutsch-Holstein-Kiihen in 127 Kuhgruppen verschiedener
Laktationsstadien wurden die Konzentrationen der NSBA, der
dNSBA und der Siebtest-NSBA gemessen sowie der BSQ be-
rechnet; dNSBA und BSQ wurden einzeln und als Pool einer
Gruppe bestimmt. In gemischten linearen Modellen wurden
fiir diese beiden Parameter die Beziehung zwischen dem Mit-
telwert der Einzeltierwerte und dem Ergebnis der Poolproben-
untersuchung einer Gruppe untersucht. Zudem wurden alle
Gruppen anhand ihrer Einzeltierergebnisse der jeweiligen Me-
thoden, den daraus gebildeten Mittelwerten und des Messwer-
tes im Pool hinsichtlich azidotischer oder alkalotischer Belas-
tung beurteilt und unter Nutzung des Einzeltier-BSQ als
Referenz die Sensitivitdt und Spezifitdt der verschiedenen
Methoden berechnet.

Ergebnisse Die Mittelwerte der Einzelmessungen von dNSBA
und BSQ unterschieden sich insbesondere in den Grenzberei-
chen vom Messwert in der Poolprobe. In der Gruppenbeurtei-
lung zeigte die NSBA die beste kombinierte Sensitivitat und
Spezifitdt zur Erkennung von Stérungen des SBS. Die dNSBA-
Pooluntersuchung zeigte eine gute Spezifitat hinsichtlich Azi-
dose und Alkalose, wihrend der NSBA-Siebtest auf Einzeltier-
basis und die BSQ-Bestimmung im Pool eine gute Sensitivitat
hinsichtlich Azidose aufwiesen.

Schlussfolgerungen und klinische Relevanz Es zeigte sich,
dass die NSBA auf Einzeltierbasis gut zur Beurteilung des SBS
von Kuhgruppen geeignet ist und daher fiir den Praxiseinsatz
empfohlen werden kann. Die Bestimmung der dNSBA sowie
des BSQ als Pooluntersuchung ist nicht ausreichend zur Erken-
nung alkalotisch belasteter Kuhgruppen, kann aber zur Besta-
tigung einer vorliegenden azidotischen Last beitragen.
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ABSTRACT

Object and Purpose Acid-base disorders in dairy herds can be
diagnosed by determining urinary net base excretion (NBE).
Modifications of this method are the differential NBE (dNBE)
with determination of the urinary concentration-independent
base-acid ratio (BAR) and the simplified NBE test with reduced
urine volume (sNBE). The aim of this study was to compare
these methods among themselves and as a pooled test, in their
assessment of cow group acid base status as well as to derive
recommendations for practical use.

Animals, Material, and Methods The concentrations of NBE,
dNBE, and sNBE were measured in urine samples derived from
855 German-Holstein cows in 127 cow groups at different sta-
ges of lactation. BAR was then calculated. dNBE and BAR were
determined both individually per cow and as a pool of a group.
Mixed linear models were used to examine the relationship
between the mean of the individual animal values and the pool
sample result of a group for these two parameters. In addition,
all groups were evaluated with respect to acidotic or alkalotic
load based on their single animal results of the respective me-

thods, the mean values formed from them, and the measured
pool result. By using the single animal BAR as reference, the
sensitivity and specificity of the different methods were calcu-
lated.

Results The calculated mean values of the individual measu-
rements of dNBE and BAR differed from the measured value in
the pool sample, especially in low and high measurement ran-
ges. In the group assessment, NBE showed the best combined
sensitivity and specificity for the detection of acid base disor-
ders. The dNBE pool assay showed satisfactory specificity with
respect to acidosis and alkalosis, while the SNBE on an indivi-
dual animal basis and the BAR determination in the pool show-
ed satisfactory sensitivity with respect to acidosis.
Conclusions and clinical relevance It was shown that NBE
determined in individual animal samples is well suited for the
assessment of acid base status of cow groups and can therefore
be recommended for practical use. The determination of dNBE
as well as BAR as a pool test is not sufficient for the detection
of alkalotic load in cow groups but may help to confirm an exis-
ting acidotic load.

Einleitung

In den letzten Jahrzehnten wurde die Milchleistung der Deutsch-
Holstein-Kuh durch stetigen Zuchtfortschritt erheblich gesteigert;
die durchschnittliche 305-Tage-Leistung der Thiringer Kiihe ent-
wickelte sich in den Jahren 1991-2020 von 4905 auf 10167kg [1].
Diese Leistungssteigerung erfordert eine ausgeglichene Gestal-
tung der Futterration, denn bei einer hohen Grundfutteraufnahme
sollte die Ration wiederkduergerecht, d. h. reich an strukturwirk-
samer Rohfaser und trotzdem energiereich sein. Wiederkauer sind
aufgrund der spezifischen Verdauungsvorgange besonders anfallig
fur fitterungsbedingte metabolische Imbalancen [2-4]. Bei einem
verminderten Anteil strukturwirksamer Rohfaser oder einem er-
hohten Kraftfutteranteil in der Ration kann es durch Verschiebun-
genin der Zusammensetzung des Pansen-Mikrobioms zu einer Pan-
senfermentationsstdrung mit einer erhéhten Bildung kurzkettiger
Fettsduren kommen [2, 3, 5], die azidotische Belastungen der
Milchkuh nach sich ziehen [6, 7]. Ebenso kdnnen energiemangel-
bedingte Ketoazidosen oder Hungerzustdnde das Gleichgewicht
des Sduren-Basen-Status (SBS) storen.

Auf der anderen Seite kdnnen Grassilage-betonte Futterratio-
nen mit einem hohen Kaliumeintrag bei trockenstehenden Kithen
zu einer alkalotischen Stoffwechselbelastung und damit zu einem
erhohten Risiko fiir Gebarparese fiihren. Auch eine Pansendysfunk-
tion durch ungtinstiges Energie-Protein-Verhdltnis in der Ration,
eine Pansenfdulnis durch verschmutztes, verdorbenes Futter oder
eine Uberfiitterung mit Futterharnstoff und dhnlichen Verbindun-
gen konnen eine alkalotische Stoffwechselbelastung bedingen [3].

Klinisch sichtbare Konsequenzen von Stérungen des SBS kon-
nen sein: mangelhafte Futteraufnahme, schlechtes Wiederkauver-
halten, Abweichungen in der Kotkonsistenz [8], Riickgang der
Milchleistung und des Milchfettes sowie Abnahme der Kérperkon-
dition. Haufig treten aber auch subklinische metabolische Stérun-

gen auf, welche aufgrund ihrer negativen Auswirkungen auf das
Immunsystem, den Bewegungsapparat und die Fertilitdt der Tiere
ein Gesundheitsrisiko darstellen, das friihzeitig erkannt werden soll-
te [4,5,9]. Neben der Kontrolle der Futtermittel und der Rations-
gestaltung eignen sich regelmaRige Blut- und Harnuntersuchun-
gen auf Herdenbasis zur Einschatzung der Stoffwechselsituation
des Bestandes. Unter Abwdgung von Aufwand und Nutzen sollten
im Rahmen einer optimalen Uberwachung des SBS der Milchvieh-
herden die Kuhgruppen in den Phasen des hochsten metabolischen
Risikos untersucht werden, um bereits subklinische Veranderun-
gen erkennen zu konnen [10-12].

Eine gebriuchliche Methode zur Uberwachung des SBS der
Milchkiihe ist die Bestimmung der Netto-Sduren-Basen-Ausschei-
dung (NSBA) im Harn. Die NSBA spiegelt die Wirkung der kérper-
eigenen Puffersysteme und deren renale Regulation wider und re-
flektiert metabolische azidotische oder alkalotische Belastungen
aufindirekte Weise [13, 14]. Sie erméglicht die Erkennung alimen-
tdr bedingter Belastungen des SBS bei klinisch gesunden Milchki-
hen[3,4,6,7,9,15,16] und wird zur Detektion subklinischer Pan-
senazidosen und damit verbundener ansteigender Saurelast fir
den Metabolismus empfohlen [17]. Die NSBA korreliert hoch mit
der Kationen-Anionen-Bilanz des Futters [16, 18, 19] und eignet
sich damit zur Kontrolle der Wirkung gezielt eingesetzter Rations-
komponenten wie saurer Salze oder Pansenpuffer, welche in fal-
scher Dosierung zu einer azidotischen oder alkalotischen Belastung
des Metabolismus fihren kénnen [20-22].

Die Bestimmung der NSBA beruht auf dem Prinzip der Titration
und bringt die Gesamtheit des Suren- bzw. Basen-Uberschusses
zum Ausdruck [14, 23]. Die NSBA nach Kutas [23] stellt die Diffe-
renz zwischen den ausgeschiedenen Sduren (wie z. B. Chlorid-, Sul-
fat-, Phosphat- und organische Saure-Anionen) und Ammonium-
lonen und den ausgeschiedenen Basen (wie z. B. Kalium-, Natrium-,
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Kalzium-, Magnesium- und Karbonat-lonen) dar. Das Messergeb-

nis dieser Methode hdngt von der renalen Filtration und damit von

der Harnkonzentration ab. Die ,fraktionierte* oder ,differenzier-
te“ NSBA (dNSBA) nach Jergensen [14], weiterentwickelt durch

Lachmann und Schéfer [3], beinhaltet die getrennte Bestimmung

des Basengehaltes, des Sdurenlberschusses und des Gehaltes an

Ammoniumionen mit erganzender Berechnung des Basen-Sauren-

Quotienten (BSQ). Da letzterer von der Harnkonzentration unab-

hdngigist, konnen mogliche Fehleinschdtzungen, die auf Schwan-

kungen in der Harnkonzentration beruhen, ausgeschlossen wer-
den. Bei unklarer Fltterungsanamnese, dem Verdacht auf

Abweichungen von der normalen Harnkonzentration sowie hohen

Anforderungen an die diagnostische Aussage zur Intensitdt der me-

tabolischen Auslenkung ist daher die Bestimmung des BSQ zu emp-

fehlen [3,4, 24]. Als weitere Modifikation der NSBA-Bestimmung

wird der Siebtest als Mikromethode nach Furcht und Grétsch [25]

empfohlen, um auch bei geringem Probenmaterial eine grobe Klas-

sifizierung der Harnprobe vornehmen zu kénnen [4, 24]. Zwischen
den Messergebnissen der NSBA und der dNSBA besteht eine hohe

Korrelation, sodass die einfache NSBA fiir die Routinediagnostik

empfohlen wird [23, 26]. Aufgrund des hohen manuellen Arbeits-

aufwandes wird die dNSBA in der Praxis nur in Ausnahmefallen fiir

Einzeltiere bestimmt. Pool-Untersuchungen einer Laktationsgrup-

pe sind bei normalverteilten Proben, z. B. in der Hochlaktation, eine

zeit- und kostensparende Alternative [11]. Verschiedene Untersu-
chungen zeigten, dass die Ergebnisse gepoolter Harnproben gut

mit dem Mittelwert aus den Einzeltierproben ibereinstimmen [26-

28]. Verzerrungen des Ergebnisses durch Einzeltiere mit erhebli-

chen Abweichungen vom Mittelwert (AusreiBer- oder Extremwer-

te) oder die Méglichkeit einer Maskierung von SBS-Imbalancen
durch gleichzeitig auftretende Azidosen und Alkalosen im Proben-
pool sollten jedoch beachtet werden [29, 30]. Bei Stichprobenun-
tersuchungen iber mehrere Jahre wurde festgestellt, dass bei hoch-
leistenden Kithen die Bewertung des SBS innerhalb einer Fiitte-
rungsgruppe vergleichbar ist [31]. Hingegen scheinen in der

Transitphase, bei differenzierter und zum Teil mangelhafter Futter-

aufnahme, aus den oben genannten Griinden durch das Poolen

fehlerhafte Bewertungen der Kuhgruppe wahrscheinlich zu sein.
Ziel der vorliegenden Studie war es zu priifen, in welchem MaRe

Poolproben von Kuhgruppen zu Fehleinschdtzungen des SBS fiih-

ren und ob Einzeltierproben besonders in der Transitphase von Vor-

teil sein kdnnten. Dabei sollten

1. die Ergebnisse des BSQ und der dNSBA der Kuhgruppen-Pool-
proben mit den errechneten Mittelwerten der Einzeltierergeb-
nisse verglichen werden (Priifung des ,methodischen Fehlers*
bei der Untersuchung von Poolproben)

2. die Bewertung des SBS der Kuhgruppen anhand der Einzeltier-
ergebnisse von NSBA, dNSBA und Siebtest-NSBA gegeniiber
dem BSQ als Referenzmethode gepriift werden. Die Beurtei-
lung des SBS der Kuhgruppen anhand der Pooluntersuchung
sollte ebenfalls mit jener auf der Basis der Einzeltierergebnisse
verglichen werden (Priifung des ,interpretativen Fehlers* der
verschiedenen Methoden auf Einzeltierbasis und Poolebene).
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Tiere, Material und Methoden

Gruppierung der Tiere und Gewinnung der Proben

Es wurden 855 Deutsch-Holstein-Rinder aus 43 Thiiringer Milch-

viehherden in die Untersuchungen einbezogen. Die Auswahl der

untersuchten Betriebe stellte keine randomisierte Stichprobe dar;

die Tiere wurden im Rahmen der routinemaRigen Stoffwechselkon-

trolle des Thiiringer Rindergesundheitsdienstes beprobt. Es wurde

jeweils eine Stichprobe von durchschnittlich 6,6 (Minimum: 3; Ma-

ximum:10) Tieren in den Laktationsstadien untersucht, die bekann-

termaRen mit dem hochsten Erkrankungsrisiko assoziiert sind:

= Trockensteher (TS): 21-7 Tage vor dem erwarteten Abkalbe-
Termin,

= Frischabkalber (FAK): 2-10 Tage nach der Abkalbung und

= Laktierer (LAK): 30-100 Tage nach der Abkalbung

Erkennbar klinisch kranke Tiere wurden ausgeschlossen. Nach an-
tiseptischer Reinigung der Scham erfolgte die Harnprobenentnah-
me mittels Harnkatheter in 3 Proberéhrchen mit je 12 ml Volumen,
die sofort nach der Entnahme luftdicht verschlossen wurden, um
pH-Wert-Anderungen zu vermeiden.

Biochemische Analysen

Die gewonnenen Harnproben wurden nach der Entnahme gekdihlt
(4-10°C), innerhalb von 24 Stunden in das Labor des Tiergesund-
heitsdienstes Thiringen transportiert, und bis zur Untersuchung
bei-20°C gelagert. Nachdem die Proben ca. 2 Stunden bis zum Er-
reichen der Raumtemperatur aufgetaut waren, wurden titrimet-
risch die Konzentrationen der NSBA nach Kutas [23] sowie der
dNSBA (nach Lachmann und Schéfer [3]) bestimmt. Im Rahmen der
Durchfiihrung der Methode nach Lachmann und Schéfer [3] wur-
den BasenUberschuss, Sdureniiberschuss und Ammoniumgehalt
ermittelt und aus diesen Fraktionen der BSQ berechnet. Ebenso er-
folgte die Durchfiihrung des Siebtestes als Mikromethode zur Tit-
ration der NSBA (Siebtest-NSBA). Die Methodenbeschreibung fin-
detsichin > Tab. 1.

Nach dem Auftauen erfolgte die Bildung der Poolproben aus je-
weils gleichen Teilen der Einzeltierharnproben und die Bestimmung
von dNSBA und BSQ in diesen. Die Bearbeitung der Proben fand im
temperaturkontrollierten Labor bei 22 +2 °C statt, sodass die pH-
Wert-Messungen der einzelnen Titrationsschritte vergleichbar und
temperaturabhangige Schwankungen des pH-Wertes im Harn ver-
nachldssigbar waren.

Biostatistische Auswertung

Unter Verwendung des Tabellenkalkulationsprogrammes Microsoft
Excel (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) erfolg-
te die Auswertung der Daten auf Ebene der Kuhgruppen. Es wur-
den die Messungen von insgesamt 127 Gruppen (max. 3 Gruppen
pro Betrieb) eingeschlossen: TS (n=42), FAK (n=43), LAK (n=43).
Zur Beurteilung der Methoden wurden 2 grundsatzlich verschie-
dene Ansdtze gewahlt.

127

28



PUBLIKATIONEN

# Thieme

> Tab. 1 Bestimmung der Harnparameter Netto-Sduren-Basen-Ausscheidung (NSBA) nach Kutas [23], der differenzierten NSBA nach Lachmann und
Schéfer [3] und des Siebtestes nach Furcht und Gratsch [25] mit Angabe des ermittelten Variationskoeffizienten (VK) und der erweiterten Messunsi-

cherheit (Ugpy)-

>Table 1 Estimation of the urine parameters net-base-excretion (NBE) by Kutas [23], differential NBE by Lachmann and Schéfer [3] and the simplified NBE
by Furcht and Gratsch [25] with determined coefficient of variation (VK) and the extended measurement uncertainty (Ugry)-

Methode NSBA nach Kutas [23]

Durchfith- 10 ml Harn schiitteln, mit 1 n HCl auf
rung pH <4 titrieren

30 Sekunden kochen, abkiihlen

= 10 ml 20 %ige Formaldehydlsung
und 6 Tropfen Phenolrot-Indikator
hinzugeben

= mit 0,1 n NaOH bis zum
Farbumschlag zu orange-rot
titrieren

NSBA (mmol/[l)

=10x (10 x HCl-Verbrauch [ml] -
NaOH-Verbrauch [ml])

Ergebnis

VK 2,30%
Uk 5,86 mmol/l

Differenzierte NSBA (dNSBA) nach
Lachmann und Schdfer [3]

10 ml Harn mit 1 n HCI bis pH 3,5 titrieren
=Basentiberschuss

30 Sekunden kochen, abkiihlen

= mit 0,1 n NaOH bis pH 7,4 titrieren
(1)=S&urentiberschuss

= 10 ml 20 %ige Formaldehydlosung zugeben

= mit 0,1 n NaOH bis pH 7,4 titrieren
(2)=Ammoniumkonzentration

dNSBA (mmol/l)

10 x (10 x HCl-Verbrauch [ml] - NaOH(1)-
Verbrauch [ml] - NaOH(2)-Verbrauch [ml])
BSQ

=10 x HCl-Verbrauch [ml] / (NaOH(1)-Ver-
brauch [ml] + NaOH(2)-Verbrauch [ml])

2,29%
2,34 mmol/l

NSBA-Siebtest nach Furcht und Gratsch [25]

0,5ml Harn mit 0,2 ml 1 n HCl versetzen

5 min im Wasserbad erhitzen

= 0,5 ml Formaldehyd - Phenolrot-Losung
hinzugeben

= Schrittweise 0,05 ml 1Tn NaOH bis zum
Farbumschlag hinzugeben

= zugegebene Menge an NaOH entspricht NSBA

(ml) NaOH | NSBA (mmol/l)
0,05 />300

0,10 / 200-300

0,15/ 100-200

0,20/ 0-100

20,25 /<0

7,48%

keine Angabe méglich

Ansatz 1: Beurteilung des methodischen Fehlers bei der
Auswertung von Poolproben

Im ersten Ansatz war fiir die Parameter BSQ und dNSBA die Ver-
gleichbarkeit von aus Einzelwerten errechneten Mittelwerten und
gemessenen Poolwerten einer Kuhgruppe zu priifen.

Aus den fir die 127 Tiergruppen ermittelten Einzelwerten des
BSQ sowie der dNSBA wurden die entsprechenden Mittelwerte be-
rechnet. Ein moglicher Zusammenhang zwischen Gruppenmittel-
und Poolwerten wurde anhand des Korrelationskoeffizienten nach
Pearson gepriift; zusétzlich wurde der Rangkorrelationskoeffizient
nach Spearman berechnet.

Weiterhin wurde die Beziehung zwischen dem Mittelwert der
Einzeltierwerte und dem Ergebnis der Poolprobenuntersuchung
einer Gruppe fiir die INSBA und den BSQ mit gemischten linearen
Modellen untersucht. Dabei war der jeweilige Mittelwert die unab-
héngige und der Poolwert die abhangige, zu bestimmende Varia-
ble. Vorab wurden die Verteilungen von Mittelwert und Poolwert
der Kuhgruppen sowie ihre Beziehung grafisch mittels einer lokal
gewichteten Regressionsfunktion getestet. In Ubereinstimmung
des Verlaufs der Konfidenzintervalle dieser Funktion konnten die
Beobachtungen anhand des Wertebereichs vom Mittelwert weiter
eingeschrankt werden, sodass eine nahezu lineare Beziehung zwi-
schen Mittelwert und Poolwert zu erwarten war. Die Werte fiir den
BSQ wurden logarithmisch transformiert, um eine bessere Anna-
herung an eine Normalverteilung zu erzielen.

Entsprechend der Struktur der Daten war der Betrieb als zufél-
liger Effekt in allen Modellen enthalten. Dariiber hinaus wurde ein
maoglicher Einfluss der StichprobengréRen (<7oder=7) und des
Laktationsstadiums (TS, FAK oder LAK) auf den Zusammenhang
zwischen Mittelwert und Poolwert untersucht. Dazu wurden diese
Variablen und die Interaktionen mit dem Poolwert in die initialen
Modelle aufgenommen:

PW=a+b *MW+b *LS+b *S+b *MW *LS+b *MW *S+B+¢

PW: Poolwert

MW: Mittelwert

a: Regressionskonstante

b: Regressionskoeffizient des Mittelwertes

LS: Laktationsstadium

S: StichprobengroRe

B: Betrieb

e: Intercept

Das endgiltige Modell wurde durch Riickwartsauswahl ermittelt.
Eine Variable wurde im Modell behalten, wenn dadurch die Modell-
glite verbessert wurde. Akaikes Informationskriterium wurde als
MaR der Modellgiite verwendet. Die Modellannahmen wurden im
endgiltigen Modell grafisch gepriift durch Vergleich der Residuen
mit entsprechenden normalverteilten Werten sowie durch Unter-
suchung auf Trend und Homogenitdt der Streuung der Residuen in
Bezug zu den vorhergesagten Werten. Der Einfluss einer bestim-
menden Variablen auf PW wurde als signifikant betrachtet, wenn
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das 95 %-Konfidenzintervall des entsprechenden Parameters im
endgiiltigen Modell die Null ausschloss. Die Konfidenzintervalle der
Modellparameter wurden aus 500 parametrischen Bootstrap-Zie-
hungen der Parameterschatzer ermittelt. Die Schdtzung der Mo-
dellparameter erfolgte mit dem Paket Ime4, Version 1.1-13 [32]
inR, Version 3.3.1 [33]. Die Variablen StichprobengréRe und Leis-
tungsgruppenzugehérigkeit sowie deren Interaktionen haben die
Anpassungsgiite des Modelles nicht verbessert. Das endgiiltige Mo-
dell enthielt neben dem Betrieb als zufélligen Faktor nur die bestim-
mende Variable Mittelwert.

Nach der logarithmischen Transformation wird die Beziehung
zwischen Mittelwert und Poolwert fiir den BSQ mit folgender Glei-
chung beschrieben:

PW(BSQ) =(MW(BSQ)®) * (e?)

Die Gleichung fiir die Variable dNSBA entspricht einer linearen
Geradengleichung:

PW(dNSBA)=b * MW(dNSBA) +a

Die grafische Darstellung der Mittelwert-Poolwert-Vergleiche
fiir dNSBA und BSQ erfolgte in Streudiagrammen. Zusétzlich wur-
den fiir beide Parameter Bland-Altman-Diagramme erstellt [34].
In diesen wurden die Differenzen aus beiden Methoden (Mittelwert
minus Poolwert) auf die Mittelwerte aus beiden Methoden ((Mit-
telwert plus Poolwert)/2) grafisch aufgetragen. Die Mittelwerte aus
beiden Methoden stellen dabei die bestmdégliche Schatzung des
unbekannten wahren Wertes dar. In der Grafik werden der Durch-
schnitt der Differenzen, die Regression der Differenzen und die
Ubereinstimmungsgrenzen (+ 1,96 x Standardabweichung (SD)
bzw. -1,96 x SD vom Durchschnitt der Differenz) als Linien sowie
die optimale Null-Linie bei Ubereinstimmung dargestellt. Bei einer
hinreichend symmetrischen Verteilung der Differenzen liegen 95 %
der Wertepaare innerhalb der Ubereinstimmungsgrenzen. Im Ge-
gensatz zur linearen Darstellung der Messwerte beider Methoden
im Streudiagramm werden im Bland-Altman-Diagramm die Streu-
ung und die Verzerrung der Daten berticksichtigt.

Ansatz 2: Priifung des ,interpretativen Fehlers*

Ein zweiter Untersuchungsansatz diente der Beurteilung der Ver-

gleichbarkeit von mittels verschiedener Methoden erhobenen SBS-

Befunden auf Einzeltierbasis und Poolebene. Hierzu wurde die Be-

urteilung des SBS der Kuhgruppen anhand der Ergebnisse der ver-

schiedenen Titrationsverfahren (NSBA, dNSBA, Siebtest-NSBA)
miteinander verglichen. Jede Kuhgruppe wurde 6-fach bewertet,
sowohl auf der Basis der Einzeltierergebnisse und des errechneten

Gruppenmittelwertes als auch anhand der Pool-Messwerte:

1. ,BSQ-EW*: Beurteilung des SBS der Kuhgruppe anhand der
Einzelwerte sowie des errechneten Gruppenmittelwertes des
BSQ (Referenz)

2. ,dNSBA-EW*: Beurteilung des SBS der Kuhgruppe anhand der
Einzelwerte sowie des errechneten Gruppenmittelwertes der
differenzierten NSBA

3. ,NSBA-EW*: Beurteilung des SBS der Kuhgruppe anhand der
Einzelwerte sowie des errechneten Gruppenmittelwertes der
NSBA nach Kutas [23]

4. ,Siebtest-NSBA-EW*: Beurteilung des SBS der Kuhgruppe anhand
der Einzelwerte der mittels Siebtestes ermittelten NSBA

5. ,BSQ-PW*: berechneter BSQ der Poolprobe der Kuhgruppe
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6. ,dNSBA-PW*“: gemessener Wert der differenzierten NSBA in
der Poolprobe der Kuhgruppe

Kuhgruppen mit erniedrigter NSBA wurden als ,,azidotisch belas-
tet“ beurteilt, Gruppen mit erhéhter NSBA als ,,alkalotisch belas-
tet“. Die Beurteilung des SBS einer Gruppe erfolgte auf der Grund-
lage der physiologischen Kontroll- und Toleranzgrenzen entspre-
chend > Tab. 2.

Eine Gruppe galt als azidotisch oder alkalotisch belastet, wenn
der berechnete Gruppenmittelwert unter- oder oberhalb der Kon-
trollgrenzen lag oder wenn sich>20 % der Einzelwerte gleichgerich-
tet unter- oder oberhalb der Toleranzgrenzen befanden [35]. Die
Bewertung der Kuhgruppen anhand der Pooluntersuchungen von
dNSBA bzw. BSQ erfolgte ausschlieRlich nach den Kontrollgrenzen.
Fiir die Ergebnisse der Siebtest-NSBA fanden <100 oder>200
mmol/l als Toleranzgrenzen Verwendung.

Zundchst wurden die Kuhgruppen anhand der Referenzmetho-
de (BSQ-EW) beurteilt und die Anteile von azidotisch oder alkalo-
tisch belasteten Kuhgruppen und Gruppen ohne Abweichungen
fiir die gesamte Stichprobe sowie innerhalb der Laktationsstadien
berechnet.

AnschlieBend wurde gepriift, ob die Beurteilung des SBS der
Kuhgruppe anhand der dNSBA-EW, der NSBA-EW oder der Sieb-
test-NSBA-EW sowie der BSQ-PW und dNSBA-PW mit der Beurtei-
lung anhand der BSQ-EW vergleichbar ist. Zur Bestimmung der
Testgtite der verschiedenen Methoden bzw. Variablen wurden Vier-
feldertafeln erstellt, mit deren Hilfe die Sensitivitdt, Spezifitat und
Gesamtiibereinstimmung ermittelt wurden.

Ergebnisse

Vergleichbarkeit zwischen dem Mittelwert der
Einzeltierproben und dem Poolwert innerhalb einer
Kuhgruppe

Eine Ubersicht iiber die errechneten Korrelationskoeffizienten (r)
und die beschreibenden Variablen Regressionskoeffizient (b) und
Regressionskonstante (a) derim linearen Modell bestimmten Glei-
chungen mit zugehorigem 95 %-Konfidenzintervall zeigt > Tab. 3.

> Tab. 2 Untere und obere Kontroll- und Toleranzgrenzen zur Beurtei-
lung der Harnparameter Netto-Sauren-Basen-Ausscheidung (NSBA)
bzw. differenzierte NSBA und Basen-Sduren-Quotient (BSQ); basierend
auf Farll [35].

> Table 2 Lower and upper limits of control and tolerance for assess-
ment of the urine parameters net base excretion (NBE) and base-acid
ratio (BAR); based on Fiirll [35].

Parameter im Harn Kontrollgrenzen Toleranzgrenzen

Ky K, Tu To
dNSBA (mmol/l) 107 193 83 215
BSQ 2,6 3.8 1,8 4,6
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> Tab.3 Beziehungen zwischen den aus Einzeltierwerten berechneten Mittelwerten und gemessenen Poolwerten von differenzierter Netto-Sduren-
Basen-Ausscheidung (ANSBA) sowie dem Basen-Sduren-Quotienten (BSQ) im Harn von 127 Kuhgruppen.

> Table 3 Relationships between the mean, calculated from individual measured cow values, and the measured pooled values of extended net base

excretion (NBE) and base-acid ratio (BAR) in urine in 127 milk cow groups.

Parameter n r(P) r(SP) b
dNSBA 127 0,984 0,980 0,90
BSQ 127 0,953 0,954 1,02

a 95 % Konfidenzintervall
von b von a

6,1 [0,86;0,93] [0,87;11,11]

-0,1 [0,95;1,09] [-0,16; -0,03]

n=Anzahl der Laktationsgruppen; r=Korrelationskoeffizient nach Pearson(’) bzw. Spearman(s?); a=Regressionskonstante; b =Regressionskoeffizient

BSQ Poolwert

4
BSQ Mittelwert

> Abb. 1 Streudiagramm zur grafischen Darstellung der Beziehung
zwischen den errechneten Mittelwerten des Basen-Sauren-Quotien-
ten im Harn (BSQ) und den gemessenen Poolwerten des BSQ der
Kuhgruppen (n=127); mit Darstellung der oberen und unteren
Kontrollgrenzen (gestrichelte Linien); basierend auf Fiirll [35]. Nach
der logarithmischen Transformation wird die Beziehung zwischen
Mittelwert und Poolwert durch PW(BSQ) =(MW(BSQ)1,02) * (e-0,1)
als lineare Regression beschrieben, dabei werden ausschlieBlich
Wertepaare innerhalb des eingeschrankten Bereiches [1,5;5,0]
berticksichtigt ( ). AuRerhalb liegende Wertepaare ( +) weisen
tendenziell eine groBere Streuung auf. Quelle: T. Gértner.

»Fig. 1 Scatter plot of base-acid ratio in urine (BAR) calculated mean
and measured pooled values of dairy cow groups (n=127); with the
lower and upper control limits (dotted lines) based on Fiirll [35]. Linear
regression is calculated with PW(BAR)=(MW/(BAR)1,02) * (e-0,1) to
represent the interrelation between mean and pooled values, regar-
ding value pairs within the restricted value range [1,5;5,0] (). Value
pairs outside this range (+) display greater spreading. Source: T. Gart-
ner.

Die gemessenen BSQ-Poolwerte der Kuhgruppen korrelierten

Differenz aus BSQ-MW und BSQ-PW

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
Mittelwert aus BSQ-MW und BSQ-PW

» Abb. 2 Bland-Altman-Methodenvergleich fiir den Basen-Sduren-
Quotienten (BSQ) zwischen den errechneten Mittelwerten (MW) und
den gemessenen Poolwerten (PW) der Kuhgruppen (n=127); mit
Darstellung der mittleren Differenz der Werte (fette Linie), der obe-
ren und unteren Ubereinstimmungsgrenzen (gestrichelte Linien)
sowie der Nulllinie (gepunktete Linie), der Zusammenhang zwischen
Mittelwert und Differenz wird durch die Regressionsgerade (diinne
Linie) erkennbar. Quelle: T. Gartner.

» Fig. 2 Bland-Altmans method comparison for base-acid ratio
(BAR) with the calculated mean-values (MW) and the measured
pool-values (PW) of the dairy cow groups (n=127), the mean of the
differences (fat line), the limits of agreement (dashed lines) and the
zero line (dotted line) are shown as well as the regression straight
line (thin line). Source: T. Gartner.

Fiir den Zusammenhang von gemessenem Poolwert und errech-
netem Mittelwert der Gruppen ergab sich die Gleichung PW(BSQ) =
(MW(BSQ)'-92) * (e=0.7). Die Priifung der Verteilung der Mittel- und
Poolwerte in der grafischen Darstellung ergab fiir diese Gleichung
den eingeschrankten Wertebereich von 1,5 bis 5. AuRerhalb dieser
Grenzen war die Linearitdt des Modells nicht mehr sicher gegeben.
Das Bland-Altman-Diagramm fiir den BSQ (> Abb. 2) zeigte eine
mittlere Differenz zwischen den Mittelwerten und den Poolwerten
von 0,16. Von den 127 Wertepaaren lagen 119 Paare innerhalb der

signifikant mit den aus den Einzelwerten der Tiere errechneten Mit-  errechneten Ubereinstimmungsgrenzen, das entspricht 93,7 % der
telwerten je Gruppe (> Abb. 1;r°P=0,954, p<0,01). Wertepaare. Die Regressionsgerade zeigte einen geringgradig aus-
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> Abb. 3 Streudiagramm zur grafischen Darstellung der Beziehung
zwischen den errechneten Mittelwerten der differenzierten Netto-
Sduren-Basen-Ausscheidung im Harn (dNSBA) und den gemessenen
Poolwerten der dNSBA von 127 Kuhgruppen; mit Darstellung der
oberen und unteren Kontrollgrenzen (- - -); basierend auf Fiirll [35].
Die Beziehung zwischen Mittelwert und Poolwert der dNSBA wird
durch die Gleichung PW(dNSBA)=6,1+0,9*MW(dNSBA) beschrie-
ben, dabei werden ausschlieRlich Wertepaare innerhalb des einge-
schrankten Bereiches [20;200] berticksichtigt (*). AuRerhalb liegen-
de Wertepaare (+) weisen tendenziell eine gréRere Streuung auf.
Quelle: T. Gértner.

> Fig. 3 Scatter plot of extended net base excretion in urine (NBE)
calculated mean and measured pooled values of dairy cow groups
(n=127); with the lower and upper control limits (dotted lines);
based on Fiirll [35]. Linear regression is calculated with
PW(dNSBA)=6,1+0,9 *“MW(dNSBA) to represent the interrelation
between mean and pooled values, regarding value pairs within the
restricted value range [20;200] ( ¢). Value pairs outside this range
(+) display greater spreading. Source: T. Gartner

gepragten negativen Zusammenhang zwischen der Differenz der
Wertepaare und dem Mittelwert aus beiden.

Fiir die dNSBA waren Mittelwerte und Poolwerte der verschie-
denen Kuhgruppen ebenfalls signifikant miteinander korreliert
(» Tab. 3). Die Beziehung zwischen einem gemessenen Poolwert
und dem aus den individuellen Einzeltieranalysen gebildeten Mittel-
wert der dNSBA wurde durch die Gleichung PW(dNSBA) =
6,7+0,9"MW/(dNSBA) beschrieben, allerdings galt die festgestellte
lineare Beziehung nur im Bereich von 20 bis 200 mmol/l (> Abb. 3).
Die Regressionsgerade umschrieb mitihren Konfidenzintervallen je-
doch nicht die Idealgerade y=x.

Im Bland-Altman-Diagramm (> Abb. 4) war eine mittlere Diffe-
renz von 7,12 mmol/l zwischen den Mittelwerten und den Pool-
werten sowie eine lineare, ansteigende Regression erkennbar. Von
den 127 Wertepaaren lagen 120 Paare innerhalb der errechneten
Ubereinstimmungsgrenzen, was 94,5 % aller Wertepaare ent-
spricht.

Vergleichbarkeit der Beurteilung des SBS anhand
verschiedener Methoden (NSBA, dNSBA, Siebtest-
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> Abb. 4 Bland-Altman-Methodenvergleich fiir die differenzierte
Netto-Sduren-Basen-Ausscheidung (dNSBA) im Harn zwischen den
errechneten Mittelwerten (MW) und den gemessenen Poolwerten
(PW) der Kuhgruppen (n=127); mit Darstellung der mittleren Diffe-
renz der Werte (fette Linie), der oberen und unteren Ubereinstim-
mungsgrenzen (gestrichelte Linien) sowie der Nulllinie (gepunktete
Linie), der Zusammenhang zwischen Mittelwert und Differenz wird
durch die Regressionsgerade (diinne Linie) erkennbar.

Quelle: T. Gartner.

»Fig. 4 Bland-Altmans method comparison for extended net base
excretion (NBE) with the calculated mean-values (MW) and the mea-
sured pool-values (PW) of the 127 milk cow groups, the mean of the
differences (fat line), the limits of agreement (dashed lines) and the
zero line (dotted line) are shown as well as the visible regression
straight line (thin line). Source: T. Gartner.

NSBA) auf Einzeltierbasis und Poolebene zur Priifung
des ,interpretativen Fehlers*

Im zweiten Teil der Auswertung wurden 48,8 % aller Kuhgruppen
anhand der Beurteilung nach dem BSQ der Einzeltiere als azidotisch
belastet eingestuft. Hierbei dominierten FAK (75,6 %), gefolgt von
Tieren der Gruppen TS (50 %) und LAK (21,5 %). Bei 18,4 % der Grup-
pen konnte eine Erhohung des BSQ festgestellt werden. Dies war
am héufigsten bei den LAK (33,3 %) zu finden, weniger bei den TS
(16,7 %) und kaum bei den FAK (4,9 %).

Die errechneten Testglitekriterien Sensitivitdt, Spezifitat und
Gesamtiibereinstimmung der Tiergruppenbewertung anhand von
Einzeltierergebnissen fiir dINSBA, NSBA und Siebtest-NSBA sowie
nach Pooluntersuchung fiir BSQ und dNSBA sind in » Tab. 4 ange-
geben.

Im Vergleich zur Gruppenbewertung anhand der BSQ-Einzel-
werte zeigte der BSQ-Poolwert die beste Sensitivitdt zur Erkennung
azidotisch belasteter Kuhgruppen (0,98), gefolgt von Einzelwerten
der mittels Siebtest ermittelten NSBA (0,92), NSBA-Einzelwerten
(0,87) und dNSBA-Einzelwerten (0,77). Der dNSBA-Poolwert wies
im azidotischen Bereich die hochste Spezifitat (0,98) bei einer Sen-
sitivitdt von lediglich 0,74 auf. Die NSBA zeigte zur Detektion alka-
lotischer Belastungen die beste kombinierte Testgiite mit einer
Sensitivitat und Spezifitat von je 0,83. Die Pooluntersuchungen
wiesen im alkalotischen Bereich lediglich sehr hohe Spezifitdten auf
(0,95), dNSBA-Einzelwerte und Siebtest-Einzelwerte zeigten zur Er-
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» Tab. 4 Ubereinstimmungsmatrix der Beurteilung der 127 Kuhgruppen als azidotisch oder alkalotisch belastet anhand der Einzelwerte (EW) der diffe-
renzierten Netto-Sauren-Basen-Ausscheidung (dNSBA), der einfachen NSBA und des Siebtestes sowie der Poolwerte (PW) von Basen-Sduren-Quotient
(BSQ) und der dNSBA im Vergleich zu den Einzelwerten des BSQ als Referenz mit den daraus errechneten Testgtekriterien.

> Table 4 Contingency table for assessment as acidotic or alkalotic loaded milk cow groups based on single values (EW) of net base excretion (NBE),
differential NBE and simplified NBE as well as pooled values (PW) of differential NBE and base-acid ratio (BAR) compared to single values of BAR with

calculated criteria of test goodness.

beanstandet oB

azidotische Belastung dNSBA-EW beanstandet 47
oB 14
NSBA-EW beanstandet 53

oB 8

Siebtest-NSBA-EW beanstandet 56

oB 5
BSQ-PW beanstandet 60
oB 1
dNSBA-PW beanstandet 45
oB 16
gesamt 61
alkalotische Belastung dNSBA-EW beanstandet 18
oB 5
NSBA-EW beanstandet 19
oB 4

Siebtest-NSBA-EW beanstandet 13

oB 10
BSQ-PW beanstandet 17
oB 6
dNSBA-PW beanstandet 11
oB 12
gesamt 23

BSQ-EW

gesamt Sensitivitit  Spezifitat GU
8 55 0,77 0,80 0,78
33 47
12 65 0,87 0,71 0,8
29 37
15 71 0,92 0,63 0,8
26 31
12 72 0,98 0,71 0,87
29 30
1 46 0,74 0,98 0,83
40 56
41 102
13 31 0,78 0,68 0,72
28 33
7 26 0,83 0,83 0,83
34 38
15 28 0,57 0,63 0,61
26 36
2 19 0,74 0,95 0,88
39 45
2 13 0,48 0,95 0,78
39 41
41 64

0B =ohne Beanstandung; Bewertungsgrundlagen im Text; GU= Gesamtiibereinstimmung

kennung von Alkalosen die schlechteste Gesamtiibereinstimmung
mit der Referenz und nur maRigen Sensitivitaten und Spezifitdten.

Von den 127 Laktationsgruppen wurden 2 Gruppen aus dem
Testglite-Modell ausgeschlossen, da sie anhand ihrer BSQ-Einzel-
werte sowohl azidotische als auch alkalotische Belastungen anzeig-
ten. Es handelte sich dabei um je eine FAK- und eine LAK-Gruppe.
In der Pool-Untersuchung wies eine der beiden Gruppen gar keine
Abweichung, die andere Gruppe lediglich eine Abweichung in die
azidotische Richtung auf.

Diskussion

Die Beurteilung des SBS im Rahmen von Stoffwechseluntersuchun-
gen, die das jeweilige Leistungsstadium berticksichtigen, ist ein
wichtiges Tool zur Uberwachung der Herdengesundheit von Milch-

ktihen. In dieser Untersuchung wurde die Aussagekraft verschie-
dener titrimetrischer Methoden zur Bestimmung der NSBA im Harn
und die daraus resultierende Beurteilung des SBS von Kuhgruppen
auf der Basis von Einzeltier- oder Poolergebnissen evaluiert. Im Rah-
men der effizienten und dabei kostensparenden Bestandsiiberwa-
chung wird der schlechtere diagnostische Wert einer Poolprobe bei
Metaboliten mit groBem physiologischem Referenzbereich disku-
tiert [36]. Da die Bestimmung der NSBA auch zu einem diagnosti-
schen Merkmal mit hoher Schwankungsbreite zahlt, wurde gepriift,
ob Poolproben von Kuhgruppen zu Fehleinschdtzungen des SBS
fiihren konnen und ob Einzeltierproben besonders in der Transit-
phase von Vorteil sind.

Beim Vergleich der aus den Einzelwerten errechneten arithme-
tischen Mittelwerte mit den Messwerten aus der Pooluntersuchung
zeigten die untersuchten Parameter BSQ und dNSBA jeweils eine
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sehr hohe Korrelation ihrer Mittel- und Poolwerte (> Tab. 3), was
fur die dNSBA friihere Ergebnisse bestatigt [26-28]. Allerdings
wurde der methodische Fehler bei der Untersuchung von Poolpro-
benin der hier vorgelegten Studie erstmals deutlich erkennbar. Die
im gemischten linearen Modell errechnete Regressionsgleichung
fiir den BSQ umschrieb mit ihren Konfidenzintervallen nicht die Ide-
algerade y=x, da die Regressionskonstante signifikant von null ver-
schieden war. Der Regressionskoeffizient hingegen unterschied sich
nicht signifikant von 1. Mittel- und Poolwert stiegen demnach in
gleichem MaRe, waren jedoch im Wertebereich geringgradig ge-
geneinander verschoben. Der errechnete Zusammenhang gilt nur
im Wertebereich von 1 bis 5, was allerdings dem in praxi tiblichen
Messbereich fiir den BSQ entspricht. Zudem wurde deutlich, dass
der Poolwert des BSQ im Durchschnitt um 0,16 niedriger gemes-
senwurde als der aus den Einzelmessungen errechnete Mittelwert
der Gruppe. Die dabei erkennbare negative Regression zeigt, dass
bei hoheren BSQ-Werten von einer geringgradigen Abnahme der
Differenz zwischen Mittelwert und Poolwert auszugehenist. Zudem
lagen 6,3 % der Wertepaare (8/127) auBerhalb der Ubereinstim-
mungsgrenzen, was auf eine nicht ausreichend symmetrische Ver-
teilung der Differenzen schlieRen ldsst. Schrankt man den Werte-
bereich ebenfalls auf 1 bis 5 ein, lagen nur noch 4,1 % der Werte-
paare (5/121) auRerhalb der Ubereinstimmungsgrenzen, sodass
damit eine symmetrische Verteilung erreicht wurde. Sowohl die
grafische Darstellung als auch das errechnete lineare Modell spre-
chen fiir eine eingeschrankte Vergleichbarkeit von gemessenem
Poolwert mit dem errechneten Mittelwert des BSQ einer Kuhgrup-
pe. Der systematische Fehler des niedrigeren BSQ-Poolwertes soll-
te bei der Bewertung von Poolergebnissen beriicksichtigt werden.

Die errechnete Regressionsgleichung fiir die dNSBA umschreibt
mit ihren Konfidenzintervallen ebenfalls nicht die Idealgerade y =x.
Mittelwerte und Poolwerte der dNSBA kénnen daher in ihrem In-
formationsgehalt, im Gegensatz zu friiheren Untersuchungen [27],
nicht als gleichbedeutend angesehen werden. Zudem war die Li-
nearitdt dieses Modells auch nurin einem beschrankten Wertebe-
reich [20;200] gegeben, sodass der errechnete Zusammenhang
nur eingeschrankt giltig ist. Andere Autoren fanden ebenfalls Ab-
weichungen von der Idealgeraden, fiihrten diese auf das Verfahren
der Poolbildung zuriick und beflirworteten eine Betrachtung der
Poolwerte aufgrund der hohen Korrelationen [26, 28]. Das Bland-
Altman-Diagramm (> Abb. 4) fiir den Parameter dNSBA zeigte, dass
der errechnete Mittelwert im Durchschnitt 7,12 mmol/l héher war
als der gemessene Poolwert, was analog zum BSQ auf einen syste-
matischen Fehler hinweist. Weiterhin war im Bland-Altman-Dia-
gramm ein positiver Anstieg der linearen Regression erkennbar,
wodurch ein proportionaler Fehler aufgezeigt wird. Es kann dem-
nach von einer Zunahme der Differenz zwischen Mittel- und Pool-
wert bei hoheren Konzentrationen der dNSBA ausgegangen wer-
den. Im Messwertbereich oberhalb von 150 mmol/l drifteten die
Differenzen zwischen Mittel- und Poolwert deutlicher auseinander.
Auch lagen 5,5% der Wertepaare (7/127) auRerhalb der Uberein-
stimmungsgrenzen. Dies bedeutet auch fir die dNSBA, dass die
Differenzen nicht ausreichend symmetrisch verteilt waren, und bei
einer Einschrankung des Wertebereiches von 20 bis 200 mmol/|
lagen 6,1 % der Wertepaare auerhalb des tolerierbaren Bereichs.
Fiir die dNSBA wird anhand dieser Ergebnisse gefolgert, dass Mit-
telwerte und Poolwerte in jedem Fall nicht als gleichwertig ange-
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sehen werden konnen. Der dNSBA-Poolwert kann entgegen friihe-
ren Publikationen [26-28] fiir die Beurteilung einer Kuhgruppe nur
bedingt verwendet werden und ist vorsichtig zu interpretieren. Eine
Einschrankung des Wertebereiches auf 20 bis 200 mmol/l erscheint
wenig sinnvoll, da unter Praxisbedingungen ebenso Werte <20
oder>200 mmol/l zu erwarten sind.

Ein moglicher Einflussfaktor auf die ermittelten Unterschiede
zwischen errechneten Mittelwerten und gemessenen Poolwerten
pro Kuhgruppe kann die geringe StichprobengréRe von durch-
schnittlich 6,6 Tieren pro Leistungsgruppe sein. Von anderen Au-
toren wurde eine Stichprobe von 10 klinisch unauffalligen Einzel-
tieren eines Laktationsabschnittes zur Beurteilung der Herdensi-
tuation in groBeren Milchviehherden vorgeschlagen [31,37-39].
Weitere Studien erhielten diagnostisch verwertbare Ergebnisse bei
PoolgréRen von 5 bis 20 Tieren [36,40] bzw. bei Einbeziehung von
mindestens 8 Tieren [12]. In der Transitphase und in kleineren Be-
trieben wird haufig mit einer niedrigen Stichprobenzahl zu rechnen
sein, oft missen alle in der Transitgruppe vorhandenen Tiere ein-
bezogen werden. Vor allem in kleineren Gruppen kénnen Abwei-
chungen von Einzeltieren das Gruppenmittel verschieben und so
zu fehlerhaften Beurteilungen fiihren [29, 38]. Aufgrund dieser Be-
denken wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der Stichpro-
bengroRe (<7 oder>7 Tiere pro Gruppe) sowie des Laktationssta-
diums der Tiergruppen (TS, FAK, LAK) im gemischten linearen Mo-
dell gepriift und als vernachldssigbar eingeschatzt, da beide
Variablen die Anpassungsglite des Modells fiir BSQ und dNSBA nicht
verbessern. Es ist festzustellen, dass Poolproben zur Beurteilung
des SBS von Kuhgruppen nur eingeschrankt zu empfehlen sind, die
Bewertung des BSQ ist dabei der dNSBA vorzuziehen.

Ein weiterer Vorteil von Einzeltierergebnissen ist, dass die Be-
wertung der Kuhgruppe nicht nur anhand des Gruppenmittelwer-
tes erfolgt, sondern dass die relativen Abweichungen der Einzeltie-
re ebenfalls bei der Gruppenbeurteilung berticksichtigt werden
konnen. Im Gegensatz zu fritheren Arbeiten [26, 27] basierte die
Evaluierung der Methoden zur Beurteilung der Kuhgruppen in der
vorliegenden Studie nicht nur auf dem Vergleich zwischen Mittel-
werten und Poolwerten, sondern es wurden ebenfalls die individu-
ellen Abweichungen berticksichtigt. Dabei wurde die Beurteilung
des SBS der Kuhgruppen anhand der Einzeltierergebnisse von NSBA,
dNSBA und Siebtest-NSBA gegeniiber dem BSQ als Referenzme-
thode gepriift. Zusétzlich wurde die Bewertung der Kuhgruppen
anhand der Pooluntersuchung mit jener auf der Basis der Einzeltie-
rergebnisse verglichen.

Die dNSBA wies bei guter Spezifitat nur eine méRige Sensitivi-
tdt fiir das Erkennen azidotisch belasteter Gruppen auf. Die NSBA
zeigte sich deutlich sensitiver, allerdings mit etwas schlechterer
Spezifitdt. Eine Ursache hierfiir konnte sein, dass die NSBA im
Durchschnitt etwas niedriger gemessen wurde als die dNSBA (123
vs. 132 mmol/l; Mittelwert tiber alle Kuhgruppen). Eine mogliche
Erkldrung ist die subjektivere Titration der NSBA bis zu einem Far-
bumschlag von gelb nach orange-rot; welcher mitunter zeitverzo-
gert erkannt wird, was wiederum zu einer geringgradig hoher ge-
messenen Sdurelast fiihren kann. Betrachtet man die Gruppen ein-
zelninihrer Beurteilung, so erkennt man, dass 12 Gruppen anhand
der dNSBA-Einzelwerte abweichend zu den BSQ-Einzelwerten be-
urteilt wurden, wéhrend die Bewertung anhand der NSBA-Einzel-
werte mit dem BSQ als Referenz tibereinstimmte. In 11 dieser 12
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Gruppen erging eine fehlerhafte Beurteilung aufgrund hoherer
Messwerte der dNSBA, sodass azidotisch belastete Gruppen als
,normal“ beurteilt wurden bzw. Gruppen ohne Abweichungen im
SBS als alkalotisch belastet eingestuft wurden. Zur Erkennung von
Alkalosen zeigte die dNSBA keine akzeptable Testgiite; Sensitivitdt
und Spezifitat der NSBA waren hingegen ausreichend zur Diagnos-
tik und Einschdtzung des SBS. Festzuhalten bleibt, dass die INSBA
trotzihrer erweiterten, objektiveren und damit genaueren titrime-
trischen Bestimmung keine besseren Ergebnisse zu liefern vermag
als die etwas vereinfachte NSBA nach Kutas [23]. Letztere kann
daher tibereinstimmend mit anderen Autoren [23,26] in der Rou-
tinediagnostik zur Beurteilung des SBS von Milchkuhherden emp-
fohlen werden.

Bei Anwendung des Siebtestes zeigte sich eine sehr gute Sensi-
tivitat bei maRiger Spezifitat fiir die Erkennung azidotisch belaste-
ter Kuhgruppen. Verbessern konnte man die Spezifitdt moglicher-
weise durch die Anpassung der Titrationsvolumina, sodass in klei-
neren Schritten titriert werden kénnte. Fiir die Erkennung
alkalotisch belasteter Kuhgruppen war nur eine mangelhafte Test-
glte erkennbar. Eine mdgliche Ursache konnte das geringe Pro-
benvolumen (0,5 ml) darstellen, welches die ohnehin schon sub-
jektive Titration bei der Durchfiihrung des Siebtestes noch ver-
scharft. Der optische Farbumschlag ist vor allem bei sehr blassen
oder stark eigengefdrbten Harnproben mitunter schlechter zu er-
kennen, sodass der Sdureanteil ,falsch hoch* titriert wird. Der Sieb-
test kann daherim Gegensatz zu friiher publizierten Untersuchun-
gen [24] nur eingeschrinkt zur Uberwachung des SBS von Milch-
kithen empfohlen werden. Eventuell sind die Abweichungen in der
Beurteilung durch die differente, grobere Titration bei der Durch-
fiihrung des Siebtestes in dieser Untersuchung im Vergleich zu fri-
heren Untersuchungen bedingt, denn fiir die Arbeitsanweisung
gibt es ebenso eine zweite Variante, nach welcher in kleineren
Schritten und damit genauer titriert wird, so dass ggf. bessere Er-
gebnisse zu erzielen sind. Die Verbesserung der Aussagekraft des
Siebtestes vor allem im alkalotischen Bereich durch eine Anpassung
der Titration sollte gepriift werden.

Die Ergebnisse der Pool-Untersuchung zeigten eine deutlich
schlechtere Testgiite der dNSBA im Vergleich zum BSQ. Letzterer
weist zur Erkennung azidotisch belasteter Gruppen eine hohe Sen-
sitivitdt bei maRiger Spezifitat auf und erwies sich damit als das
bessere diagnostische Kriterium in der Pool-Untersuchung im Ver-
gleich zur dNSBA, welche sich lediglich durch eine hohe Spezifitat
auszeichnet. Zur Erkennung von Alkalosen erscheint die Pool-Un-
tersuchung weniger geeignet, denn sowohl fiir die dNSBA-Pool-
werte als auch fiir die BSQ-Poolwerte wurden schlechte Sensitivi-
taten berechnet. Beide Parameter zeigen eine hohe Spezifitdt, so-
dass sich ein Einsatz der Pool-Untersuchung mit Titration der
dNSBA und Berechnung des BSQ als Bestdtigungsuntersuchung
zum Ausschluss falsch positiver Beurteilungen der Tiergruppen an-
bietet. Die Untersuchung gepoolter Proben mittels BSQ scheint
zudem als Screening-Untersuchung zur Erkennung azidotisch be-
lasteter Kuhgruppen geeignet zu sein.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass ein linearer Zusam-
menhang zwischen dem Mittelwert der Einzelmessungen und dem
Messwert der gepoolten Proben einer Kuhgruppe in einem einge-

schrankten Wertebereich (BSQ: 1-5; dNSBA: 20-200 mmol/l) ge-
geben ist, in dem der groRte Anteil der untersuchten Proben lag.
Poolwert und Mittelwert kénnen fiir beide Parameter jedoch nicht
grundsatzlich als gleichbedeutend angesehen werden, da in den
Randbereichen deutliche Abweichungen festzustellen waren. Diese
Studie belegte zudem deutliche Abweichungen von einer symme-
trischen Verteilung der Werte. Fiir die Bewertung der Stoffwech-
sellage innerhalb einer Kuhgruppe erwies sich die NSBA auf Einzel-
tierebene als geeignete Methode fiir Screening-Untersuchungen.
Sie zeigte im Unterschied zu allen anderen untersuchten Metho-
den die stabilsten Testgtitekriterien fir die Erkennung sowohl azi-
dotischer als auch alkalotischer Belastungen. Die erweiterte dNSBA
inklusive der Bestimmung des BSQ ist als Pooluntersuchung und
als Ergdnzung zur NSBA-Einzeltierdiagnostik geeignet, und ware
dementsprechend vor allem bei unklarer Fiitterungsanamnese
oder bei Verdacht auf starke Schwankungen in der Harnkonzent-
ration zu empfehlen. Fiir routinemédRige Herdenuntersuchungen
auf Einzeltierbasis kann die dNSBA aufgrund des hohen Arbeitsauf-
wandes im Labor nicht empfohlen werden, da sie gegeniiber der
einfachen NSBA nach Kutas [23] kaum diagnostische Vorteile
bringt. Die in friiheren Arbeiten [23, 26] nachgewiesene hohe Kor-
relation zwischen NSBA und dNSBA spricht fiir die Eignung der
NSBA nach Kutas [23] fiir diesen Untersuchungszweck. Die weite-
re Vereinfachung der NSBA-Methode in Form des Siebtestes bringt
zwar Vorteile in der technischen Handhabung im Labor, da auch
kleinere Mengen Harn untersucht werden kdnnen, jedoch ist der
diagnostische Wertim Vergleich zur NSBA deutlich begrenzter. Der
Einsatz von Pooluntersuchungen zur Bewertung des SBS von Kuh-
gruppen sollte stets kritisch gepriift werden. Sie zeichneten sich
durch hohe Spezifitat bei begrenzter Sensitivitat aus und sind daher
als Bestatigungsuntersuchungen und weniger als Screeningunter-
suchungen zu empfehlen.

FAZIT FUR DIE PRAXIS

Fiir die Beurteilung des SBS und die Erkennung azidotischer
oder alkalotischer Belastungen in Kuhgruppen stehen als
titrimetrische Harnuntersuchungen die Bestimmung der
NSBA nach Kutas [23], der differenzierten NSBA nach
Lachmann und Schafer [3] sowie der vereinfachte Siebtest
nach Furcht und Gratsch [25] zur Verfiigung. Die Methoden
konnen auf Poolebene oder als Einzeltieruntersuchung
durchgefiihrt werden. Die Messwerte aus Poolproben
konnen dabei jedoch nur innerhalb eines begrenzten
Messbereichs als gleichbedeutend mit den aus Einzeltierer-
gebnissen berechneten Mittelwerten angesehen werden. Im
Vergleich mit der Referenzmethode BSQ weist die NSBA die
beste kombinierte Testgite zur Erkennung azidotischer und
alkalotischer Belastungen auf und kann daher zur Herden-
diagnostik auf Einzeltierebene empfohlen werden. Poolpro-
ben zeigen zur Erkennung alkalotischer Belastungen eine
geringere Sensitivitat im Vergleich zur Einzeltierdiagnostik.
Fiir die Beurteilung gepoolter Proben ist der BSQ der dNSBA
vorzuziehen.
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4.2 Teilstudie 2
T. Gartner, V. Zoche-Golob, S. Redlberger, P. Reinhold, K. Donat (2019):

Acid-base assessment of post-parturient German Holstein dairy cows from jugular venous
blood and urine: A comparison of the strong ion approach and traditional blood gas analysis

PLoS ONE 14(1)
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948

This is an open access article distributed under the terms of the
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ , which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Persdnlicher Beitrag:
e Beteiligung an der Planung und Organisation der Studie
e Beteiligung an der Datenerhebung: Probenentnahmen im Stall
o Datenaufbereitung und Datenzusammenfuhrung in Vorbereitung der statistischen
Analysen
e Auswertung und Diskussion der statistischen Analysen
e Erstellung und Revision des Manuskriptes

Korrekturhinweis:

In der Veroffentlichung liegt im Abschnitt ,Animals and study design® ein Druckfehler vor. Die
145 Milchkihe aus der Teilstudie 2 stammten nicht aus 13, sondern aus 14 Thiringer
Milchviehbetrieben.
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Abstract

Evaluating acid-base status is important for monitoring dairy herd health. In a field study, we
aimed to compare the acid-base status measured by net acid-base excretion (NABE) in
urine with results of venous blood analysis in clinically healthy, but possibly metabolically
burdened cows in their transition period. For this, we sampled blood from the jugular vein
and urine from 145 German Holstein cows within 1 to 76 days post-partum. In blood, the
metabolic parameters non-esterified fatty acids (NEFA) and B-hydroxybutyrate (BHB), as
well as numerous parameters of the acid-base status were measured. The traditional
approach, based on bicarbonate concentration, base excess (BE) and anion gap (AG), was
compared to the strong ion approach variables, e.g. acid total (Ai), measured strong ion dif-
ference (SID,), strong ion gap (SIG), and unmeasured anions (XA), respectively. Results of
both approaches were set against the outcome of urine analysis, i.e. the NABE, base-acid
ratio and pH of urine, in a cluster analysis, which provided 7 moderately stable clusters.
Evaluating and interpreting these 7 clusters offered novel insights into the pathophysiology
of the acid-base equilibrium in fresh post-partum dairy cows. Especially in case of subclinical
acid-base disorders, the parameters of the strong ion difference theory, particularly SID,,
Aot and SIG or XA, provided more in-depth information about acid-base status than the tra-
ditional parameters BE, bicarbonate or AG in blood. The acid-base status of fresh cows with
protein aberrations in blood could be differentiated in a much better way using the strong ion
approach than by traditional blood gas analysis or by the measurement of urinary excretion.
Therefore, the strong ion approach seems to be a suitable supplement for monitoring acid-
base balance in dairy cattle.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948 January 16, 2019
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Introduction

Monitoring the acid-base status in cattle is an important diagnostic tool in dairy herd health
management. Inappropriate feeding is one of the major causes of ruminants’ predisposition to
metabolic imbalances leading to reduced health and performance in dairy herds [1, 2]. Moni-
toring such metabolic disturbances can include analysis of blood, urine, milk or ruminal fluid
(2, 3].

The traditional approach for evaluating the acid-base status in peripheral blood is bicarbon-
ate-based with determination of base excess and anion gap [4, 5]. The anion gap (AG) was
established for detecting unidentified strong ions, indicating that an increase in AG shows aci-
dosis induced by an increase in unmeasured anions [6]. Thereby the AG depends on albumin
concentration [7]. The traditional approach is recommended for use only when serum protein
concentration is not affected [8, 9].

In the 1980s, Stewart [10] defined a new approach for assessing the acid-base equilibrium
by combining the three constraints of electroneutrality, dissociation equilibrium, and conser-
vation of mass. Stewart proposed that plasma pH is determined by three independent factors,
i.e. partial pressure of CO, (pCO,), strong ion difference (SID), and acid total (A¢y) [4, 5]. SID
represents the net strong ion charge from plasma and is defined as the difference between the
quantitatively important measurable strong cations (e.g. sodium, potassium, calcium and mag-
nesium) and anions (e.g. chloride and lactate) in plasma [10]. A represents the total plasma
concentration of non-volatile weak buffers and involves the plasma concentrations of albu-
mins, globulins and phosphate [10], but Stewart’s approach provides no valid method to deter-
mine A, in cattle [11].

After Stewart described this theoretical basis, his strong ion model was applied to many spe-
cies expecting novel insights into the pathophysiology of mixed acid-base disorders [7, 12, 13].
Furthermore, it was extended to detect unmeasured strong anions (XA) [13] and was recom-
mended for use in cattle by considering globulin concentrations in bovine serum [14, 15].
Constable reduced Stewart’s complex equations to a simplified approach for clinical assess-
ment [16] and provided accurate values for A, in bovine plasma [14]. He supplied the calcula-
tion of the strong ion gap (SIG) which included A, and, therefore, allowed a better estimation
of the unmeasured strong ion concentration in plasma than the anion gap. As bovine globulin
is negatively charged, calculations were given based on serum concentrations of albumin (A
(alb) SIG ) or total protein (Ato(prt), SIGpyt) respectively [14]. The SIG appears to be the cen-
tral advantage of Stewart’s theory.

In urine, the measurement of the net acid-base excretion (NABE), established by Jorgensen
[17] and Kutas [18] and refined by Lachmann [2], has been widely used in bovine medicine
and has been proved to provide a sensitive and appropriate method to evaluate the acid-base
status in cattle in general practice [1, 3, 19]. Thus, urinary NABE is an important component
of the metabolic profile tests in dairy herds.

None of the methods described above have proved to be superior in detecting early or
subclinical acid-base disturbances in clinically healthy cows. Furthermore, acid-base
assessment in urine and the strong ion approach in blood had, thus far, not been simulta-
neously applied to dairy cows in field studies. By doing this, the objective of this study was
to obtain deeper insights into the pathophysiology of acid-base imbalances in metabolically
burdened albeit clinically healthy dairy cows by combining urine analysis with the two dif-
ferent methods of blood analysis. Thus, the diagnostic value of NABE resulting from urine
analysis was compared to the outcomes of acid-base variables in blood resulting from the
traditional approach involving determination of bicarbonate and base excess and the strong
ion model, respectively. Our hypothesis was that subclinical metabolic imbalances could be
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identified in a better way by combining urine and blood analyses, and by using the strong
ion approach instead of the traditional approach to assess the acid-base equilibrium in
blood.

Animals, materials and methods
Ethics statement

Clinical examinations and collection of biological specimens were performed within the
framework of the cattle health monitoring program of the Thuringian Animal Health Ser-
vice, where cows of the herds under contract are routinely supervised and monitored by vet-
erinarians. Every effort was made to minimize suffering during the sampling of blood and
urine. Since it was not possible to collect arterial blood within the framework of this permit
only venous blood was sampled for further analysis. The competent authority for research
ethics approval (Thuringian State Office for Consumer Protection, Department 2 Animal
Welfare) granted a formal waiver of ethics approval (approval number 2684-04-15-TSK-18-
001).

Animals and study design

A total of 145 German Holstein dairy cows from 13 farms in Thuringia were included in the
study. The cows showed no overtly apparent clinical symptoms of disease and were either
fresh cows 1-15 days post calving (n = 129) or high lactating cows, being 43-76 days in milk
(DIM) (n = 16). Obviously diseased animals like downer cows or cows with rectal body
temperature > 40°C were excluded from the study.

In parallel to sampling, the rectal temperature was measured, body condition score (BCS)
according to Edmunson et al. [20] was assigned, and the rumen fill, scored on a scale of 1 to 3
(1 -nearly empty; 2 -moderately-filled; 3 —~well-filled) was noted. Blood and urine were
obtained from each animal on one occasion, with samples collected immediately after each
other and evaluated as a pair. Blood was collected anaerobically from the jugular vein into 10
ml vacuumized serum tubes for biochemical analysis and into 2 ml polypropylene syringes
with lyophilized electrolyte-balanced heparin for blood gas and electrolyte analysis. Urine sam-
ples were collected anaerobically in 13 ml tubes using a sterile bladder catheter (Breslau model,
material: stainless steel).

Urine analysis

Without any further processing, the urine samples were stored at -20°C until analysis. The
concentrations of sodium (cNa* (u)), potassium (cK™ (u)), calcium (cCa®" (u)) and chloride
(cCI' (u)) were obtained by indirect ion-selective potentiometry. Magnesium (cMg (u)) was
measured with an automatic analyzer (UniCel DxC 600, Beckman Coulter; timed endpoint
method). The pH of urine (pH (u)) was assessed by pH-meter at room temperature (22+2 °C,
air-conditioning). Additionally, the net acid-base excretion ((NABE (u)) with base excess (cBE
(u)), acid excess (cAE (u)), the concentration of ammonium (cAmm (u)) and the base-acid
ratio (BAR (u)) were determined by the titrimetric method as described by Lachmann and
Schifer [2]. Shortly, 10 ml of urine were titrated first with hydrochloric acid to reduce pH to
4.0 whereas the required amount of acid corresponded to cBE. Second, the sample was titrated
with sodium hydroxide to raise pH again to 7.0, and the used amount of lye resulted in cAE.
Last, formyl aldehyde was used to precipitate ammonium ions, pH was titrated with lye to 7.0
again in order to assess the cAmm in urine. After this, cNABE and BAR were calculated by the
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following Eqs 1 and 2:
cNABE = ¢BE — (cAE + cAmm) (1)

BAR = ¢BE/(cAE + cAmm) (2)

Blood analysis

Immediately after collection, the heparinized blood samples were kept on cooled packs, i.e. at
temperatures below 8°C. They were analyzed within 2 and 4 hours using a combined blood
gas/electrolyte analyzer (ABL-series, Radiometer) as described previously by Ostermann et al.
[21] and Redlberger et al. [22]. The venous blood pH (pH (v)), the partial pressure of CO,
(pCO; (v)) and the concentration of total hemoglobin (ctHb) as well as the plasma ion concen-
trations of sodium (cNa™), potassium (cK"), ionized calcium (cCa®") and chloride (cCl') were
measured by ion-selective potentiometry, and glucose (cGlucose) and L-lactate (cL-Lactate) by
enzymatic electrodes. By assuming 100% dissociation, a charge of +1 or +2, respectively, was
assumed for the cations and -1 for chloride and L-lactate.

The serum samples were prepared by centrifugation at room temperature, and were stored
afterwards at -20°C until analysis. An automatic analyzer (UniCel DxC 600, Beckman Coulter)
was used for measuring the serum concentrations of non-esterified fatty acids (¢(NEFA, enzy-
matic colorimetric method), B-hydroxybutyrate (cBHB, enzymatic method), urea (cUrea,
enzymatic method), total bilirubin (cBilirubin, Jendrassik-Grof), cholesterol (cCholesterol,
timed endpoint method), inorganic phosphorous (cPi, timed endpoint method) and total
magnesium (cMg (b), timed endpoint method), and the activity of glutamate-dehydrogenase
(aGLDH, IFCC method) photometrically. A net charge of +1.38 for magnesium (cMg2+ (b))
was assigned by assuming 69% dissociation [23]. For determining total protein, albumin and
globulin concentrations as well as the spectra of globulins and the albumin globulin ratio
(AGR), capillary electrophoresis was performed (Capillarys 2, Sebia).

Calculated acid-base variables

Using standard algorithms integrated in the software of the blood gas analyzer, blood pH and
pCO, (v) were corrected for rectal body temperature (BT) assessed immediately before blood
collection. In addition, the traditional variables standard bicarbonate (cHCOj5  (st)), actual
base excess (cBase), standard base excess (cBase (Ecf)), and the hematocrit (Hct) were calcu-
lated by standard software as described by Siggaard Andersen and colleagues [24-26] on the
basics of the Henderson-Hasselbalch equation [27, 28] and the Van Slyke Equation [29]. Fur-
ther parameters and variables used for the interpretation of the traditional and modern acid-
base concepts are given in Table 1.

Data analysis

To identify groups of cows with a similar physiological status, a hierarchical cluster analysis
was conducted. Due to the limited number of observations, we decided to use, at most, one
variable per ten observations as a segmentation base. These variables were selected using a
physiological context. As the main dependent parameter of the acid-base balance in blood, pH
(v)pr was considered in cluster building. In addition, the independent variables A(a1n) and
SID,,5s were chosen, as well as AGR and hematocrit, with the latter allowing for the identifica-
tion of the dilutional effects or hemoconcentration. Additionally, cBHB, cNEFA and SIGp,;
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Table 1. Description of applied parameters and variables of acid-base equilibrium in blood.

Parameters / Units Values / Formulae References
Variables
S mmol/L * (mm 0.0307 [30]
Hg)'l
pK;’ 6.12 [31]
cHCOy mmol/L S * pCO, * 10PHPKL) [28]
AG mEq/L (cNa* + cK")—(cCI" + cHCO3") [32, 33]
SID,3 mEq/L (cNa™ + cK")—cCI’ [11,21]
SID s mEq/L (cNa™ + cK*)-(cCl" + cL-Lactate) [11,21]
SID,;5 mEq/L (cNa* + cK* + cCa®*)~(cCl + cL-Lactate) [11,21]
Ajor(alb) mEq/L Alb[g/L] * 0.76 [14]
Avorpro mEq/L TP[g/L] * 0.36 [14]
pK, mEq/L 7.06 [14]
SIG(ann) mEq/L Aoy /(1+10PPDY_AG [14]
SIG proy mEq/L Agorpry /(1+10PPD)_AG [14]
Albumin charge mEq/L 0.141 * cAlbumin * (pH- 5.42) [15, 34]
Globulin charge mEq/L 0.04 * (cProtein total-c Albumin) * (pH- 5.58) [15, 34]
Phosphate charge mEq/L cPi (b) * (0.309 * pH- 0.469) [15, 34]
XA mEq/L cNa*(b)+ cK*(b) + cCa®*(b) + cMg**(b) — cCl'(b)- cHCO;™ — (Albumin charge) — (Globulin charge) — [13,15]
(Phosphate charge)

S = solubility of carbon dioxide, pK; = negative logarithm of the dissociation constant of carbonic acid, cHCO;™ = actual bicarbonate concentration, AG = Anion gap,

SIDm = measured strong ion difference, A, = Acid total, pK, = negative logarithm of dissociation constant of plasma nonvolatile weak acids, SIG = strong ion gap,

XA = unmeasured anions

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948.t001

were included for presenting the unmeasured ion fractions. The urine variables cNa (u), Cl (u)
and BAR (u), which influenced and provided the best evaluation of acid-base excretion, com-
pleted the selection for cluster determination.

Pairwise correlation analyses were performed for all quantitative variables using Pearson’s
correlation coefficient, and no pair of highly correlated variables (|rho| < 0.75) was included
in the cluster analysis. All variables of the segmentation base were standardized and the Euclid-
ean distance was used to calculate the distance matrix. The cluster agglomeration was per-
formed using Ward’s minimum variance method. According to the guidelines proposed by
Hennig [35], the number of meaningful clusters was determined by employing the following
criteria:

o the interpretability and discernibility of the clusters from a physiological perspective, and
o the internal validity of the clustering assessed using silhouette plots [36].

Heatmaps and boxplots were compiled to facilitate the interpretation of the clusters and to
compare them. After a preliminary decision on the number of clusters, the clusters were com-
pared with respect to all the variables for the final decision. The data analysis was conducted in
R, version 3.3.1 [37] using the additional package cluster, version 2.0.4 [38].

Results

The cluster analysis provided 7 moderately stable clusters (Fig 1). For all measured and calcu-
lated parameters, the medians as well as the first and third quartiles are given in S1 Table. For
a selection of parameters, their standardized deviations per cluster from the overall median are

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948  January 16, 2019 5/15

43


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948.t001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948.t001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948.t001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948.t001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948

PUBLIKATIONEN

@ : PLOS | GKE Application of different approaches for acid base assessment to dairy cows
504 o
g
25- g
QWiffaiii-fieTT!§TféfTTT!iﬁ
-2.5- §
5.0~ @
g
251 @
- ] =
_ 00 MME] o e F P LM R R B
= 25- 3
g 50-
3 z
2 2.5- @
vy w
o~ =
- 0-0'Tg!.%réii'f-;!ii'*i'grg$§ii' I
[\8]
° 2.5 &
Q 50- o
g s T sl :
gomiﬁegiéf}£§§f B et P T Sia ifﬁ
B -2.5- =
= 50-
:
T i LA |
< W
Q o —
%OOITE-T-§! -T;f%e- §TII 1
g -25- ~
g 501 Q
2 g :
[ .
Qm-iii!-;;!- .i é}fiiiliigﬁ
2.5+ S
504 A
25 I g

|

.

xa--Hil
(€=

-2-5_I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 L)
AAA A A A A S=9 g9 Eo&a v~ s~ s
EEEZEEee S TEE kB9 F5E% ¢
Tttt B 22258208 "8 ¥ EHO
RIS Z20Zzd88°on8 g BAL<HEB

SAECSEO eS8 RR 2 Z
iz 58k T m
O U%; 1) O o

Fig 1. Evaluated parameters of urine and blood and their distribution in the 7 clusters. Centered and scaled
medians (filled boxes) with the 50 percent interquartile range (whiskers).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948.9001

shown in Fig 1. The main results of the common parameters of the acid-base equilibrium in
blood and urine are given in Table 2. As shown in Table 3, the animals and the farms were not
allocated equally to the 7 clusters. The results of the clinical examination per cluster and the
medians of the assessed clinical parameters are also represented in Table 3.
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Table 2. Main results of different approaches to evaluate acid base equilibrium in the generated clusters.

Results of parameters Cluster Reference
4 5 6 7 values
n=19 n=37 n=27 n=44 n=>5 n=10 n=3
Urine pH (%] l 1 i} (%] T 8.17-8.35"
NABE %) 1l 1 1l 1 %) 106-210°
BAR ! 1l ! 1 1 T 2.3-3.6"
Interpretation of urine results tends to strong acidosis strong acidosis alkalosis alkalosis
acidosis acidosis
Blood gases: pH (%) (%) (%) (4] () (%) 7.38-7.40%
traditional HCO, (st) ! 1%) ! | 1%) 1%) 27.0-28.8°
approach
SBE 1 (%) | ! (4] 1 4.3-6.5"
AG Q | | 1 (%) 1l 13.5-15.3%
Interpretation of traditional blood |  acidosis (%) acidosis acidosis, increased (%) (acidosis) increased
gas approach unidentified anions unidentified cations
Blood gases: strong | SID,,5 | 1 1 (%] (%] 1l 42.6-45.5"
ion approach Avor(att) o ! o ! 1 1 214-25.5°
Acor(pre) 2 2 %) (%) il (4] 24.5-27.2%
SIGam) (%) [%) T 1l [%) 11 0.5-3.4°
SIG(pr ! T 1 1 T 1 24-47
XA %) (%) (%) N (%) 1l 7.4-8.8°
Interpretation of strong ion SID-acidosis SID-acidosis SID- increased unidentified | A, -acidosis SID-acidosis,
approach acidosis anions increased unidentified
cations
Other meta-bolism | NEFA 1 o 1 1 7 () M <0.62°
BHBA [9) (9] [9) [9) 7 D) ™M < 1200°
Cholesterol (@) [9) (1) [9) @) m [9) > 15
Albumin [9) 9] ! m | Q) M 30-39°
y-globulins () o 1) [0} 0 1 [} 16.4-30.4°
Interpretation of other reduced feed | normal | reduced feed | (normal) keto-acidosis extended feed extended fat
metabolism intake intake intake mobilization

NABE = net acid base excretion, BAR = base acid ratio, HCO; (st) = standard bicarbonate concentration, SBE = standard base excess, AG = Anion gap,

SIDm = measured strong ion difference, Ay, = Acid total based on albumin (s or total protein (p,y), SIG = strong ion gap, XA = unmeasured anions,

NEFA = nonesterified fatty acid concentration, BHBA = B-hydroxybutyrate concentration,

* = reference values were calculated based on cluster 2 (25% and 75% interquartile ranges),

® = common reference values that were set in literature [39],

@ = median is within reference values,

1/ | = median is above / below reference value,

(1) / (1) means only relatively increase / decrease, but within the fixed reference values

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948.t002

Cluster 1 included 19 fresh cows, 15 of them from the same farm. They showed slight aci-
dosis in urine as well as in the different approaches of blood gas analysis, while high sodium
and chloride ion concentrations were detected in plasma and urine.

Cluster 2 contained 37 cows, 16% of which were high lactating. No deviations in urine or

other metabolism were measured.

Cluster 3 included 27 fresh cows, which were characterized by an absolute lack of albumin

with concurrently increased globulins, so that the concentration of total protein appeared

normal.

Cluster 4 included 44 animals from 12 farms, most of them fresh cows, which showed an

acidosis in urine marked by an increased acid excess. This deviation was characterized as
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Table 3. Assignment of examined cows to the clusters and their clinical characterization (median values or percentages).

Cluster
No. of cows
No. of lactating cows
(% within the cluster)
No. of farms
Days in milk
Median age of cows (months)
Body condition score
Rectal temperature (°C)
Category of rumen fill
1 (%)
2 (%)
3 (%)
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210948.t003

1 2 3 4 5 6 7
19 37 27 44 5 10 3

- 6 - 1 1 8 -

- 16.2 - 2.3 20 80 -

4 11 11 12 4 3 1

3 5 6 4 8 54 1
40.8 41.4 54.2 43.9 56.0 62.3 62.4
3.5 3.25 3.25 3.25 3.25 2.5 4.5
38.7 38.6 38.9 38.7 39.1 38.3 38.7
52.1 29.7 48.1 40.9 80 20 100
47.9 54.1 48.1 52.3 20 50 0

0 16.2 3.7 6.8 0 30 0

strong ion acidosis (decreased SID) in blood, but was also detected with traditional parameters
bicarbonate and base excess.

Cluster 5 contained 5 cows with noticeably increased cBHBA. AG and XA were markedly
elevated compared to the other clusters, while SIG4p,) as well as SIGp,) were distinctly lower.
Regarding the other parameters in the blood and the clinical results, the cows showed partial,
but not uniform deviations.

Cluster 6 included 10 cows, of which 8 were lactating cows from the same farm. Magne-
sium and cholesterol concentrations in serum were higher compared to the other clusters. Fur-
thermore, concentrations of gamma-globulins (and therefore total protein) were notably high.
The animals showed predominately moderately- and well-filled rumens and the lowest BCS
compared to the others.

Cluster 7 contained only 3 fresh cows from 1 farm. These animals displayed considerably
high values for NEFA and bilirubin serum concentration. In addition, lower measured SID,
AG and XA as well as higher SIGy, or SIGp,; were detected in all cows compared to the other
clusters.

Discussion

The aim of the study was to obtain deeper insights into the pathophysiology of acid-base
imbalances in metabolically burdened dairy cows despite being clinically healthy. Results of
urinary NABE (the routinely used method) for monitoring were completed and compared
with acid-base assessment based on blood analysis in dairy herds. We wanted to elucidate
whether the traditional approach or the modern strong ion approach provided similar or, in
combination, even more information about the acid-base status in cattle. Assuming physiolog-
ical conditions within clinically healthy animals, acid-base imbalances in blood should be com-
pensated by renal excretion and/or alveolar exchange. Therefore, in routine monitoring of
clinically healthy cows, one would expect to identify alterations in the acid-base equilibrium in
urine rather than in blood. Despite this theoretical assumption, an evaluation of whether mod-
ern strong ion theory was superior in detecting and characterizing subclinical metabolic
changes compared to the traditional approach was required. Fresh cows with expected varia-
tions in protein supplementation as a result of feeding alterations in the transition period,
colostrum production and inadequate feed intake were mainly included in the study to verify
the influence of serum protein on acid-base balance in general and on the the strong ion gap
(SIG) as described by strong ion theory, in particular [7-9].
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Since the present study was designed to facilitate the generation of hypotheses, an explor-
atory data analysis seemed to provide the best summary of the heterogeneous raw data
obtained. A cluster analysis was conducted to identify groups of cows with similar physiologi-
cal status based on several diagnostic variables. The 7 clusters emerged revealed an acceptable
internal validity. We omitted further (inferential) statistical analyses because we did not want
our exploratory results to appear more generally valid than they were.

We evaluated and compared the results of urine, traditional blood gas analysis and the
strong ion approach within and between the 7 clusters. According to the recommendations of
Kimura et al. [5], laboratory specific reference values were determined. Cluster 2 showed no
deviations in urine as well as in the other metabolic parameters in blood (interpreted with
common reference values [39]). Consequently, it was set as the metabolically healthy reference
sample. For the parameters of acid base status in urine as well as traditional and modern
approach for blood gas analysis, the 25% and 75% interquartile ranges of cluster 2 were deter-
mined as the lower and upper internal “within-study” reference values (Table 2).

When evaluating clinical behavior and general metabolic parameters, the influence of lacta-
tion stage was clearly noticeable. Cluster 6, which contained almost exclusively high lactating
cows, showed the lowest BCS, best proportional rumen fill and, with normal NEFA and BHBA
values, no detectable energy deficit. Serum cholesterol concentrations were notably higher in
cluster 6 compared to the fresh cow clusters and showed a good relation to DIM, as previously
described [40]. In contrast to this, the other clusters (except cluster 2 which also contained lac-
tating cows) showed increased NEFA concentrations in serum, as expected for fresh cows.
Likewise, we could see deviations of albumin and y-globulin concentrations as the two impor-
tant protein fractions. GLDH-activity and urea concentration in blood, as well as calcium and
magnesium concentrations in urine, were within the common reference ranges and showed
no distinct variations between the clusters. Analyzing the clusters in general, clusters 5 and 7
obviously contained a few animals which appeared to be metabolically sick. They showed
excessively increased NEFA or BHBA concentrations. Therefore, the general interpretation of
the results of the cluster analysis was done without these two deviant clusters. These two clus-
ters needed to be considered separately from the others.

In urine, diverse kinds of acid-base disturbances were observed. Besides the two clusters
that did not show remarkable deviations in acid-base status (clusters 1 and 2), we diagnosed
two acid-burdened clusters (clusters 3 and 4) and one alkaline-stressed cluster (cluster 6).

The traditional blood gas analysis showed some agreement with the results of urine analysis
in this study. One cluster with strongly acidic urine (cluster 3) and even one alkaline cluster
(6) showed no abnormalities in the traditional approach. With respect to the visibly healthy
cows which were sampled in routine herd monitoring, we didn’t expect extensive deviations in
blood acid-base balance. With the demonstrated renal compensation, the blood pH was kept
at a constant level. A limitation of the traditional approach is its inability to differentiate
between various possible reasons for metabolic disturbances [12]. The AG seemed unsuitable
for providing any crucial further information about the clusters. Lowered AG in two of the
clusters, representing increased unidentified cations or decreased unidentified anions [11], did
not contribute to the detected acidosis in urine and could not be explained by the authors. In
fact, there is an accordance of low AG with increased NEFA in the clusters (clusters 3 and 4)
which needs further investigation. In addition, the dependence of AG on protein (particularly
albumin) concentration could be assumed as described previously [6, 7]. Obviously, low blood
concentrations of albumin contributed to low AG in cluster 3.

Unfortunately, most conventional laboratory blood gas analyzers do not actually titrate
samples to determine standard base excess but approximate the value by various equations
that usually assume a constant protein concentration. Since the protein concentration has
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marked effects on buffer capacity, this can lead to errors in certain clinical situations with
changes in serum protein levels. Using the strong ion approach the variables SID and A, have
been proposed for a more intensive evaluation of the acid-base status [12]. A metabolic acido-
sis is characterized by a decrease in strong ions (SID) or an increase in non-volatile buffer ions
(Aor), while an increase in SID or a decrease in A, indicates a metabolic alkalosis [8]. By
using the strong ion approach parameters, we observed higher differentiated outcomes, which
corresponded slightly better to the results obtained by urine analysis. In general, the acid base
assessment of the clusters based on the two different approaches of blood gas analysis corre-
sponded in only 2 of the 4 evaluated clusters. Depending on the protein fraction used to deter-
mine Ay, several irregularities in acid-base status were observed within the clusters. The SID
was calculated on the basis of 3 formulae which were expanded with additional ion fractions.
Measured SIDs with 3, 4 and 5 ion fractions had minor differences and responded similarly
within the clusters.

For a profound evaluation of the study, the clusters should be discussed individually across
the different methods.

Cluster 2, used as within-study reference, was characterized by a higher NABE and base-
acid ratio in urine compared to most of the other clusters. Although both variables were within
the common reference ranges [39], they showed a tendency to alkalosis. In venous blood, high
levels of bicarbonate and base excess were measured by blood gas analysis compared to the
other clusters. However, an alkaline metabolism is physiological for herbivores like cattle [19],
thus it can be assumed that the animals of cluster 2 were healthy and had a good appetite, as
they had predominately moderately or well filled forestomachs.

Cluster 1 contained apparently healthy fresh cows with slight acidosis according to the
results of the traditional approach and urine measurement. The decreased SID indicated an
acidosis, too. The increases in plasma concentrations of sodium and chloride ions as well as
their raised excretion in urine were probably caused by an inflated dose of salt in the feedlot
and reflected most likely farm-specific feeding components. Since cluster 1 consisted of early
fresh cows with an average of only 3 days in milk, the relative lack of y-globulins, and therefore
also of total protein, can be interpreted as a normal deficit due to colostrum production [41].
The low total protein concentrations in blood led to a slight non-volatile buffer ion alkalosis
(Atot-alkalosis) in the strong ion approach with a minor reduced SIG (p,y), but without visible
effects on the acid-base balance. The slight reduction of SIGp,) should not be interpreted as
an increase of unmeasured strong anions in this case because it was the result of the lack of y-
globulins. Overall, the SIG(41,) and XA were not visibly deviant. It can be suggested that use of
albumin instead of total protein would be better for determining unmeasured ions in early
fresh cows.

The cows summarized in cluster 3 showed a strong acidosis determined by urine measure-
ment, but no aberrations in the traditional parameters, i.e. blood bicarbonate concentration
and base excess. Low albumin concentrations and Ay a1y values in blood were obtained.
Together with increased globulin fractions, these deviations could be interpreted as an
expected acute phase response after calving with suppressed feed intake. The animals were 6
days in lactation on average, i.e. when regenerative processes in the uterus and birth canal are
at a high level. In this group, the mean rectal temperature tended to be higher compared to the
others, which also indicated inflammatory and/or tissue repairing processes. In addition to
low albumin, low concentration of Mg>* and L-lactate were observed, while rumen fill was
mostly moderate or nearly empty. Consequently, a reduced feed intake and basal metabolism
could be assumed. The obvious acidosis in urine, marked by decreased pH, NABE and base-
acid ratio, as well as the low measured SIDs, which also identified acidosis, were in agreement
with a low feed intake. It could be concluded that the acid load was probably compensated by
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the lack of albumin. Therefore, no acidosis was diagnosed with the traditional blood gas
parameters, while the urine parameters as well as the modern approach with SID and A(ab)
identified this mixed metabolic imbalance more accurately.

Cluster 4 was mainly made up of normal, healthy fresh cows with reduced feed intake,
defined by predominately moderately filled or nearly empty forestomachs. In contrast to the
animals in cluster 3, the blood concentrations of albumin were normal. The reduced feed
intake presumably led to an acidic load, represented by markedly lower SIDs in the strong ion
approach, and also showed lower pH, bicarbonate and base excess in the traditional approach
when compared to other clusters. In the urine, the renal compensation of the detected acid
load was obviously noticeable as an increase in acid excess represented by low NABE and
base-acid ratio. The urine-based diagnosis as well as the reduced SID data measured in blood
were in good agreement with evaluation of the acid-base status by traditional parameters in
this cluster.

Cluster 6 almost included high lactating cows from only one farm. Consequently, farm-
specific effects need to be discussed. We assumed a good food intake based on well-filled for-
estomachs, as well as by high concentrations of magnesium and cholesterol and low NEFA
and BHBA concentrations in the blood. The high sodium excretion in urine suggested a min-
eral burden in the feedlot, which can probably be explained by elevated doses of sodium bicar-
bonate (used for rumen buffering on this particular farm). Extensive mineral supplementation
may lead to an elevated base excess which is compensated by the kidneys and can be measured
by high NABE, base-acid ratio and base excess in urine. Due to effective renal elimination of
sodium, no aberrations were seen in the traditional parameters, i.e. bicarbonate and base
excess as well as in the measured SID in blood. The lower hematocrit level compared to the
other clusters (high lactation vs. fresh cows) might be a result of the progressive lactation as
described by others [42]. Enquiries on the farm revealed an ongoing ringworm infection in the
dairy livestock over the examination period which could induce an antibody response [43] and
may explain the high concentrations of y-globulins. The increased y-globulin levels led to a
moderate non-volatile buffer ion acidosis (Ayp-acidosis), which was not reflected in the tra-
ditional acid-base parameters because the traditional approach is limited to normal tempera-
ture, pH, protein concentration and sodium concentration. Consequently, the application of
this traditional approach for describing the acid-base balance in animals with protein aberra-
tions may lead to false results [11]. Indeed, we most likely identified a mixed metabolic distur-
bance on this farm caused by a high sodium load and increased protein amounts.

Describing and interpreting cluster 5 is difficult, because it contained only five (although
very different) cows presenting similarities in a few important parameters. Primarily, the ani-
mals showed high BHBA values. The ketone bodies, classified as unmeasured anions, were reli-
ably detected with the modern approaches by increased XA and/or decreased SIG 4,y and
SIG(pyy). This was in accordance with other publications, where these trends of deviation were
also described for an excess of unmeasured anions like BHBA [11, 14]. In contrast to this, the
traditional AG was increased when evaluated with internal reference values, but remained
within the suggested reference range for adult cattle [33]. Animals in cluster 5 showed the low-
est pCO, data in venous blood (S1 Table). This effect could be interpreted as a respiratory
compensation for the acid burden and has also been described in humans [44]. The acidosis in
urine, measured by decreased NABE and base-acid ratio and especially increased ammonium
excretion, showed the renal compensation of the acid load [2] provided by ketogenic metabo-
lism. Inadequate feed intake reinforces the acidotic stress. Except for the single high lactating
cow in this cluster, the other fresh cows presented markedly lower concentrations of glucose,
L-lactate, cholesterol and albumin, and also high NEFA concentrations in the blood. Within
the modern approach, the lack of albumin led to an A-alkalosis. Additionally, in comparison
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to the other clusters, we observed higher measured SID data (usually also interpreted as alkalo-
sis). Chloride ion concentrations in the plasma were also low, probably as a compensation
mechanism against the acid load. Likewise, it is possible that these ketotic cows had early stages
of displaced abomasum with intestinal chloride retention. Taking only the traditional parame-
ters for acid base assessment into account, i.e. bicarbonate and base excess, only an acidosis
was identified.

Cluster 7 included only 3 cows and, as for cluster 5, the results must be interpreted care-
fully. Since outliers will have a strong effect on the results, the three animals need to be consid-
ered separately. In addition, sampling time was close to calving so that aberrations in
metabolism, e.g. low calcium concentrations, were expected. The urine parameters NABE and
base-acid ratio tended to alkalosis, although blood pH, bicarbonate and base excess in the
blood showed no uniform deviations. Alkalotic load may have been caused by reduced liver
function due to fatty acid overload, which resulted in impaired ureagenesis and therefore
increased ammonium concentrations in the blood. Our findings are in agreement with results
published by others [45, 46]. Indeed, only 1 of the 3 cows showed high bicarbonate concentra-
tions, and none of the cows had increased urinary ammonium excretion. However, a notable
decrease in measured SID, leading to a strong ion acidosis, was detected in all cows. Perhaps
this, together with higher albumin concentration compared to the other clusters, is a metabolic
compensation for the alkaline burden resulting from the ammonia. A high level of unmea-
sured anions would be expected, because NEFA belong to the latter [14]. Confusingly, low AG
and XA, as well as high SIGs, indicated an increase in unmeasured cations or a decrease in
unmeasured anions. This interrelation needs further investigation. The high concentrations of
chloride, which primarily led to the decreased SID and therefore to the calculated low AG and
high SIG, should be questioned critically. In a previous study, high chloride values and low
AGs were documented as measurement errors in patients with hyperlipidemia [47]. Although
they described another measurement method, this error should be also considered.

In view of the diversity of the outcomes of this work, the weakness of the study has to be dis-
cussed carefully. The selected animals for the study represent neither a herd average nor a ran-
domized sample. Obviously diseased cows were excluded and the distribution over different
lactation stages was inhomogeneous with predominantly fresh cows immediately after calving.
Furthermore, the allocation of the farms varied between 4 and 48 cows per farm. Therefore, no
general valid recommendations can be given for other herds, and further investigations includ-
ing a larger number of animals, other farms and different lactation stages are necessary. To
minimize suffering for cows, we only were capable to take venous blood samples. By using
venous blood for evaluating acid base status, only the metabolic component of acid base dis-
turbances could be assessed reliably, but there was no possibility to determine any valid evalua-
tion of pulmonary gas exchange [48]. Therefore, no general valuation of the respiratory
component of acid base status was done within the clusters. The lack of reference values for
the strong ion theory parameters produced difficulties in the unprejudiced interpretation of
the clusters. For future analysis, thresholds should be determined for adult cattle. In addition,
a consistent use of either albumin or total protein for determining A, and SIG is important
for future studies. Depending on whether globulins are included or not, varied interpretations
of the amount of unmeasured ions are possible (S1 Table). In this study, the SIG ), calculated
on the basis of albumin concentration, corresponded well with the variable XA as well as with
clinical and general metabolic conditions when compared to the SIGp, (Table 2). Indeed, the
SIG(p.1) and the AG showed some deviations that could not be explained altogether. In con-
trast, the SIG(aip) and even more the XA demonstrated the advantages of strong ion approach
in identifying unmeasured ions.
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Conclusions

The parameters of the strong ion difference theory, particularly SID,;,, A, and SIGj, or XA,
provided more in-depth information about acid-base status, especially in cases of subclinical
acid-base disorders compared to the traditional parameters base excess and bicarbonate in
blood. Consequently, the strong ion approach seems to be a suitable supplement for monitor-
ing acid-base balance in dairy cattle. The acid-base status of fresh cows with protein aberra-
tions in blood could be differentiated in a much better way using the strong ion approach than
by traditional blood gas analysis or by the measurement of urinary excretion. Further investi-
gations are necessary to obtain reference values and standardized calculation formulae for the
strong ion parameters. Additionally, the influence of several feeding components, such as
anionic salts or rumen buffers, on strong ion parameters should be taken into account in fur-
ther research.

Supporting information

S1 Table. Results (medians, first and third quartiles) of all measured and calculated
parameters within the 7 generated clusters.
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DISKUSSION

5 Diskussion
5.1Starken und Schwachen des Studiendesigns

Die Gesamtstudie wurde als Teil des routinemaRigen Stoffwechselmonitorings in den
Thuringer Milchviehherden geplant und durchgefihrt. In dieser Feldstudie stellte die Tier- und
Betriebsauswahl daher keine randomisierte Stichprobe dar, reflektierte aber einen grofReren
Teil der Tharinger Milchviehpopulation. Alle Kiihe wurden vergleichbar gehalten und mit einer
totalen Mischration ad libitum gefittert, die Futtervorlage erfolgte ein bis zwei Mal taglich frisch;
dazu stand Trankwasser zur freien Aufnahme zur Verfiigung.

In der Literatur sind Tagesschwankungen von Laborparametern in Abhéangigkeit vom Zeitpunkt
der ersten Futtervorlage morgens beschrieben. Als besonders stabil im Tagesverlauf erwiesen
sich die Serum-Konzentrationen von Gesamteiweif3, Albumin, Cholesterol, Harnstoff, Natrium,
Kalium, Kalzium, Chlorid und anorganischem Phosphat (Thurmann 2012). Die NSBA im Harn
hingegen soll in einem Zeitraum von einer Stunde bis zu vier Stunden nach der Futtervorlage
abfallen und dann kontinuierlich bis zur néchsten Futtervorlage wieder ansteigen (L6ffler 2004;
Thurmann 2012). Fiur die Parameter pH-Wert, Pco. und HCO3 im vendsen Vollblut wurden
eine Stunde nach der Futterung signifikante Anstiege beschrieben, die beim pH-Wert bis zu
drei Stunden anhalten, wohingegen Pco. und HCOj3 bis zu einem Tiefpunkt sechs Stunden
nach der Fitterung abfallen. (Erdman et al. 1981). Fir die Energiestoffwechsel-Parameter
NEFA und BHB im Serum wurden die niedrigsten (NEFA) bzw. héchsten (BHB)
Konzentrationen vier bis acht Stunden nach der Fitterung gemessen (Borchardt 2011).

Um in den hier vorgelegten Ergebnissen den Einfluss des zeitlichen Abstandes zur Futter-
aufnahme so gering wie mdglich zu halten, wurden alle Proben in einem zeitlichen Abstand
von mindestens zwei, besser vier Stunden zur ersten Futtervorlage morgens entnommen,
sodass die Ergebnisse aus den Herden unter vergleichbaren Bedingungen generiert wurden
und der Faktor ,Zeitpunkt der Probennahme® bei der Interpretation der metabolischen
Zusammenhange vernachlassigbar war.

Fur die Teilstudie 1 wurden aus 43 Betrieben pro Milchviehherde in der Regel drei Tiergruppen
in die Auswertung einbezogen, sodass der Betriebseinfluss vernachlassigt werden konnte.
Zudem war die Verteilung der Tiergruppen auf die Laktationsabschnitte gleichméRig, sodass
die Ergebnisse dieser Studie fiur die kritische metabolische Phase der Milchkuh vom
Trockenstehen bis hinein in die neue Hochlaktation reprasentativ sind.

Fir die Teilstudie 2 hingegen war die Tierauswahl bzw. die Betriebsauswahl etwas
eingeschrankter. Es wurden nur Betriebe in die Untersuchungen integriert, welche maximal
eine Wegstunde Entfernung zum Untersuchungslabor aufwiesen, sodass die maximale
Lagerungszeit von vier Stunden von der Entnahme der ventsen Proben bis zur Blutgas-
analyse eingehalten werden konnte. Da die Heparin-Vollblutproben bis zur Analyse auf < 8°C
gekuhlt gelagert wurden, konnten geringgradige Schwankungen der Parameter der Blutgas-
analyse fir die klinische Diagnostik ignoriert werden (Szenci und Besser 1990; Gokce et al.
2004; Hussein und Aamer 2013).

In Voruntersuchungen zur Feldstudie wurde die Blutgasanalyse aus vendsem Coccygealblut
bzw. aus coccygeal gewonnenem Mischblut durchgefiihrt. Aufgrund von gehauft auftretenden
Mikrogerinnseln in den Vollblutproben wurden jedoch keine verwertbaren Ergebnisse erzielt,
sodass die Entnahme der Heparin-Vollblutproben aus den Schwanzgefaf3en als ungeeignet
fur die Blutgasanalyse erklart wurde. In den an der Teilstudie 2 teilnehmenden Betrieben
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musste daher die Mdglichkeit zur Fixierung der Kihe am Kopf vorhanden sein, um die
Entnahme der Heparin-Vollblutproben aus der Jugularvene zu gewahrleisten. Aus einem
unmittelbar am Projekt beteiligten Betrieb wurden in regelmafligen Abstanden Kihe in der
ersten Woche nach der Abkalbung beprobt, sodass 48 von 145 Tieren in der Teilstudie 2 aus
diesem Betrieb stammten. Ein Betriebseinfluss auf die Ergebnisse kann daher nicht
ausgeschlossen werden, da sich jeder gro3e Milchviehbetrieb durch ein individuelles
Futterungsregime, die Futterzusammensetzung und die Milchleistung von anderen Betrieben
unterscheidet.

Die Gesamtstudie war als Feldstudie so konzipiert, dass die Laborergebnisse aus dem
regularen Stoffwechselmonitoring genutzt werden koénnen, um Arbeitsaufwand und
Untersuchungskosten zu optimieren. Dieser Ansatz hatte zur Folge, dass in Teilstudie 2 ein
vollstandiger Datensatz nur fur insgesamt 145 Rinder vorhanden war, welche wiederum fast
ausschlieBlich als frisch abgekalbte Kuhe (n = 129) in der ersten Woche nach der Kalbung
beprobt wurden. Lehwenich fand in seinen Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede
zwischen frisch abgekalbten und hochleistenden Kihen fur die Parameter pH-Wert, BE, HCO3
und Pcoz im vendsen Vollblut (Lehwenich 1999), sodass zunachst davon ausgegangen
werden konnte, dass das Laktationsstadium fir die Bewertung der traditionellen Sauren-
Basen-Variablen keinen signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse zu haben scheint. Eine
aktuelle polnische Studie hingegen belegte signifikante Einflisse der Milchleistung auf die
Parameter pH-Wert und Pco. im Blut bei Holstein-Friesian-Milchkiihen. Die Autoren
schlussfolgerten daraus, dass der Produktionsstand bei der Bewertung von Ergebnissen aus
der Blutgasanalyse beriicksichtigt werden sollte (Pawlinski et al. 2023). Festzuhalten bleibt,
dass aufgrund der Kolostrum-Bildung, der Kalbung und der resultierenden inhomogenen
Futteraufnahme sowie der uterinen Ruckbildungsprozesse vor allem bei frisch abgekalbten
Kihen Abweichungen der Proteinfraktionen im Serum erwartet werden kdnnen, welche nach
dem Konzept der starken lonen Stérungen des SBS hervorrufen (Figge et al. 1991; Constable
1999; Constable 2014). Aus diesem Grund wurde das Laktationsstadium (Anteil frisch
abgekalbter vs. laktierender Kihe) bei der Interpretation der Ergebnisse der Teilstudie 2
berlcksichtigt.

Ein Problem fir die Interpretation der Ergebnisse der Blutgasanalyse stellte das Fehlen von
validen Referenzwerten dar. Fir die Variablen der traditionellen Blutgasanalyse finden sich
Werte fir die Tierart Rind in diversen Lehrbldchern, jedoch werden weder die
Produktionsrichtung Milchvieh noch der Laktationsstand bertcksichtigt (Jackson und Cockroft
2002; Kaneko et al. 2008). Bereits in den 1980er Jahren konnte gezeigt werden, dass der pH-
Wert, der Pco:und die HCO3s-Konzentration im Blut im Laufe der Laktation ansteigen (Erdman
et al. 1982). Neuere Studien belegten ebenfalls, dass sowohl der Laktationstand (Muifio et al.
2021) als auch die Milchleistung (Pawlinski et al. 2023) Einfluss auf die Ergebnisse der
traditionellen Blutgasanalyse haben kdénnen und bei der Bewertung beriicksichtigt werden
sollten. Zudem gab es im Schrifttum keine vergleichbaren Feldstudien, in welchen klinisch
unauffallige Tiere in der landwirtschaftlichen Praxis beprobt wurden und die Proben im
Anschluss noch bis zu vier Stunden vor der Analyse transportiert wurden. Es waren auch keine
publizierten Studien bekannt, welche die Variablen des modernen Konzeptes der starken
lonen bei der Milchkuh zur Diagnostik subklinischer metabolischer Stérungen auf
Herdenebene anwenden, was den hohen Wert der hier vorgelegten Teilstudie 2 unterstreicht,
aber gleichzeitig auch auf die Schwierigkeiten bei der Bewertung der Ergebnisse hinweist.
Aufgrund des Fehlens von Referenzwerten oder gar Vergleichswerten wurden, entsprechend
den Empfehlungen von Kimura et al. (Kimura et al. 2018), interne Labor-spezifische bzw.
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Studien-spezifische Referenzwerte fir die Beurteilung des SBS berechnet. Die Tiere, welche
dem Cluster 2 zugeordnet worden waren, zeigten keine Abweichungen in den SBS-
Parametern des Harnes und auch keine Abweichungen der Stoffwechselparameter NEFA,
BHB, Cholesterol, Harnstoff und GLDH-Aktivitat im Blutserum und wurden daher als
,metabolisch unauffallige Kontrollgruppe® gewertet. Die Referenzwerte fur die Variablen der
Blutgasanalyse wurden entsprechend aus dem 50 %-Interquartilsbereich dieser Kklinisch
gesunden Tiergruppe ermittelt. Damit konnten die Ergebnisse der Blutgasanalyse innerhalb
der Clusteranalyse bzw. zwischen den Tiergruppen verglichen und spéter diskutiert werden.
Constable prasentierte in seinen Ausfiihrungen ebenfalls Normalwerte fur AG, SID, Aw: und
SIG (Constable 1999), wobei unklar ist woher diese stammen; in jener Arbeit wurden SID und
SIG zumindest im gleichen Zielbereich gemessen und berechnet wie in der hier vorliegenden
Studie. Die in Teilstudie 2 ermittelten internen Referenzwerte konnen fiir kiinftige Studien als
Vergleichswerte herangezogen werden, sollten jedoch keinesfalls als valider Referenzbereich
betrachtet werden.

Zur Auswertung der Daten lagen keine Angaben zur Zusammensetzung des Futters fur die in
Teilstudie 2 einbezogenen Kihe vor, sodass eine Berlcksichtigung der DCAB der Rationen
bei der Interpretation der Ergebnisse nicht moglich war. Ebenso konnte der Einfluss der
Umgebungstemperatur auf die Tiere und gegebenenfalls vorliegender Hitzestress bei der
Bewertung der Ergebnisse nicht berlicksichtigt werden, weil die Umgebungstemperatur bei
der Probenentnahme nicht erfasst wurde. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass eine durch
Hitzestress hervorgerufene Hyperventilation zur respiratorischen Alkalose filhren kann; infolge
des erniedrigten Pco: ist sekundar auch die HCO3-Konzentration vermindert (Erdman et al.
1981). Mit der Clusteranalyse wurde ein statistisches Verfahren gewahlt, welches in seiner
Aussage durch die beschriebenen Einflussfaktoren nicht verfalscht wird, da es nur nach
Zusammenhangen zwischen den Ergebnissen der verschiedenen Verfahren bzw. Variablen
sucht; die Interpretation dieser Zusammenhange sollte jedoch mit ausgesprochener Vorsicht
erfolgen. Die Ergebnisse von Teilstudie 2 sind daher mit Bedacht und nicht als allgemein giltig
zu bewerten und sollten Ausgangspunkt fur weiterfihrende Untersuchungen sein.

Fur die Interpretation der Ergebnisse und der klinischen Zusammenh&nge aus der Teilstudie 2
muss aul3erdem berucksichtigt werden, dass die subjektive Erfassung von Koérperkondition
und Grad der Pansenfiullung der Kiihe durch verschiedene Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter
des Rindergesundheitsdienstes erfolgte, sodass subjektive Einfliisse nicht auszuschlieRen
waren, obgleich prinzipiell das Schema zur Erfassung der Kérperkondition nach Edmonson et
al. (Edmonson et al. 1989) angewandt wurde.

Bei der Blutgasanalyse wurden die gemessenen Werte fir den pH-Wert und den Pco. des
Blutes auf die rektal gemessene Kdrpertemperatur des Tieres korrigiert. Die Messung der
Korpertemperatur der Kihe erfolgte einmalig vor Beginn der Probenentnahmen. Eine
Beeinflussung der erhobenen Rektaltemperaturen durch Stress und/oder Kotabsatz im Zuge
der Fixation fir die Beprobung war zwar nicht sehr wahrscheinlich, konnte aber nicht géanzlich
ausgeschlossen werden, was diese Feldstudie klar von klinischen Studien mit einheitlichen
Bedingungen fur die Umgebung und den Umgang mit den Studientieren abgrenzt.

Bisherige Untersuchungen zur Nutzbarkeit von Poolproben in der Harndiagnostik zeigten fur
die NSBA im Harn eine gute Ubereinstimmung von gemessenen Poolwerten mit errechneten
Mittelwerten einer Tiergruppe (Lehwenich 1999; Bender 2002; Goebbels 2006; Jessen 2010).
Allerdings wurden diese Untersuchungen alle mit einer homogenen Gruppengréf3e von
10 Tieren pro Gruppe durchgefiihrt. Mittels einer Modellrechnung zeigte eine andere Studie,
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dass die Aussagekraft der NSBA einer Poolprobe bereits bei acht oder weniger Tieren
erheblich reduziert ist, sodass es nicht sinnvoll erscheint, Sammelproben in kleinen
Tiergruppen zu analysieren (Pothmann-Reichl et al. 2011).

In der Teilstudie 1 wurde die Aussagekraft der Pooluntersuchung unter realistischen
Praxisbedingungen untersucht: vor allem in kleineren und mittelgrol3en Betrieben sind in der
Regel weniger als 10 klinisch unaufféllige Kihe in der Gruppe der frisch abgekalbten Kihe
(zwei bis 10 Tage post partum) vorhanden. Die Produktionsgrof3e der in dieser Studie
untersuchten Herden betrug im Median 400 laktierende Milchkiihe, wobei die kleinste Herde
189 Kilhe und die groRte Herde 1616 Kihe umfasste. Bei einer Herdengrdl3e von
500 Milchkiihen gibt es durchschnittlich sechs bis sieben Abkalbungen von pluriparen Kiihen
pro Woche. Selbst wenn diese Kiihe alle gesund und damit fur die Stichprobe geeignet waren,
erreicht man die erforderliche Kuhzahl von n=10 pro Poolprobe nicht. Aufgrund der
nachgewiesenen Laktationsdynamik der NSBA (Lehwenich 1999; Bender 2002; Walter et al.
2022) erscheint es auch nicht sinnvoll, die untersuchte Gruppe zeitlich weiter zu fassen, da
die Homogenitat der Gruppe mit zunehmender zeitlicher Differenz zur zurlickliegenden
Kalbung abnimmt. Das gleiche gilt fur die Einbeziehung von Erstkalbinnen in die Stichprobe:
Aufgrund der enormen metabolischen Unterschiede in der Transitphase im Vergleich zu
pluriparen Kuhen (Walter et al. 2022) ware die Homogenitéat der Tiergruppe nicht mehr
gegeben, wenn Primipara in die Gruppen der Vorbereiter oder frisch abgekalbten Kiihe
integriert wirden.

In dieser Feldstudie belief sich die durchschnittliche Gruppengréf3e auf 6,6 Tiere, wobei
mindestens drei und maximal 10 Kihe in einer Gruppe gemeinsam untersucht wurden. Der
Einfluss der GruppengrofRe auf den Zusammenhang zwischen errechnetem Mittelwert und
gemessenem Poolwert fir die ANSBA einer Gruppe wurde geprtft und als vernachlassigbar
eingeschatzt. Aufgrund der ungleichmaRigen Verteilung der Gruppengrof3en (Abb. 1) wurde in
der statistischen Analyse jedoch nur zwischen Gruppen <7 und =7 Tieren unterschieden,
sodass die Variabilitat in den ,kleinen Gruppen® — zwei Gruppen mit n = 3 Tieren sowie die
drei Gruppen mit n = 4 Tieren — moéglicherweise nicht adaquat bertcksichtigt wurde.

Die hier vorgelegten Untersuchungen weichen nicht nur in der Grof3e der untersuchten
Tiergruppen, sondern auch im Ansatz der Bewertung des SBS dieser Gruppen von zuvor
publizierten Studien (Lehwenich 1999; Bender 2002; Goebbels 2006) ab, indem nicht nur die
Gruppenmittelwerte, sondern auch die Abweichungen der Einzeltierwerte fir die Bewertung
des SBS innerhalb der Gruppen bertcksichtigt wurden. Langjahrige Praxiserfahrungen in den
Tharinger Milchviehherden zeigten, dass vor allem in der Transitphase durch differenzierte,
zum Teil mangelhafte Futteraufnahme der Kihe die NSBA sowie die Mineralstoff-
ausscheidungen im Harn stark schwanken, wodurch es zur Maskierung oder Verzerrung des
Mittelwertes durch Einzeltiere kommen kann. Je kleiner die bewertete Tiergruppe ist, umso
ausgepragter ist die potenzielle Verzerrung des Mittelwertes der Poolprobe durch Extremwerte
von Einzeltieren in diesem Pool. Betrachtet man nicht nur den Mittelwert bzw. den Poolwert,
sondern zusétzlich auch die Einzeltierwerte, so kann man moglichen Fehldiagnosen
vorbeugen. In dieser Feldstudie wiesen zwei der insgesamt 127 Tiergruppen sowohl Kiihe mit
azidotischen Belastungen als auch Tiere mit als Alkalose bewerteter Abweichung auf, der
Poolwert dieser Gruppen war hingegen unauffallig bzw. sprach fir Azidose. Bei der
Betrachtung dieser zwei Tiergruppen zeigte sich sehr deutlich, dass Einzeltierergebnisse zur
Bewertung durchaus von Vorteil sein kdénnen. Zudem beinhaltet die Begutachtung der
Einzeltierwerte folgenden zusatzlichen Erkenntnisgewinn: Unabhangig von der Bewertung des
SBS kann eine hohe Streuung der Einzelwerte der NSBA sowie der Mineralstoffe im Harn
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auch auf UnregelmaRigkeiten in der Futtervorlage und Futteraufnahme, auf
Mischungenauigkeiten der Ration und auf Gruppenstress — und daraus resultierende
schwankende oder verminderte Futteraufnahme bei Einzeltieren — hinweisen.

5.2Uberwachung des Sauren-Basen-Haushaltes in Milchviehherden

Die Ziele dieser in Thuringer Milchviehbetrieben durchgefiihrten Feldstudie waren komplex.
Zunachst sollten bereits seit Jahrzehnten etablierte, weithin verbreitete Verfahren zur
Uberwachung des SBS in Milchviehherden hinsichtlich ihrer diagnostischen Aussagekraft
Uberprift werden. Die indirekte Beurteilung des SBS (ber die Harn-Titrimetrie stand dabei im
Fokus; getestet werden sollten labordiagnostische Anséatze auf der Basis von Einzeltier- und
Poolproben. Des Weiteren sollte die Mdglichkeit der Anwendung von bisher noch nicht
genutzten Methoden zur Herdendiagnostik evaluiert werden. Hierzu wurden die bereits
etablierte Harndiagnostik sowie eine Blutgas- und Elektrolytanalyse aus vendsem Vollblut
parallel durchgefihrt. In die vergleichenden Betrachtungen wurde nicht nur die Nutzbarkeit der
Variablen des traditionellen Modelles nach Henderson-Hasselbalch, maRgeblich pH-Wert,
HCO3, BE und AG einbezogen, sondern es wurde auch der modernere Ansatz des Konzeptes
der starken lonen nach Stewart und Constable in die Auswertung integriert. Neben SID und
Awt — auf der Basis von Albumin- und Gesamteiweil3konzentration berechnet — wurden zur
lonenliicke AG auch die Pendants SIG nach Constable sowie die ungemessenen Anionen XA
nach Figge, in einer hierarchischen Clusteranalyse den Variablen des traditionellen Modells
sowie den Parametern der Harnanalyse und gemessenen Stoffwechselparametern im Serum
gegenubergestellt.

Konkret sollten fir die beiden Teilstudien jeweils zwei Kernfragen beantwortet werden.
Teilstudie 1:

Ist die Bestimmung der einfachen NSBA nach Kutas oder des NSBA-Siebtestes fir die
Beurteilung des SBS einer Kuhgruppe ausreichend?

Im ersten Teil der Arbeit sollite die Beurteilung des SBS einer Kuhgruppe anhand
verschiedener Verfahren der Bestimmung der NSBA im Harn geprift werden. Bei der
Berechnung der NSBA im Harn musste als methodischer Fehler berticksichtigt werden, dass
das Ergebnis anhéngig von der Harnkonzentration ist, sodass der Berechnung und Bewertung
des BSQ im Harn der Vorzug zu geben ist, sobald von Diureseschwankungen ausgegangen
werden muss (Lachmann und Schéafer 1985). Die Beurteilung einer Kuhgruppe anhand der
einfachen NSBA nach Kutas (Kutas 1965), der differenzierten NSBA nach Lachmann und
Schéfer (Lachmann und Schéfer 1985) und der Ergebnisse des NSBA-Siebtestes nach Furcht
und Gratsch (Furcht und Gratsch 1983) wurde daher der Beurteilung der jeweiligen Gruppe
anhand des BSQ als Goldstandard gegenibergestellt. Zur Bewertung einer Kuhgruppe fanden
die Kontroll- und Toleranzgrenzen nach Furll Anwendung (Furll 2014).

Es zeigte sich, dass die einfache NSBA im Harn mit jeweils 83 % eine gute Sensitivitat und
Spezifitdt zur Erkennung alkalisch belasteter Kuhgruppen aufwies. Die Sensitivitat zur Er-
kennung azidotisch belasteter Gruppen war mit 87 % noch etwas besser, bei gleichzeitig
etwas schlechterer Spezifitat (71 %). Die dNSBA wies trotz ihrer erweiterten, objektiveren und
damit genaueren titrimetrischen Bestimmung keine bessere Testgiite auf als die einfachere
NSBA nach Kutas. Letztere kann daher tbereinstimmend mit anderen Autoren (Kutas 1965;
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Bender 2002) in der Routinediagnostik zur Beurteilung des SBS von Kuhgruppen empfohlen
werden.

Die Ergebnisse des NSBA-Siebtestes zeigten eine geringe Sensitivitat (57 %) und Spezifitat
(63 %) zur Detektion von alkalisch belasteten Kuhgruppen. Azidosen hingegen wurden mit
einer Sensitivitat von 92 % besser erkannt, wobei die die Spezifitat zur Erkennung azidotisch
belasteter Kuhgruppen nur 63 % betrug. Mit der in dieser Studie getesteten Verfahrens-
anweisung kann der Siebtest aufgrund der nicht zufriedenstellenden Testglte nicht zur
Uberwachung des SBS von Kuhgruppen empfohlen werden. In einer friiheren Arbeit hingegen
wurde auf die Eignung des NSBA-Siebtestes verwiesen, dabei wurde die Methode jedoch mit
kleineren Titrationsschritten durchgefiihrt, sodass das Ergebnis nicht in 100-mmol-Schritten,
sondern in 20-mmol-Schritten vorlag (Schonfelder 1986). Diese Variante kann moglicherweise
eine bessere diagnostische Aussagekraft erzielen — bei deutlich reduziertem Laboraufwand
gegenuber den Bestimmungen von NSBA und dNSBA und bei weniger notwendigem
Probenvolumen — und sollte zur Bewertung von Tiergruppen auf Einzeltierebene erneut
gepruft werden.

Eignen sich Poolproben zur Beurteilung des SBS einer Kuhgruppe von durchschnittlich
sieben Tieren oder bringt die Einzeltieruntersuchung diagnostische Vorteile?

Durch die Nutzung des gleichen Modelles wie im vorangegangenen Abschnitt diskutiert, wurde
die Beurteilung der Kuhgruppe anhand ihres dNSBA-Poolergebnisses sowie des BSQ-
Poolergebnisses der Bewertung anhand der BSQ-Einzelwerte gegentbergestellt. Dabei zeigte
der dNSBA-Poolwert sehr gute Spezifitdten zur Erkennung azidotisch und alkalisch belasteter
Kuhgruppen (98 % bzw. 95 %), die Sensitivitdten waren im Vergleich zu den NSBA-
Einzelwerten jedoch nur mafig (74 % fir Azidose) bis schlecht (48 % fur Alkalose). Der BSQ-
Poolwert zeigte variable Testgutekriterien: fir die Erkennung azidotisch belasteter Gruppen
wies er eine sehr hohe Sensitivitat von 98 % bei nur maRiger Spezifitéat von 71 % auf, fur die
Erkennung alkalisch belasteter Gruppen zeigte der BSQ-Poolwert eine mafige Sensitivitat von
74 % bei einer sehr hohen Spezifitdt von 95 %.

Fur die grafische Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem errechneten Mittelwert und
dem gemessenem Poolwert der Kuhgruppen wurde fiir die Parameter dANSBA und BSQ neben
Streudiagrammen jeweils ein Bland-Altman-Diagramm erstellt (Abbildungen 1-4; Teilstudie 1).
In diesen wurden die Differenzen aus dem errechneten Mittelwert und dem gemessenen
Poolwert auf die Mittelwerte aus diesen beiden Variablen grafisch aufgetragen; letztere stellen
dabei die bestmdgliche Schatzung des unbekannten wahren Wertes dar (Bland und Altman
1986). Der Vorteil der Bland-Altman-Diagramme ist, dass die Streuung und die Verzerrung der
Daten erkannt werden kénnen. In den Diagrammen fir dANSBA und BSQ ist als systematischer
Fehler erkennbar, dass fur beide Variablen die gemessenen Poolwerte im Durchschnitt
niedriger waren als die aus den Einzeltierwerten errechneten Mittelwerte. Au3erdem lagen
mehr als 5 % der Wertepaare au3erhalb der errechneten Ubereinstimmungsgrenzen, was fiir
eine nicht hinreichend symmetrische Verteilung der Differenzen spricht.

Um unsere Ergebnisse noch gezielter mit den Ergebnissen von friheren Arbeiten vergleichen
zu kdnnen, wurde die Beziehung zwischen dem errechneten Mittelwert und dem gemessenem
Poolwert, jeweils fur die dNSBA und den BSQ der 127 Kuhgruppen, mittels weiterer
statistischer Verfahren geprift. Die Korrelationen nach Pearson sowie nach Spearman
ergaben nahezu identische Ergebnisse: fir beide Parameter waren Mittelwert und Poolwert
sehr hoch miteinander korreliert (ranssa = 0,98 und rgsq = 0,95), was bezlglich der INSBA die
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Aussagen anderer Autoren bestétigt (Lehwenich 1999; Bender 2002; Goebbels 2006). Das
gemischte lineare Modell berechnete fur die dNSBA die Regressionsgleichung
PW(dNSBA) = 6,1 + 0,9*MW(dNSBA), welche mit ihren Konfidenzintervallen jedoch nicht die
Idealgerade y = x umschreibt. Der errechnete sichere Zusammenhang gilt zudem nur in einem
eingeschrankten Wertebereich zwischen 20 mmol/l und 200 mmol/l. Fir den BSQ wurde der
Zusammenhang als PW(BSQ) = (MW(BSQ)"%%) * (e®'), ebenfalls fiir einen eingeschrankten
Wertebereich [1,5; 5,0] berechnet; auch hier wurde die ldealgerade mit den Konfidenz-
intervallen fur die Regressionskonstante und den Regressionskoeffizienten nicht erreicht.
Beide Parameter kdnnen daher nicht als gleichwertig betrachtet werden. In frilheren Arbeiten
wurden ebenfalls Abweichungen von der Idealgeraden errechnet, die Autoren fihrten diese
auf das Verfahren der Poolbildung zuriick und befiirworteten trotzdem eine Verwendung von
Poolproben aufgrund der hohen Korrelationen zwischen Mittelwert und Poolwert (Bender
2002; Goebbels 2006). Obwohl der BSQ im Harn bisher noch nicht Gegenstand derartiger
Untersuchungen war, passen die Ergebnisse dieser Studie zu denen der dNSBA aus der hier
vorgelegten Studie und zuvor publizierten Arbeiten.

Fasst man die Ergebnisse der verschiedenen Ansatze zur Bewertung der diagnostischen
Aussagekraft des Poolergebnisses zusammen, so ist zu konstatieren, dass die dNSBA und
der BSQ als Pooluntersuchung nur eingeschrankt empfohlen werden kénnen. Die errechneten
Beziehungen gelten nur in eingeschrankten Bereichen, welche in der Praxis nicht sinnvoll
anwendbar erscheinen, da vor allem fir die NSBA auch Werte < 20 mmol und > 200 mmol/I
zu erwarten sind. Die Bland-Altman-Diagramme zeigten fur beide Parameter groR3e
Streuungen, und die Bewertung des SBS von Kuhgruppen anhand von Einzeltierergebnissen
wies bessere bzw. stabilere Testgutekriterien auf als die Bewertung anhand von Poolwerten.
Die Bestimmung des BSQ in der Pooluntersuchung sollte folglich eher als Erganzung zur
NSBA-Einzeltierdiagnostik Anwendung finden, um beispielsweise abweichende Harn-
konzentrationen auszuschlieBen oder tber die einzelnen Fraktionen der dANSBA (Baseniber-
schuss, Saurenuberschuss und Ammoniumkonzentration) den Grund der abweichenden
NSBA zu eruieren.

Teilstudie 2:

Stellt die venoése Blutgas- und Elektrolytanalyse eine Alternative oder eine sinnvolle Erganzung
zur herkdmmlichen Beurteilung des SBS von Milchkiihen mittels Harnanalyse dar, um
futterungsbedingte, subklinische Stérungen zu erkennen?

Bringt die Einbeziehung des Strong-lon-Konzeptes gegenliber dem traditionellen Henderson-
Hasselbalch-Modell Vorteile in der Beurteilung des SBS im Blut der Milchkihe, wenn der
Fokus auf der Erkennung futterungsbedingter, subklinischer Stérungen liegt?

Die Fragen der Teilstudie 2 kbnnen nur gemeinsam betrachtet werden. Im Rahmen des
Projektes ,NSBA-effektiv‘ wurde deutlich, dass es zunachst grundséatzlich moglich ist, unter
landwirtschaftlichen Bedingungen bei Milchkiihen vendse Blutgas- und Elektrolytanalysen
durchzufiihren und dabei verwertbare Ergebnisse zu erzielen. Entscheidend ist, den richtigen
Entnahmeort fur die Blutproben zu wahlen (Vena jugularis externa), die korrekte
Korpertemperatur des Tieres zu ermitteln und die Vorgaben fir die Probenentnahme (Heparin-
Rohrchen ausreichend gefillt und frei von Luft, Vermeidung von Koagulation) sowie fur die
Temperatur und Dauer des Probentransportes einzuhalten. Fir die Interpretation der
Ergebnisse ist eine wesentliche Voraussetzung, dass der Zeitpunkt der Probenentnahme und
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der zeitliche Abstand zur Fitterung der Tiere vergleichbar sind, um verschiedene Herden
miteinander vergleichen zu kénnen.

In die Gesamtstudie wurden Kihe aus dem routinemafigen Stoffwechselmonitoring des
Tharinger Tiergesundheitsdienstes eingeschlossen, in dessen Rahmen maf3geblich klinisch
unauffallige Tiere beprobt werden, um subklinische metabolische Stérungen frihzeitig zu
erkennen. Unter physiologischen Bedingungen waren demnach keine erkennbaren
Abweichungen des SBS im Blut zu erwarten, da das Sauren-Basen-Gleichgewicht effektiv
Uber die renale und pulmonale Regulation reguliert wird. Trotzdem konnten Uber die
Clusteranalyse einige deutliche Unterschiede der SBS-Parameter in den verschiedenen
,Clustern® oder Tiergruppen gezeigt werden, Uber Unterschiede im Pco. wurde zudem die
effektive pulmonale Kompensation von Abweichungen des SBS erkannt. Von den sieben
identifizierten Clustern (C1 bis C7) waren zwei Cluster durch eine geringe Tierzahl (n < 5) und
folgende Abweichungen im Energiestoffwechsel gekennzeichnet: Cluster 5 mit stark erhéhter
Konzentration der Ketonkorper BHB und Cluster 7 mit stark erh6hten Konzentrationen der
NEFA im Serum. Diese beiden Cluster reprasentierten damit metabolisch kranke Tiere,
wohingegen die Kiihe der tbrigen funf Cluster lediglich leichtere metabolische Abweichungen
aufwiesen. Die Ergebnisse von Cluster 5 und 7 sind daher mit Vorsicht zu bewerten, kdnnen
jedoch neue Einblicke in die gemischten Sauren-Basen-Stdrungen bieten.

Das Cluster 2 wurde als metabolisch unaufféllige Stichprobe zur Bildung von Studien-internen
Referenzbereichen herangezogen. Von den Ubrigen vier Clustern zeigten drei Cluster (C1, C3
und C4) durch erniedrigte Werte von pH-Wert, NSBA und/oder BSQ eine leichte bis starke
azidotische Belastung im Harn an; Uber die traditionelle Blutgasanalyse hingegen zeigten nur
zwei dieser Cluster eine Azidose Uber verminderte Werte von standardisierter HCOs™-
Konzentration und standardisiertem BE. Die Kiihe im Cluster 3 zeigten trotz starker Azidose
im Harn keine Abweichungen der Blutgaswerte im Vergleich zu denen im Cluster 2; AG war
sogar vermindert. Nach dem Konzept der starken lonen hingegen wurde bei den Tieren, die
den drei Clustern C1, C3 und C4 zugeordnet waren, das Vorhandensein einer SID-Azidose
festgestellt.

Entgegen den theoretischen Erwartungen zeigten beide Modelle zur Bewertung der
Blutgasanalyse bereits einige subklinische oder leichte Veranderungen im SBS der Kiihe an.
Der pH-Wert im Blut war in allen Clustern unveréndert im Vergleich zum Referenzcluster C2,
was die erfolgreiche Kompensation und Pufferwirkung zur Aufrechterhaltung eines
physiologischen SBS anzeigt. Die vendse Blutgasanalyse mit Betrachtung von HCOs-
Konzentration und BE konnte in dieser Studienpopulation nicht alle Belastungen des SBS
sicher erkennen und kann daher weder als Alternative noch als sinnvolle Ergénzung zur
Erkennung fltterungsbedingter, subklinischer Stérungen empfohlen werden, da kein Mehrwert
aus den Ergebnissen resultierte. AG war bei den azidotisch belasteten Kiihen (Cluster 3 und
Cluster 4) im Vergleich zu den Kihen in Referenzcluster C2 im Mittel erniedrigt, was bei
normaler oder niedriger HCOz-Konzentration auf eine Erhéhung der ungemessenen Kationen
oder eine Verminderung der Albumin-Konzentration im Blut hinweisen konnte, aber keinen
realen Mehrwert fiir die Interpretation der Ergebnisse bot. Anhand einer verminderten SID in
Kombination mit A, kann ebenfalls auf das Verhalten der HCOs-Konzentration geschlossen
werden, ohne dass man hierfur die aufwandigere Bestimmung der HCOjs-Konzentration
bendtigt: ist SID erniedrigt, liegt bei einer verminderten Albumin-Konzentration wahrscheinlich
eine normale HCO3z-Konzentration vor (vgl. C3); bei normalen Eiwei3konzentrationen findet
sich hingegen eine verminderte HCOs-Konzentration (vgl. C1 und C4). Die gemessenen
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SIDms, SIDma und SIDms auf der Basis von drei, vier oder finf lonen unterschieden sich dabei
nicht in ihrer diagnostischen Aussage, sodass fur die Routine-Labordiagnostik durchaus die
einfachere SIDy3 empfohlen werden kann. In Kombination mit der Albumin-Konzentration und
der daraus errechneten Aw: vermag SIDn, in gemeinsamer Betrachtung mit den lonen-
konzentrationen, einen detaillierteren Einblick in die Art der metabolischen Stérung des SBS
geben als es die klassischen Variablen HCO3z-Konzentration oder BE erwarten lassen. Bei
den Kuhen in Cluster 3 wurde anhand der traditionellen Parameter keine Stérung des SBS im
Blut diagnostiziert, tatséchlich lag aber eine gemischte Stérung des SBS mit einer SID-Azidose
bei gleichzeitiger Aw-Alkalose durch die verminderten Albumin-Konzentrationen im Blut vor.

Die dem Cluster C6 zugeordneten Kiihe wiesen im Harn eine alkalische Belastung auf mit im
Mittel erhdhter NSBA und erhéhtem BSQ, wobei die Parameter der traditionellen
Blutgasanalyse in diesem Cluster alle unverandert gegentiber dem Referenzcluster waren.
Das Strong-lon-Konzept zeigte hingegen fur C6 eine A-Azidose an. Anhand der hohen
Natriumausscheidung im Harn kann geschlussfolgert werden, dass der Harn in diesem Cluster
wahrscheinlich den Einsatz von Natriumbikarbonat als puffernden Zusatz und damit die hohe
DCAB der Futterration widerspiegelte — ein Effekt, der bereits von anderen Autoren gezeigt
werden konnte (Bender et al. 2003; Pradel 2021). Auch in diesem Cluster wurde zusétzlich zu
der alkalischen Last, die Uber die Niere erfolgreich kompensiert werden konnte, mit dem
Konzept der starken lonen eine weitere metabolische Stdérung identifiziert: obwohl im
traditionellen Modell unaufféllig, zeigte das Cluster 6 eine Awr-Azidose aufgrund erhohter
Konzentrationen von y-Globulinen. In diesem Cluster waren maf3geblich laktierende Kihe aus
einer Herde (8/10), welche zum Zeitpunkt der Probenentnahme von einer akuten Trichophytie-
Infektion betroffen war. Nach dem Strong-lon-Konzept flhrt dieser akute Anstieg der Globulin-
Fraktion und damit des GesamteiweiRes infolge der Entzindung zu einer azidotischen
Belastung des Organismus, welche (noch) nicht durch die HCO3z-Konzentration kompensiert
wurde und daher Uber die Variablen des Henderson-Hasselbalch-Modelles nicht erkannt
wurde.

Eine weitere Besonderheit zeigte Cluster 1 auf: es enthielt ausschliel3lich frisch abgekalbte
Kihe, welche aufgrund der Kolostrumproduktion die vergleichsweise niedrigsten y-Globulin-
Konzentrationen im Blut aufwiesen. Die Gesamteiweif3-Konzentrationen waren dadurch
erniedrigt, was wiederum zu niedrigen Awpr-Konzentrationen fiihrte. Wahrend AG, XA und
SIGmy in diesem Cluster unauffallig waren, wies ein erniedrigter SIGpr-Wert falschlicher-
weise auf das Vorliegen von ungemessenen Anionen hin. Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass fur frisch abgekalbte Kihe in den ersten Tagen nach der Abkalbung die
Anwendung der Variablen Agwany und SlGan den auf der Gesamteiweif3-Konzentration
beruhenden Variablen Awery und SIGer vorzuziehen ist, da letztere durch die physiologisch
erniedrigten y-Globulin-Konzentrationen aufgrund der Kolostrumproduktion verfalscht werden
kénnen. Ob diese Ausnahme auch fur Kihe gilt, bei welchen die Kalbung unmittelbar
bevorsteht, muss noch gepruft werden.

Das Cluster 5 summierte funf Kihe mit einer starken ketotischen Belastung. Die dadurch
verursachte azidotische Last wurde eindeutig in den Harnparametern (pH-Wert, NSBA und
BSQ erniedrigt), aber auch in den Variablen des klassischen Sauren-Basen-Modelles
(Verminderung von standardisierter HCOz-Konzentration und von standardisiertem BE im
Blut) widergespiegelt. Die Variablen, welche die Ketonkorper als ungemessene lonen
reprasentieren, waren entsprechend gegentber denen fur Cluster 2 ermittelten Werten erhoht
(AG, XA) bzw. erniedrigt (SIGi), SIGeEm). AG verblieb dabei jedoch im fur adulte Rinder
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vorgeschlagenen Referenzbereich (Constable et al. 1997) und zeigte sich damit weniger
sensitiv fur die Erkennung des Anstiegs der ungemessenen Anionen. Damit bestétigte sich,
dass die Anwendung von AG bei abnormalen Proteinkonzentrationen nicht indiziert ist: die
verringerte Albumin-Konzentration im Cluster 5 wurde durch AG nicht bericksichtigt, durch die
SIGui jedoch schon. Tatséchlich vermochte das Strong-lon-Konzept die gemischte SBS-
Storung (Cluster 5) besser darzustellen: zu erkennen war zuséatzlich eine Ax-Alkalose infolge
der erniedrigten Albumin-Konzentrationen sowie tendenziell auch eine SID-Alkalose als Folge
von niedrigen Chlorid-Konzentrationen im Serum. Ob Letztere eine Kompensation der Keto-
Azidose oder das Frihstadium einer Labmagenverlagerung mit Sequestrierung der Chlorid-
lonen im Magen-Darm-Kanal abbildet, kann retrospektiv nicht beantwortet werden.

Die drei Kuihe in Cluster 7 stammen aus einem Betrieb und wiesen als Gemeinsamkeit eine
extreme Fettmobilisation bei einer deutlichen Uberkonditionierung (BCS 4,5) auf, jedoch waren
keine einheitlichen Abweichungen im SBS zu erkennen: die Harnparameter pH-Wert und BSQ
zeigten eine alkalische Belastung an, in der traditionellen Blutgasanalyse wies ein
verminderter standardisierter BE auf eine metabolische Azidose hin. Die Strong-lon-
Parameter SID, und At zeigten beide eine Azidose an. Die niedrige Kalium- und Magnesium-
ausscheidung im Harn der drei Kilhe zeugen von einer verminderten Futteraufnahme bei
diesen Tieren, der hohe Hamatokrit sowie die relativ hohen Serumkonzentrationen von
Natrium und Chlorid kdnnten zudem auf eine beginnende Dehydratation infolge einer
mangelhaften Wasseraufnahme hinweisen, sodass die Ergebnisse fur Cluster 7 unter gro3em
Vorbehalt zu interpretieren sind. Obwohl bei den erhéhten Konzentrationen der NEFA im
Serum ein Anstieg der ungemessenen Anionen zu erwarten gewesen ware, zeigten
verminderte AG und XA bzw. erhéhte SIGin und SIGer eine Erhdhung der ungemessenen
Kationen an, was bislang nicht erklart werden kann und weiterer Forschung bedarf.

5.3Schlussfolgerungen und Empfehlungen fur weiterfihrende Arbeiten

Es gibt verschiedene Maoglichkeiten, den SBS in Milchviehherden zu beurteilen und
fatterungsbedingte Stérungen frihzeitig zu erkennen. Die Bestimmung der einfachen NSBA
im Harn nach Kutas (Kutas 1965) erwies sich als geeignete Methode, um auf Einzeltierbasis
Abweichungen des SBS in einer Tiergruppe zu finden. Die Beurteilung des SBS im Harn ist
auch in einer Poolprobe von drei bis 10 Kihen mdglich — jedoch ist diese nur in dem
eingeschrankten Bereich von 20 - 200 mmol/l fir die dNSBA sicher zu nutzen. Zudem ist
gegenuber den NSBA-Einzeltierwerten mit schlechteren Sensitivitaten fur die Erkennung
azidotisch oder alkalisch belasteter Kuhgruppen zu rechnen, sofern man den dNSBA-Poolwert
nutzt. Als ein weiterer Vorteil der Einzeltieruntersuchung ist hervorzuheben, dass bei einer
hohen Streuung der Einzelwerte der NSBA sowie der Mineralstoffe im Harn gleichzeitig auf
maogliche Mischungenauigkeiten der Ration, Unregelmaldigkeiten in der Futtervorlage oder auf
schwankende bzw. verminderte Futteraufnahme bei Einzeltieren (z. B. verursacht durch
Rangordnung oder Stress innerhalb der Kuhgruppe) hingewiesen wird, was in der Poolprobe
nicht bewertet werden kann.

Eine weitere Vereinfachung der Bestimmung der NSBA im Harn in Form der Siebtest-
Mikromethode zeigte in der hier vorgelegten Studie schlechtere Sensitivitdten zur Erkennung
alkalisch belasteter Kuhgruppen. Zur méglichen Nutzbarmachung dieses Testes in einer
modifizierten Form bzw. Durchfiihrung bedarf es weiterer wissenschatftlicher Untersuchungen.
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Grundsatzlich konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass die Durchfihrung einer
venosen Blutgas- und Elektrolytanalyse bei Milchkihen unter Praxis- bzw. Feldbedingungen
verwertbare Ergebnisse liefern kann, sofern die erforderlichen préaanalytischen
Voraussetzungen eingehalten werden. Die vendse Blutgas- und Elektrolytanalyse kann eine
sinnvolle Erganzung zum Auffinden von subklinischen Stérungen des SBS sein, vor allem bei
unklarer oder widersprichlicher Harndiagnostik. Aufgrund der praanalytischen Anforderungen,
die unter landwirtschaftlichen Praxisbedingungen nur schwer erfillbar sind, wird die venose
Analyse von Blutgasen und Elektrolyten in der Routinediagnostik jedoch keine Alternative fir
die herkdmmliche Beurteilung des SBS im Harn der Kiihe darstellen kénnen. Fir klinische
Studien ist sie dennoch zu empfehlen, denn die Einbeziehung des Strong-lon-Konzeptes
bringt gegeniiber dem traditionellen Henderson-Hasselbalch-Modell Vorteile fir die
Beurteilung des SBS im Blut der Milchkiihe. Subklinische, gemischte Stérungen des SBS
kénnen durch die Berechnung und Bewertung der Variablen SID, und Ay sicher erkannt
werden. Anhand einer kleinen Kuhgruppe (C5; n =5 Tiere) konnte gezeigt werden, dass sich
die ketotische Belastung in stark erhéhten XA-Werten widerspiegelte, die starke lonenliicke
SIGpwy und SIGaw nach Constable war entsprechend erniedrigt. Zusatzlich kann aus den
Ergebnissen dieser Untersuchung geschlussfolgert werden, dass sowohl der Laktations-
abschnitt als auch die betriebsindividuelle Futterzusammensetzung die Variablen des Strong-
lon-Konzeptes beeinflussen und bei der Beurteilung von SIDm, Aw: Und SIG bericksichtigt
werden sollten. Das Fehlen von validen Referenzwerten fur Milchkihe in verschiedenen
Laktationsabschnitten oder flr Rinder im Allgemeinen stellt derzeit noch ein Problem fir die
Anwendung des Strong-lon-Konzeptes in der Praxis zur Beurteilung des SBS von Milchvieh-
herden dar und sollte durch kinftige Studien behoben werden.
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6 Zusammenfassung
Labordiagnostische Madoglichkeiten zur Erkennung fltterungsbedingter
Stérungen des Sauren-Basen-Haushaltes in Milchviehherden

Das Ziel dieser Studie war es, verschiedene diagnostische Moglichkeiten zur Bewertung des
Sauren-Basen-Status (SBS) bei Milchkiihen unter den Bedingungen der landwirtschaftlichen
Praxis zu evaluieren, um fitterungsabhangige, subklinische Stérungen des SBS in einer Tier-
bzw. Fitterungsgruppe frihzeitig zu erkennen.

In Teilstudie 1 wurde die seit mehreren Jahrzehnten etablierte Harnanalyse zur indirekten
Beurteilung des SBS mittels drei Verfahren zur titrimetrischen Bestimmung der Netto-S&auren-
Basen-Ausscheidung (NSBA) im Harn angewandt, sodass der SBS von 127 Kuhgruppen
anhand der einfachen NSBA nach Kutas, der differenzierten NSBA nach Lachmann und
Schéafer sowie des vereinfachten NSBA-Siebtestes mit reduziertem Probenvolumen nach
Furcht und Gratsch bewertet wurde. Bertcksichtigt wurden dabei die Einzeltierergebnisse von
855 Milchkiihen der Rasse ,Deutsch Holstein® aus 43 Thiringer Milchviehbetrieben. Die Tiere
wurden im Rahmen eines Gesundheitsmonitorings in verschiedenen Laktationsstadien als
»1rockensteher (21 bis sieben Tage ante partum), ,Frischabkalber (zwei bis 10 Tage post
partum) oder ,laktierende Kuh* (30 bis 100 Tage post partum) beprobt. Die Beurteilung der
Ergebnisse von Poolproben aus drei bis 10 Einzeltieren eines Laktationsstadiums wurde der
Bewertung anhand der Einzeltierergebnisse gegentbergestellt. Als Referenz galt die
Bewertung des Basen-Sauren-Quotienten im Harn nach Lachmann und Schéfer, da dieser
Quotient von der Harnkonzentration unabhéngig ist und damit den Goldstandard fir die
Bewertung des SBS im Harn darstellt.

Die einfache NSBA nach Kutas auf Einzeltierbasis erwies sich als geeignet, um Abweichungen
des SBSin einer Tiergruppe zu detektieren. Azidotisch belastete Kuhgruppen wurden mit einer
Sensitivitat von 87 % bei einer Spezifitdt von 71 % und alkalisch belastete Kuhgruppen mit
einer Sensitivitat und Spezifitat von je 83 % erkannt. Die Beurteilung des SBS im Harn mittels
differenzierter NSBA wies lediglich in dem eingeschrankten Bereich von 20 — 200 mmol/l einen
linearen Zusammenhang zwischen dem errechneten Mittelwert einer Kuhgruppe und dem
gemessenem Poolwert auf. Die differenziete NSBA als Poolwert zeigte eine maéaRige
Sensitivitat (74 %) zur Erkennung azidotisch belasteter Kuhgruppen und eine schlechte
Sensitivitat (48 %) zur Erkennung alkalisch belasteter Kuhgruppen. Die NSBA-Siebtest-
Methode erwies sich aufgrund einer schlechten Sensitivitat (57 %) und Spezifitét (63 %) zur
Erkennung alkalisch belasteter Kuhgruppen als nicht geeignet zur Uberwachung des SBS
einer Milchviehherde.

In der Teilstudie 2 wurden an einem Teil der Studientiere (n = 145 aus 14 Betrieben) die
Harnparameter zur Bewertung des SBS uber eine hierarchische Clusteranalyse mit im
peripheren Blut gemessenen metabolischen Parametern und den Ergebnissen der vendsen
Blutgasanalyse verknupft. Die Variablen der traditionellen SBS-Analyse nach Henderson-
Hasselbalch, die Bikarbonat-Konzentration, der Base Excess und die Anionenlicke (AG),
wurden den Variablen des Strong-lon Konzeptes nach Stewart und Constable
gegenubergestellt. Studieninterne Referenzwerte wurden hierflr aus einer Stichprobe von
metabolisch unauffélligen Kiihen ermittelt.

Subklinische, gemischte Stérungen des SBS konnten durch die Berechnung und Bewertung
der Variablen Strong lon Difference (SID) und Acid Total (A«wt) sicher erkannt und differenziert
werden, wobei der Einfluss von Laktationsstand und Rationszusammensetzung auf diese
Variablen nachweisbar war. Anhand einer kleinen Kuhgruppe (n =5 Tiere) wurde zudem
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deutlich, dass sich eine ketotische Belastung nur im SBS-Modell nach Constable
widerspiegelt, indem die Variable SIG (strong ion gap) signifikant erniedrigt war.

Die vendse Blutgas- und Elektrolytanalyse mit der Einbeziehung des Strong-lon-Konzeptes
erwies sich als eine sinnvolle diagnostische Erganzung zum Auffinden von subklinischen
Storungen des SBS von Milchkiihen. Aufgrund der praanalytischen Anforderungen, die unter
landwirtschaftlichen Praxisbedingungen nur schwer erfillbar sind, wird sie in der
Routinediagnostik jedoch keine Alternative flir die herkbmmliche Beurteilung des SBS im Harn
der Kihe darstellen konnen. Das Fehlen von validen Referenzwerten fir die Variablen SID,
Awt und SIG fir Milchkuhe stellt zudem ein Problem fur die Anwendung des Strong-lon-
Konzeptes zur Beurteilung des SBS von Milchviehherden dar und sollte durch kiinftige Studien
behoben werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Bestimmung der einfachen NSBA im Harn nach
Kutas eine in der Praxis valide diagnostische Mdglichkeit darstellt, um den SBS von
Milchviehherden zu tberwachen und fltterungsbedingte, subklinische Stérungen in der Herde
zu erkennen. Die Bewertung von Poolproben zur Beurteilung des SBS einer Kuhgruppe ist
dabei nur eingeschréankt moglich, sodass der Bestimmung und Beurteilung von Einzeltier-
proben der Vorzug zu geben ist. Bei Bedarf und unter Einhaltung der praanalytischen
Voraussetzungen kann die Harnanalyse sinnvoll durch vendse Blutanalysen und Ein-
beziehung der Variablen des Strong-lon-Konzeptes erganzt werden.
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7 Summary
Diagnostic tools for identification of feed-dependent acid base disorders in dairy
herds

The aim of the study was to evaluate different diagnostic tools for assessment of acid base
status in dairy cows to detect feed-dependent, subclinical acid base disorders in cow groups
under field conditions at an early stage.

Established urinalysis for indirect assessment of acid base status was used in sub-study 1,
applying and comparing three methods for the titrimetric determination of net base excretion
(NBE) in urine. Acid base status of 127 cow groups was assessed using the simple NBE
according to Kutas, the differential NBE according to Lachmann and Schéafer and the simplified
NBE test with reduced urine volume according to Furcht and Grétsch. Results of 855 German
Holstein dairy cows from 43 Thuringian dairy farms were enrolled in the study. Sample
collection was performed within a routine health monitoring program. Cows at three different
stages of lactation were included: dry cows (21 to seven days before calving), freshly lactating
cows (two to ten days after calving), and lactating cows (30 to 100 days in milk). Cow groups
subsumed three to ten cows per group of the same stage of lactation. The acid base status of
these groups was evaluated from a pooled sample as well as from individual cow results for
comparison. The base acid ratio according to Lachmann and Schafer was used as reference
result, as this quotient represents the gold standard for evaluation of acid base status in urine
because of its independence of urine concentration.

The simple NBE according to Kutas on basis of individual cow results was proved to be suitable
for detecting deviations of acid base status in corresponding cow groups. While acidotic load
was detected with a sensitivity of 87 % and a specificity of 71 %, alkalosis revealed a sensitivity
as well as a specificity of 83 %. Using differential NBE, there was a linear correlation between
the calculated mean value of a cow group and the measured pool value in the limited range of
20 - 200 mmol/L only. The differential NBE as pool value showed a moderate sensitivity (74 %)
for the detection of acidotic load in cow groups and a poor sensitivity (48 %) for the detection
of alkalosis. The simplified NBE test with reduced volume seemed to be not suitable for
monitoring acid base status in dairy herds due to poor sensitivity (57 %) and specificity (63 %)
for detecting alkaline-loaded cow groups.

Using a hierarchical cluster analysis, the urine parameters for assessing acid base status from
a part of the animals (n = 145 from 14 farms) were linked to their metabolic parameters
measured in peripheral blood and the results of venous blood gas analysis in sub-study 2.
The variables of the traditional approach for evaluation of blood gas analysis according to
Henderson-Hasselbalch, i.e. the bicarbonate concentration, the base excess and the anion
gap (AG), were compared with the variables of the strong ion approach according to Stewart
and Constable. For this, internal study reference values were determined based on a sample
of metabolically normal cows.

With the variables Strong lon Difference (SID) and Acid Total (Aw), latent mixed acid base
disorders could be identified and differentiated. Additionally, an influence of stage of lactation
and feed composition on these variables was proven. Only with the variable Strong lon Gap
(SIG) according to Constable, a hyperketonemia was reflected by significantly lower SIG
values in one small cow group (n = 5). The venous blood analysis with inclusion of the strong
ion approach was proved to be a beneficial, additional diagnostic tool for detection of
subclinical acid base disorders in dairy cows. However, taking the preanalytical requirements
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into account, its application in routine diagnostic under field conditions is limited. Moreover, for
assessment of acid base status of dairy cows, there were no valid reference values for SID,
Awt und SIG available at this point, a problem which should be fixed in future studies.

In summary, the simple NBE according to Kutas proved to be a practical and valid diagnostic
tool for monitoring acid base status in dairy herds to detect latent, feed-dependent acid base
disorders. Individual biological samples should be preferred for assessment of acid base status
of a cow group because informative value of pooled samples is limited. Evaluation of acid base
status by urinalysis could be meaningful supplemented by strong ion variables assessed in
venous blood when pre-analytical requirements can be fulfilled.
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ANHANG

9 Anhang

9.1Anlage Al:
Abstract zum Vortrag bei der 43. Leipziger Laborfortbildung "Labordiagnostik in der
Bestandsbetreuung" der Medizinischen Tierklinik der Universitat Leipzig, 22. 06. 2018

Konzept der starken lonen nach Stewart - eine Alternative fur die Bewertung des
Sauren-Basen-Haushalts von Milchkiihen?

Tanja GértnerY, Veit Zoche-Golob?, Karsten Donat, Petra Reinhold?
DThiiringer Tierseuchenkasse, Tiergesundheitsdienst, Victor-Goerttler-Strale 4, 07745 Jena
2FLI, Institut fur molekulare Pathogenese, Naumburger Str. 96a, 07743 Jena

In der routineméRigen Herdenlberwachung stellt die Bestimmung der Netto-S&uren-Basen-
Ausscheidung (NSBA) im Harn nach KUTAS die Methode der Wahl zur Beurteilung des
Séuren-Basen-Haushaltes (SBH) von Milchkihen dar. Die NSBA spiegelt die Wirkung der
korpereigenen Puffersysteme und deren renale Regulation wider und reflektiert damit
metabolische azidotische oder alkalotische Belastungen auf indirekte Weise. Sie ermdglicht
so die Erkennung alimentér bedingter Belastungen des SBH (Furll 1993). Ein direkter
Einblick in den SBH ist Uber eine Blutgasuntersuchung mdoglich. Dabei werden bei der
traditionellen  Blutgasanalyse, abgeleitet von der HENDERSON-HASSELBALCH-
Gleichung, der pH- Wert des Blutes, der Partialdruck von Kohlendioxid (pCO.) und - davon
abgeleitet - die Konzentration von Bicarbonat (HCO3") und der Baseniiberschuss (base excess,
BE) im arteriellen oder vendsen Blut beurteilt. Im Gegensatz dazu hat STEWART in den
1980ern ein neues Konzept zur Bewertung des SBH entwickelt, welches sich nach den
Gesetzen  der  Elektroneutralitdt,  der  Erhaltung der Masse und  des
Dissoziationsgleichgewichtes richtet. Nach seiner Theorie wird der pH-Wert des Blutes durch
3 - voneinander unabhangigen - Faktoren beeinflusst: dem pCOg, der Differenz der starken
lonen (SID) und dem Gesamtgehalt an nichtfliichtigen, schwachen Puffer-Sduren (Atot)
(Stewart 1983). Anhand dieser Komponenten sollen metabolische Verénderungen besser
charakterisierbar sein: eine metabolische Azidose liegt bei einer Erniedrigung der SID oder
einer Erhdhung von At vor, eine metabolische Alkalose hingegen ist an einer Erhéhung der
SID oder einer Erniedrigung von Aot erkennbar. Zusatzlich besteht die Mdglichkeit, durch das
Strong lon Gap (SIG) ungemessene starke lonen wie Ketokorper darzustellen. Fir die
Anwendung der ,,Strong Ion Theory* wurden durch die Arbeitsgruppe um CONSTABLE fur
Rinder geltende Berechnungsgrundlagen fiir o. g. Variablen erstellt und Studien an klinisch
kranken Tieren durchgefihrt (Constable 1999, 2002, 2014; Trefz et al. 2015). Bisher fand die
Blutgasuntersuchung vorwiegend bei klinisch kranken Tieren Anwendung. Um das Verfahren
der Blutgasanalyse unter Einbeziehung des modernen Strong lon Konzeptes in der Praxis zu
testen, wurde durch den TGD Thiringen ein Feldversuch im Rahmen der routinemaRigen
Stoffwechselliberwachung durchgefiihrt. Dabei wurden Stoffwechselproben (Blut und Harn)
von 145 Milchkiihen aus 13 Thiringer Betrieben entnommen. Zusétzlich zur blutchemischen
Untersuchung wurde eine Blutgasanalyse durchgefiihrt. Ziel dieser noch in Auswertung
befindlichen Studie ist es, die Ergebnisse aus der indirekten Harnuntersuchung (NSBA) mit
den Resultaten der Blutgasanalyse, sowohl nach dem traditionellen HENDERSON-
HASSELBALCH-Modell, als auch nach dem modernen ,Strong-lon-Konzept:, zu
vergleichen. Insbesondere ist zu prifen, ob durch die Kombination beider Verfahren die
Erkennung von subklinischen metabolischen Stérungen verbessert werden kann.
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9.2 Anlage A2:

Supporting material Teilstudie 2; S1 Table

Variables
pH (u)
cNABE (u)
BAR (u)
cBE (u)
CAE (u)
cAmm (u)
cNa (u)

cK (u)

cMg (u)
cCa (u)

cCl (u)
cNEFA
cBHBA
cCholesterol
cGlucose
cL-lactate
cBilirubin
aGLDH
cUrea
cProtein total
cAlbumin
cy-Globulin
cal-globuline
co2-globuline
cp-globuline
cNa*

cMg

cCl-

cK* (b)
cCa? (b)
cPi (b)

pH (V)st
CHCO;3

Units

mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
pumol/Il
mmol/l
mmol/l
mmol/l
pumol/I
nkat/I
mmol/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/l

mmol/l

QI
8.09
81.50
177
150.00
70.50
2.50
51.80
172.75
7.33
0.50
139.50
0.50
509.50
1.38
2.93
0.48
3.74
88.05
2.70
63.15
27.85
14.55
10.00
2.85
4.15
140.50
1.05
102.25
3.80
117
1.41
7.37

26.88

Cluster 1
Median
8.17
119.00
2.24
205.00
92.00
4.00
104.00
221.80
11.35
0.50
149.00
0.72
716.00
1.88
3.35
0.55
4.74
145.80
3.50
68.80
31.40
17.40
10.80
3.50
4.60
142.00
1.19
105.00
4.00
1.19
1.58
7.38

27.78

QI
8.29
137.50
2.83
245.00
97.00
7.00
154.40
262.85
16.94
3.48
183.00
0.86
1119.50
2.44
3.78
0.93
7.32
181.05
4.00
70.90
32.25
19.70
12.30
4.90
4.85
143.00
1.23
105.25
4.28
1.28
2.14
7.40

28.84

Ql
8.17
106.00
2.29
195.00
60.00
2.00
9.70
125.80
5.14
0.50
19.00
0.35
564.00
1.68
3.20
0.50
2.88
142.90
3.20
68.10
28.20
17.50
10.80
2.90
4.10
138.00
1.14
97.00
3.70
1.15
1.55
7.38

28.20

Cluster 2
Median
8.31
165.00
3.05
245.00
79.00
3.00
53.80
188.70
8.54
0.50
38.00
0.51
692.00
2.41
3.30
0.60
3.58
197.70
3.80
72.10
31.60
21.60
11.60
3.10
4.60
140.00
1.29
100.00
3.90
1.20
1.76
7.39

29.36

QI
8.35
210.00
3.54
280.00
90.00
6.00
101.30
230.80
11.94
0.57
65.00
0.74
812.00
2.79
3.70
0.80
4.48
310.30
4.40
75.60
33.60
24.10
12.70
3.80
5.20
142.00
1.45
103.00
4.15
1.25
1.99
7.40

30.88

Ql
7.03
5.00
1.10

110.00

72.00
5.00
5.00

112.30
4.31
0.50

15.00
0.52

581.00
1.64
3.18
0.40
4.41

124.05
2.25

71.25
26.05
22.30
11.50
3.50
3.45

138.00
0.92

101.00
3.78
1.18
1.36
7.37

26.91

Cluster 3
Median
7.83
40.00
1.46
170.00
101.00
7.00
5.00
168.40
9.66
0.67
46.00
0.67
758.00
1.80
3.50
0.50
7.43
158.00
2.90
74.10
27.70
27.80
12.60
4.10
4.00
139.00
1.00
102.00
3.90
1.23
1.53
7.40

28.83

QI
8.06
101.00
2.01
210.00
131.50
17.00
33.35
249.15
15.27
2.61
61.50
1.00
933.00
2.22
3.75
0.70
11.13
273.10
3.55
78.10
29.35
30.25
13.10
4.65
4.70
140.75
1.19
104.00
4.15
1.26
1.77
7.41

29.29

Ql
7.79
39.00
1.31
158.75
76.25
5.00
5.00
177.33
7.01
0.50
17.75
0.59
696.25
1.84
3.05
0.50
4.29
141.50
3.28
68.43
31.65
17.78
10.00
2.58
3.90
138.00
1.07
100.50
3.75
1.16
1.43
7.35

26.56

Cluster 4
Median
8.14
85.50
1.85
205.00
105.50
8.00
13.60
215.85
8.56
0.64
40.00
0.78
821.00
2.20
3.53
0.68
5.88
200.00
3.90
73.85
33.55
22.20
10.95
3.00
4.40
140.00
1.20
102.25
3.95
1.22
1.58
7.38

27.76

QI
8.24
135.00
2.32
255.00
136.25
12.25
56.75
251.28
17.21
2.63
105.00
1.06
987.75
2.76
3.83
1.15
8.80
258.15
4.75
78.60
35.08
23.98
11.85
3.40
4.93
141.00
1.36
105.00
4.10
1.26
1.88
7.39

28.84

Ql
6.88
-27.00
0.83
130.00
83.00
8.00
5.00
89.60
8.15
0.50
15.00
0.82
1730.00
1.72
2.20
0.45
7.49
171.20
3.00
61.50
26.00
15.80
11.20
3.30
3.00
135.50
1.05
97.50
3.90
1.14
1.76
7.36

26.35

Cluster 5
Median
7.88
43.00
1.45
130.00
97.00
16.00
8.10
140.80
8.39
0.50
15.00
0.87
2366.00
1.80
2.90
0.50
7.68
319.80
4.80
72.30
27.90
23.40
11.30
3.80
3.50
138.00
1.12
98.00
4.10
1.20
1.83
7.38

26.81

QI
7.90
56.00
1.49
170.00
120.00
35.00
25.70
151.80
9.03
1.04
17.00
0.93
2449.00
2.07
3.15
0.85
8.88
341.10
5.00
75.40
32.10
26.20
11.60
4.20
3.70
142.00
1.12
100.00
4.20
1.20
1.84
7.40

27.42

Ql
8.31
212.75
4.07
266.25
52.00
2.00
119.25
97.55
6.14
0.50
16.50
0.25
592.50
4.91
3.35
0.53
2.06
149.18
3.88
83.73
30.00
29.05
11.13
2.73
3.93
139.25
1.23
100.63
3.70
121
1.13
7.38

26.39

Cluster 6
Median
8.33
226.00
4.44
300.00
62.50
3.00
134.70
130.65
9.17
0.50
21.50
0.36
610.50
5.93
3.53
0.65
2.28
188.75
4.30
87.70
33.90
31.05
11.50
3.15
4.35
140.00
1.31
102.00
3.80
1.23
1.37
7.39

28.31

QI
8.34
243.75
5.14
327.50
74.00
3.75
162.03
175.45
11.77
0.50
32.50
0.43
657.25
6.50
3.64
0.69
4.06
236.58
4.40
88.43
35.23
39.80
12.53
3.38
5.10
141.00
1.39
104.13
3.98
1.27
1.55
7.41

28.96

QI
8.40
180.50
4.67
230.00
45.50
1.00
51.70
107.60
3.24
0.50
15.00
2.9
794.50
1.63
3.28
0.48
19.74
78.90
415
70.30
35.50
18.60
9.10
2.45
4.65
142.25
1.25
108.00
4.05
1.05
1.02
7.39

26.98

Cluster 7
Median
8.43
194.00
4.88
250.00
50.00
1.00
52.50
118.50
4.59
0.50
18.00
3.08
904.00
2.24
3.55
0.55
25.90
79.60
4.20
74.20
35.80
22.70
9.50
2.60
4.80
142.50
1.29
108.50
4.15
1.10
1.33
7.40

26.99

QI
8.43
209.00
5.14
262.50
52.50
1.50
73.45
142.30
8.69
0.50
30.50
3.14
1005.50
2.28
3.83
0.75
27.91
103.95
4.25
79.95
36.45
26.65
9.55
2.65
5.30
142.75
1.35
109.25
4.20
111
1.33
7.41

28.13
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Variables
cHCOj (st)
cBase
cBase (Ecf)
pCOz @n
AG

SIDm;
SIDm,
SIDms

Avot(alb)
Atotprt)
SIGai)
SIGprm
cXA
BT
BCS
DIM
Hct

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster 5 Cluster 6 Cluster 7

Units Ql Median QI QI Median QI QI Median QI QI Median Qlll Ql Median QI Ql Median QI Ql Median QIll
mmol/l | 25.70 26.65 27.50 | 26.95 27.85 28.80 | 26.40 27.45 28.15| 25.24 26.30 27.28 26.15 26.60 26.90 [ 26.16 27.13  28.13| 26.58 27.00 27.73
mmol/l 2.28 3.30 4.53 3.75 4.75 6.05 3.08 4.10 5.08 2.03 3.03 4.16 3.00 3.05 3.10 2.64 4.03 4.94 3.15 3.60 4.33
mmol/Il 2.43 3.70 4.80 4.25 5.30 6.50 3.20 4.75 5.40 2.33 3.63 4.65 2.95 3.10 3.25 2.74 4.33 5.23 3.38 3.85 4.63
kPa 6.52 6.62 6.73 6.66 6.84 7.13 6.29 6.49 6.89 6.35 6.71 6.96 5.77 6.06 6.56 6.23 6.57 6.76 6.11 6.42 6.53
mmol/l | 12.94 14.20 1495 | 13.49 14.00 15.25| 11.93 1241 13.12 | 11.95 13.10 14.08 16.66 17.18 18.15| 13.99 14.08 14.50 9.57 10.16 10.82
mmol/l | 40.43 41.70 42.98 | 42.05 4355 4535| 39.63 41.00 41.58| 39.50 40.80 41.81 41.90 44.60 46,95 40.84 4223 43.09| 37.70 38.25 38.35
mmol/l | 39.53 41.10 42.38 | 41.35 42,95 4440 39.00 40.55 41.18| 38.56 40.00 40.93 41.45 43.75 45,55 | 40.05 4155 4256 | 37.13 37.50 37.60
mmol/l | 40.71 42.42 43.59 | 42.60 4422 45.47 | 40.18 41.71 42.36 | 39.70 41.23 42.15 42.69 44.82 46.75( 41.31 42.80 43.82| 38.19 38.51 38.65
mmol/l | 21.17 23.86 2451 | 21.43 24.02 2554 | 19.80 21.05 22.31| 24.05 2550 26.66 19.76 21.20 24.40 | 22.80 25.76  26.77 | 26.98 27.21 27.70
mmol/l | 22.73 24.77 2552 | 24.52 2596 27.22| 25.65 26.68 28.12| 24.63 26.59 28.30 22.14 26.03 27.14| 30.14 3157 31.83| 2531 26.71 28.78
mmol/l 0.42 1.78 2.68 0.52 2.18 3.39 0.50 2.08 3.71 2.64 4.18 5.92 -3.64 -3.51 -2.85 1.30 3.30 4.50 7.74 8.85 9.63
mmol/l 0.95 2.10 3.77 2.39 3.64 4.69 4.64 6.63 7.56 3.82 5.36 6.44 -1.81 -1.72 0.66 6.27 7.58 8.00 6.61 8.50 10.36
mEg/I| 7.52 8.49 9.18 7.39 8.17 8.78 471 6.68 7.79 4.73 6.08 7.52 12.46 12.58 12.89 5.39 6.06 7.08 0.44 2.04 3.09
°C 38.50 38.70 38.95( 38.40 38.60 38.90 | 38.55 38.90 39.30| 38.40 38.70 38.90 38.70 39.10 39.40| 37.93 38.25 38.50| 38.60 38.70 39.10
3.25 3.50 3.75 3.00 3.25 3.50 3.00 3.25 3.50 3.00 3.25 3.75 2.75 3.25 3.50 2.31 2.50 3.19 4.00 4.50 4.50
1.00 3.00 4.00 3.00 5.00 9.00 5.00 6.00 9.50 2.75 4.00 8.00 4.00 8.00 14.00 | 43.00 53.50 58.25 1.00 1.00 1.50
1 0.35 0.36 0.38 0.34 0.36 0.37 0.32 0.34 0.36 0.36 0.38 0.40 0.30 0.33 0.36 0.29 0.30 0.31 0.39 0.39 0.40

Legend to S1 Table
Q I = first quartile / Q 111 = third quartile of values within the cluster, pH (u) = pH-level in urine, cNABE (u) = net acid-base excretion in urine, BAR (u) = base-acid ratio in urine,

CBE (u) = base extent in urine, CAE (u) = acid extent in urine, CAmm (u) = concentration of ammonia in urine, cNa* (u) = sodium ion concentration in urine, cK* (u) = potassium ion
concentration in urine, cMg (u) = magnesium concentration in urine, cCa%* (u) = calcium ion concentration in urine, cCl- (u) = chloride ion concentration in urine, cNEFA = concentration of
non-esterified fatty acids in serum, cBHBA = concentration of B-hydroxybutyrate in serum, aGLDH = activity of glutamate-dehydrogenase in serum, cNa* (b) = sodium ion concentration in
plasma, cMg (b) = magnesium concentration in serum, cCl- (b) = chloride ion concentration in plasma, cK* (b) = potassium ion concentration in plasma, cCa2?* (b) = calcium ion concentration in
plasma, cPi (b) = concentration of inorganic phosphorous in serum, pH (v)st = venous pH-level in plasma, corrected for rectal measured body temperature, cHCOs™ = actual bicarbonate
concentration in plasma, cHCOs- (st) = standard bicarbonate concentration, cBase = actual base excess in plasma, cBase (Ecf) = standard base excess, pCOz (st) = partial pressure of carbon
dioxide, corrected for body temperature, AG = anion gap, SIDms/45s = measured strong ion difference, Atwtai) = acid total (calculated with alboumin), Acwtprty = acid total (calculated with total
protein), SIG(ain) = strong ion difference (calculated with albumin), SIGr) = strong ion difference (calculated with total protein), XA = unmeasured anions, BT = rectal measured body
temperature, BCS = body condition score, DIM = no. of days in milk, Hct = hematocrit
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10 Publikationen

10.1 Vortrage im Rahmen des Projektes ,,NSBA-effektiv*

"Azidose oder Alkalose — Was leistet die NSBA zur Bewertung des Sauren-Basen-
Haushalts in Milchviehherden?"

Gemeinsamen Fortbildung der MSD Tiergesundheit und der Thiringer Tierseuchenkasse fir
Tierarzte in Erfurt, 06. 04. 2017

"Was leistet die NSBA zur Bewertung des Saduren-Basen-Haushalts in
Milchviehherden?"
Arbeitstreffen der bundesdeutschen Rindergesundheitsdienste in Herrsching, 29. 06. 2017

"Konzept der starken lonen nach Stewart - eine Alternative fur die Bewertung des
Sauren-Basen-Haushalts von Milchkuhen?"

43. Leipziger Laborfortbildung "Labordiagnostik in der Bestandsbetreuung" der
Medizinischen Tierklinik der Universitat Leipzig, 22. 06. 2018

10.2 Veroffentlichungen im Rahmen des Projektes ,,NSBA-effektiv*

Poster Operationelle Gruppe: NSBA-effektiv
https://tllir.thueringen.de/fileadmin/TLLLR/Service/Publikationen/Berichte_ LFE/2015 Ife_3 n

sba.pdf

Abschlussbericht zum Projekt ,NSBA-effektiv‘ vom 28. 03. 2019
https://tllir.thueringen.de/fileadmin/TLLLR/Service/Publikationen/Berichte_LFE/2015 LFE_00
03_NSBA_Milchkuehe_ab.pdf
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