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Einleitung

1 Einleitung

Die Leistung der Milchkuhe ist von ihnrem Gesundheitsstatus abhangig. Kiihe, welche sich
nicht in einem gesunden Zustand befinden, haben eine geringere Milchleistung (Edwards
und Tozer, 2004). In den letzten Jahren stieg die Milchleistung pro Kuh kontinuierlich an, wie
in Tabelle 1 dargestellt. Die stetig weiter steigende Leistung des Milchrindes wird als
Ursache fir eine hdhere Krankheitsanfalligkeit vermutet (Fleischer et al., 2001). Allerdings
kamen auch Studien zu dem Ergebnis, dass es lediglich fir die Fruchtbarkeit negative
Auswirkungen bei sehr hoch leistenden Milchkihen gibt. Andere Krankheitsgeschehen wie
Mastitiden, Stoffwechsel- oder Klauenerkrankungen besitzen demnach keine Beziehungen
(Folsche, 2012). Eine hohe Milchleistung spiegelt eine gute Herdengesundheit wider (Busch
et al., 2003; Folsche, 2012). Es ist folglich zu erwarten, dass gesunde Herden hohe
Milchleistungen aufweisen, diese jedoch héhere Anforderungen an Fitterung und

Haltungsbedingungen stellen.

Tabelle 1: Milchleistung je Kuh in Deutschland, in kg; mod. Nach Bundesanstalt fiir
Ernahrung und Landwirtschaft (September 2016) und Kanitz et al. (2003)

Jahr Nach Bundesanstalt fiir Nach Kanitz et al (2003) *
Erndhrung und Landwirtschaft

um 1950 2165 -

1990/91 4710 4885

2000 6122 7601

2002 - 8037

2009 6977 -

2014 7541 -

*nur fir die Region Ostdeutschland und fir die Rasse Deutsches Holstein

Aus 6konomischer Sicht sind hohe Leistungen der Tiere ebenso entscheidend: Der
betriebswirtschaftliche Gewinn ist von einer hohen Milchleistung der Tiere abhangig
(Fleischer et al., 2001; Staufenbiel et al., 2004a). Die Milchleistung pro Kuh ist der wichtigste
Einflussfaktor flir den Gewinn eines Milchviehbetriebes (Jaster, 2004). Neben den
Okonomischen Aspekten gibt es ein in jingster Zeit starker werdendes gesellschaftliches
sowie tierschutzrechtliches Verlangen nach gesunden und ,glicklichen® Tieren (Oltenacu
und Broom, 2010; Spiller, 2015; Cannas da Silva et al., 2006). Die Gesundheit der Kiihe ist
demnach Grundvoraussetzung fiir eine hohe Leistung und einen damit verbundenen

Gewinn, sie ist ebenso von gesellschaftlichem Interesse. Dadurch ergeben sich jedoch neue
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Herausforderungen fur Tierarzte und Landwirte (Cannas da Silva et al., 2006). Deswegen
werden in der modernen Milchkuhhaltung eine gute Krankheitsprophylaxe sowie das
friihzeitige Erkennen von Krankheiten immer wichtiger. Damit ergibt sich also eine
Beziehung zwischen Tiergesundheit, Milchleistung und Gewinn.

Die meisten Krankheiten treten im peripartalen Zeitraum auf (Furll, 1989; Drackley, 1999b;
Drackley, 1999a). Aufgrund dessen wurden verschiedene Methoden zur Friiherkennung
bereits vor der Kalbung von sog. Problemkiihe entwickelt. Somit ist es nétig, immer neue
Konzepte zur Friherkennung von Krankheiten zu entwickeln und dazu soll diese Arbeit ihren
Beitrag leisten. Es wird der Hypothese nachgegangen, ob sich das weilde Blutbild als Marker
zur Friherkennung von Krankheiten und der Verminderung der Futteraufnahme eignet.

Folgende Zielstellungen wurden fur diese Studie festgelegt:

(1) Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen dem weil3en Blutbild und der
postpartalen Futteraufnahme sowie die daraus resultierende prognostische
Aussagekraft des weifen Blutbildes.

(2) Der Einfluss der peripartalen Phase und ausgewahlten in diesem Zeitraum
auftretenden Krankheiten auf das weilde Blutbild.

(3) Die Bestimmung der methodischen Prazision bei der Leukozyten-Differenzierung.

(4) Die Ermittlung des Einflusses des Laktationsstadiums auf die Leukozytenwerte sowie
die Berechnung betriebsspezifische Referenzintervalle flr hochleistende Milchkihe

(>12.000 kg jahrliche Milchleistung) der Rasse Holstein-Friesian.
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2 Literatur

2.1 Fruherkennung von Krankheiten

Klinische Parameter wie Kdpertemperatur, Pansenaktivitat, Atem- und Pulsfrequenz reichen
zur frihzeitigen Identifikation von Problemkuhen nicht aus. Sowohl der zeitliche Aufwand,
alle Tiere auf diese Parameter zu untersuchen, als auch das verzoégerte Auftreten dieser

Klinik fihrte zur Entwicklung neuer Untersuchungsmethoden.

2.1.1 Kondition

Als guter Indikator fir krankheitsgefahrdete Tiere gilt die Kondition der Kiihe in der
Trockenstehphase (Boisclair et al., 1987; Gearhart et al., 1990; Ruegg et al., 1992; Drackley,
1999a). Der body condition score (Edmonson et al., 1989) oder die Messung der
Ruckenfettdicke (Staufenbiel et al., 1993) sind zur Klassifizierung geeignet.
Aussagekraftigere Ergebnisse liefert die sonographische Messung der Riickenfettdicke
(Staufenbiel und Schréder, 2004). Die Wichtigkeit der Kondition von Milchrindern vor der
Geburt ist schon lange bekannt und wurde immer wieder mit verschiedenen Erkrankungen in
Beziehung gebracht (Morrow, 1976; Treacher et al., 1986; Metzner et al., 1993; Roche et al.,
2009). Uberkonditionierte Kiihe vor der Kalbung leiden haufig an dem sog.
Fettmobilisationssyndrom. Dies kann zur Leberverfettung fihren und endet dann nicht selten
letal (Morrow, 1976). Der komplexe Prozess der Lipolyse 16st neuronale und hormonale
Stimuli aus. Diese kdnnen Entzindungsgeschehen wie Immunzellmigration auslésen und
negative Einflisse auf die Kuhgesundheit haben (Contreras et al., 2017). Es bestatigte sich
die Theorie, dass eine steigende Milchleistung mit einem héheren Konditionsverlust
einhergeht (Pedron et al., 1993). Mitunter erleben Kiihe mit hoher Leistung sogar das
Doppelte an Konditionsverlust als ihre Artgenossen mit geringer Milchmenge (Gallo et al.,
1996). Des Weiteren erkannte man, dass hochleistende Rinder einen spateren Wechsel von
negativer zu positiver Energiebilanz nach der Kalbung erfahren (Kanitz et al., 2003). Die als
optimal anzusehende Kondition ergibt sich jedoch nur fir das spezifische Leistungsniveau
einer bestimmten Herde. Die Ursache hierfir liegt in den exakt gleichen Umweltbedingungen
innerhalb eines Bestandes, welche zwischen unterschiedlichen Herden nicht gegeben sind
(Staufenbiel et al., 2003). Mit diesen Ergebnissen konnten Staufenbiel et al. (2003) eine
Reverenzkurve fiir die Beurteilung von Kondition mittels Messung der Riickenfettdicke

entwickelt werden, welche sich fur die Anwendung in der Bestandsbetreuung eignet.
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2.1.2 Stoffwechselparameter
2.1.2.1 Ketonkorper

Mithilfe von blutchemischen Untersuchungen fand man weitere metabolische Parameter,
welche den Gesundheitszustand der Kiihe charakterisierten. Ketonkérper spiegeln den
Stoffwechselstatus wider. Ketose kann als eine Entgleisung des Stoffwechsels betrachtet
werden. Sie ist eine der bedeutendsten Krankheiten hochleistender Milchkiihe (Gasteiner,
2000). Diese kann als Ursache ein Energiedefizit in der Frihlaktation haben oder alimentar
bedingt sein. In beiden Fallen spricht man von einer primaren Ketose, da sie als
eigenstandige Krankheit auftritt. In Abgrenzung dazu unterscheidet man die sekundare
Ketose, welche nur in Assoziation mit anderen Erkrankungen vorkommt (McSherry et al.,
1960). In der Mehrzahl der Tiere bleibt eine Ketose im subklinischen Stadium und daher oft
unerkannt (Gasteiner, 2000). Uberkonditionierte Kiihe leiden haufiger an Ketosen (Grohn et
al., 1983; Rukkwamsuk et al., 1999; Schulz et al., 2014; Shin et al., 2015), weshalb die
Krankheit eine Komponente des ,fat cow syndrome* (Morrow, 1976) bildet. Die
Stoffwechselkrankheit geht mit Leberverfettung einher und disponiert betroffene Kihe fur
andere Erkrankungen infektidser und nicht infektidser Art (Schulz et al., 2014; Goff und
Horst, 1997b). Kiihe, welche innerhalb der 1. Woche post partum (p.p.) eine Hyperketonamie
entwickeln, zeigten ein hdheres Risiko fur Erkrankungen wie Dislocatio abomasi (DLA),
Rickgang in der Milchleistung sowie aus der Herde abzugehen (McArt et al., 2012).
Aulerdem wurden Zusammenhange mit zahlreichen anderen Krankheiten wie
beispielsweise Endometritis und Nachgeburtsverhaltung oder Mastitis nachgewiesen
(LeBlanc, 2010).

Neben Ketonteststreifen fir Milch und Harn ist der Nachweis von Ketonkérpern im Blut
mittels Analysegerat moglich. Eine weitere nicht invasive Methode, welche dem Nachweis
von ketotischen Stoffwechselzustanden dient, ist die Konzentrationsbestimmung von Aceton
in der ausgeatmeten Luft der Kiihe. Diese Untersuchung beruht auf der Kombination von
Gaschromatographie mit Massenspektrometrie (Dobbelaar et al., 1996). Als wohl wichtigster
Vertreter bei der Milchkuh erwies sich Betahydroxybutyrat (BHB) (Reid et al., 2009). Die
Bestimmung von BHB-Werten im Blut gilt als Goldstandard fur die Diagnostik von Ketosen
(Van Saun, 2016). Es stellte sich heraus, dass sich die Serumwerte von BHB zusammen mit
Non esterified fatty acids (NEFA) zur Herdendiagnostik mittels Poolproben sehr gut eignen
(Borchardt und Staufenbiel, 2012). In Kihen mit subklinischer Ketose konnte eine erhdhte
Immunantwort nachgewiesen werden. Jene dul3erte sich in einer erhdhten Anzahl von
Lymphozyten und in einer gesteigerten Aktivitdt mononuklearer Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) (Schulz et al., 2015). Allerdings wiesen andere Untersuchungen ein vermindertes
Vorkommen der Neutrophilen im peripheren Blut nach (Ingvartsen und Moyes, 2015).

Hoeben et al. (1999) fanden heraus, dass Ketonkoérper eine inhibitorische Wirkung auf die

4
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Zellen des Knochenmarks bei Rindern besitzen. Zudem lieferten Untersuchungen bei
Labormausen Hinweise darauf, dass Ketonkoérper nicht als Energiequelle der Leukozyten
dienen, NEFA'’s jedoch mdglicherweise schon (Newsholme et al., 1987). Eine
prophylaktische Verabreichung von Propylenglykol ante partum (a.p.) vermag das Auftreten

von ketotischen Belastungen bei Milchkiihen zu senken (Barthmann, 2004).

2.1.2.2 NEFA

Jedes Hochleistungsrind durchlauft eine Phase der negativen Energiebilanz (NEB) und eine
damit verbundene gesteigerte Lipolyse (Van Saun, 2016; Drackley, 1999a; Herdt, 2000). Es
kommt zu erhéhten NEFA-Werten im Blut. Mit Uberschreitung der als physiologisch
betrachteten Grenzwerte steigt das Risiko eines Fett-Leber-Syndroms. Zahlreiche
Erkrankungen kénnen mit hohen NEFA-Konzentrationen in Verbindung gebracht werden. Als
bedeutend anzusehen sind vor allem die oben bereits genannte (subklinische) Ketose, DA,
Nachgeburtsverhaltung und Metritis bzw. Fertilitat im Allgemeinen (Van Saun, 2016; Frll,
2016; LeBlanc, 2010). Neben der Indikation eines akuten Energiemangels haben NEFA's
einen negativen Effekt auf die Funktion neutrophiler Granulozyten (Scalia et al., 2006;
Hammon et al., 2006), was die Immunantwort der Kiihe zusatzlich schwacht. Der oxidative
burst der Neutrophilen scheint ebenfalls durch hohe NEFA-Konzentrationen geschwacht zu
werden (Ster et al., 2012).

2.2 Entziundungsgeschehen bei Milchkiuhen

Im peripartalen Zeitraum sind Kiihe am anfalligsten fir metabolische und infektiose
Krankheiten (Drackley, 1999b; Goff und Horst, 1997b; Trevisi et al., 2012). In dieser
Transitphase zeigen Kihe eine Immunsuppression (Mehrzad et al., 2001; Ingvartsen und
Moyes, 2015). Dabei spielen Entziindungsprozesse eine wichtige Rolle und kommen bei
allen Kiihen vor (Bertoni et al., 2008). Entziindungsvorgange dienen der Milchkuh als Schutz
vor Infektionen und anderen Krankheiten. Falls diese jedoch in Uberschielienden oder
unkontrollierten Reaktionen miinden, wirken sie sich negativ auf die Kuhgesundheit aus
(Sordillo et al., 2009). Bei diesen Entziindungsprozessen sind eine Vielzahl unterschiedlicher
Komponenten des Immunsystems beteiligt, wobei Zytokine, Akute-Phase-Proteine und

Neutrophile Granulozyten eine entscheidende Rolle beim Milchrind einnehmen.

2.21 Zytokine

Allen Zytokinen gemeinsam ist, dass sie aus 10 — 25 kD grof3e Peptide bestehen und von
zahlreichen Immunzellen freigesetzt werden (Siegenthaler und Amann-Vesti, 2006).
Aufgrund ihrer zahlreichen unterschiedlichen Aufgaben werden Zytokine oft anhand ihrer

Funktionen zusammengefasst. Jedoch gibt es viele Zytokine mit pleiotroper Wirkung. Sie
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haben proinflammatorische, immunregulatorische sowie Zelldifferenzierung und
Zellwachstum kontrollierende Funktionen, konnen aber auch chemotaktisch oder
hamatopoetisch wirken (Loppnow, 2001; Foster, 2001; Siegenthaler und Amann-Vesti,
2006). Alle Leukozyten stehen in Wechselwirkungen mit einer Vielzahl an Zytokinen. Viele
Zytokine stimulieren die Anzahl der Gesamtleukozyten oder auch white blood cells (WBC)
und werden darlber hinaus von ihnen produziert. Aktuelle Forschungen versuchen die
komplexen Zusammenhange zwischen spezifischen Krankheiten, der Genexpression und
Aktivitat von Zytokinen sowie der Immunzellaktivitat aufzudecken.

Im Nachfolgenden werden nur einige ausgewahlte Zytokine vorgestellt und deren

momentane oder zuklinftig mogliche Relevanz fiir die Praxis aufgezeigt.

2.2.1.1 Wichtige Vertreter und deren moglicher Einzug in die Praxis

Von herausragender Bedeutung fur das Entziindungsgeschehen bei Rindern scheint der
Tumornekrosisfaktor-a zu sein. Bei der Milchkuh fand man typischerweise wahrend eines
Endotoxinschocks, z.B. aufgrund einer coliformen Mastitis, erhdhte Tumornekrosisfaktor-a
(TNF-a) Werte (Sordillo und Peel, 1992; Hisaeda et al., 2001). Zudem konnte man eine
Besserung der Symptome durch eine prophylaktische Interferon-y Injektion nachweisen. Als
Ursache wird eine durch Interferon-y gesenkte TNF-a Produktion vermutet (Sordillo und
Babiuk, 1991; Sordillo und Peel, 1992). Weiterflhrende Forschungen ergaben, dass TNF-a
Werte im Serum generell im peripartalen Zeitraum ansteigen, was eine Ursache fir die
erhdhte Empfindlichkeit gegenliber coliformen Mastitiden peripartal darstellen kénnte
(Sordillo et al., 1995).

Neben dem diagnostischen Interesse an TNF- a stellt es gleichzeitig auch einen Ansatz einer
entzindungsregulierenden Therapie dar. Neueste in-vitro Untersuchungen suggerieren
einen moglichen Einsatz von TNF- a bindenden Rezeptoren, welche eine
entziindungshemmende und Zellvitalitat erhaltende (Schleimhautzellen) Wirkung zeigen.
Diese Rezeptoren entsprechen den bovinen Fc-Fragmenten von IgGs, welche spezifisch
TNF- a binden: TNFR1-Ig und TNFR2-lg. Es wurden signifikante Unterschiede in der
Genexpression und Produktion von inflammatorischen Zytokinen durch bovine
mononukledre Zellen des peripheren Blutes nachgewiesen (Fujisawa et al., 2019).

Uber ein anderes Zytokin namens Interleukin-2 zeigten in vitro Versuche, dass es in der
Lage war, eine erhdhte Expression von Major Histocompatibility Complex - Il (MHC - 1) und
dadurch eine erhdhte Lymphozyten-Aktivierung auszulésen (Sordillo et al., 1991a). Durch
Euterinjektionen mit Interleukin-2, auf3er in sehr niedrigen Dosen, verschlechterte sich jedoch
die Milchqualitat und die Euterfunktion (Sordillo et al., 1991b).

Eine Studie zu Kiihen mit subklinischer Endometritis belegte einen erhéhten Gehalt an TNF-

a, IL-6 und dem als antiinflammatorisch geltenden IL-10 im Blutserum sowie in
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diagnostischen Uterusspulungen bei erkrankten Kiihen (Brodzki et al., 2015). Zudem fand
man heraus, dass es wohl einen Zusammenhang zwischen erhéhten NEFA-Werten bei
Kihen in ketotischer Stoffwechsellage und einer gesteigerten Zytokin-Produktion durch
neutrophile Granulozyten gibt (Zhang et al., 2018b): Kiihe mit hohen BHB- und NEFA-
Konzentrationen schienen eine signifikant hdhere Produktion von IL-6, IL-1B und TNF- a
durch neutrophile Granulozyten aufzuweisen, welches wahrscheinlich auf eine durch die
Toll-like-Rezeptoren 2 und 4 (TLR-2 und 4) vermittelte Uberaktivierung des NF-kB-
Signalwegs zurtickzufiihren ist (signifikant héheren Phosphorylierungsgrad von NF-kB p65
und signifikant héhere TLR-2 und 4 Expression). AuRerdem kamen Wang et al. (2018) zu
dem Ergebnis, dass NEFA signifikant mit Hepatokin Serum-Werten (Angiopoietin-like protein
4 (ANGPTL4) und fibroblast growth factor 21 (FGF21) korrelieren. Hepatokine umfassen
eine Gruppe von Zytokinen, welche in der Leber gefunden werden.

Die Funktionen und Aufgaben der Zytokine sind bei weitem noch nicht abschlie3end geklart.
Ihnen wird jedoch eine immer grofiere Beachtung als méglicher Therapie-Ansatz geschenkt
und dies nicht zuletzt aufgrund des jlingsten Vorkommens von multiresistenten Bakterien
(Berglund et al., 2017) und Restriktionen im Einsatz von Antibiotika. So wird beispielsweise
fur die Chlorogensaure eine entzindungshemmende Wirkung vermutet. Diese scheint darauf
zu beruhen, dass die Phosphorylierung von NF-kB p65 inhibiert und die Expression von
TNF-qa, IL-1B und IL-6 in vorher mit bakteriellen LPS stimulierten Epithelzellen des Euters
von Rindern gesenkt wird (Gao et al., 2018). Chlorogensaure konnte deswegen zuklnftig
moglicherweise Einzug in der Mastitis -Therapie finden.

Ein bereits in der Praxis verwendetes Zytokin ist der ,bovine granulocyte colony stimulating
factor®, auch besser bekannt als Pegbovigrastim. Dieses Zytokin erhéht nach Injektion die
Anzahl der neutrophilen segmentkernigen Granulozyten (Van Schyndel et al., 2018) im
peripartalen Zeitraum und steigert deren Aktivitdt (Zimmermann, 2016). Dartiber hinaus
kamen McDougall et al. (2017) zu dem Ergebnis, dass nicht nur die Anzahl an neutrophilen
Granulozyten, sondern auch Lymphozyten und Monozyten erhéhte Werte nach
Pegbovigrastim-Injektionen aufwiesen. AuRerdem wurde eine vermehrte Myeloperoxidase
Freisetzung der neutrophilen Granulozyten beobachtet. Daraus schlussfolgerten McDougall
et al. (2017) ebenfalls auf eine Erhdhung der Neutrophilen-Aktivitat. In Verbindung mit
zahlreichen peripartalen Krankheiten wie beispielsweise klinische Masitits, Retentio
secundinarum und klinische Metritis sowie fur die produzierte Milchmenge konnten positive
Effekte bei mit Pegbovigrastim behandelte Milchkiihen nachgewiesen werden (Ruiz et al.,
2017).
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2.2.2 Akute-Phase-Proteine

Akute-Phase-Proteine (APP) sind entscheidend an der Regulierung von
Entziindungsgeschehen beteiligt. Deshalb stehen sie schon lange im Mittelpunkt der
Forschung in Human- und Tiermedizin (Petersen et al., 2004; Gruys et al., 2005; Eckersall
und Bell, 2010). Trevisi et al. (2010) beschrieben den Zusammenhang zwischen NEB und

erhdhten Entziindungsanzeichen in Form von Akute-Phase-Proteinen bei Milchkihen.

2.2.2.1 Wichtige Vertreter der Akute Phase Proteine

Man unterscheidet positive und negative APP. Letztere weisen wahrend
Entziindungsvorgangen niedrige Konzentrationen auf und reagieren damit entgegen den
positiven APP. Klassische Vertreter der positiven APP sind Haptoglobin, Serum-Amyloid A,
C-reaktives Protein, Zeruloplasmin und Fibrinogen. Zu den negativen APP zahlt man u.a.

Albumin, Paraoxonase und Retinol bindendes Protein.

2.2.2.2 Verwendung als Biomarker

Insbesondere beim Milchrind dienen sowohl positive als auch negative APP immer mehr als
Biomarker, welche mit einer Vielzahl an Krankheiten assoziiert sind (Ceciliani et al., 2012).
Dahingehend wird in Verbindung mit den klassischen Produktionskrankheiten des
Milchrindes besonderes Augenmerk auf die nachfolgenden Vertreter gelegt (Tabelle 2). Die
Bestimmung der APP erfolgt sowohl im Serum und Plasma als auch in der Milch und in

uterinen Spulproben.

2.3 Leukozyten

Fur Entzindungsprozesse von Bedeutung ist die Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut.
Dabei handelt es sich um einen vielseitigen Parameter. Dies kommt daher, dass mit ihm eine
Gruppe von heterogenen Immunzellen umfasst wird. Allen gemeinsam ist deren Bildung
durch verschiedene Vorlauferzellen im roten Knochenmark, wobei sich die weitere
Differenzierung und Reifung bereits stark unterscheiden. Typisch ist ein Ansteigen oder
Abfallen der Leukozyten bei bestimmten Erkrankungen. Zu diesen Leukozyten zahlen die
Granulozyten, welche anhand spezieller Farbungen in neutrophile, eosinophile und

basophile Granulozyten unterteilt werden.
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Tabelle 2: Akute-Phase-Proteine im Hinblick auf klassische Milchvieherkrankungen

Assoziierte

Krankheiten

Positive APP

Negative APP

subklinische /
klinische Mastitis

Ketose

Hypokalzémie

Endometritis

Ovar-Aktivitét (ca. 37
d in Milch)

Metritis

Leberfunktion /
Liver activity index
(Bertoni et al., 2008)

Klauenerkrankungen

Hp, SAA 3 (mammary associated serum
amyloid A3)?t

(Eckersall und Bell, 2010)

(Thomas et al., 2015)

C-reaktives Protein? (Thomas et al., 2015)
ITIH41

(Pifieiro et al., 2004)

(Soler et al., 2019)

SAA, Hp?

(Abuajamieh et al., 2016)

(EI-Deeb und EI-Bahr, 2017)
lipopolysaccharide-binding-proteint
(Abuajamieh et al., 2016)

Fibrinogen, Zeruloplasmin, Alpha 1-acid
glycoprotein?t (EI-Deeb und EI-Bahr, 2017)

a.p. Hp?
p-p. Hpt
(Feijo et al., 2018)

SAA?T (Zhang et al., 2018a)
(Brodzki et al., 2015)
Hp1t (Brodzki et al., 2015)

Hp| (Krause et al., 2014)

Hp1 (Chan et al., 2010)
(Schneider et al., 2013)

Hp| (Bionaz et al., 2007)
(Bertoni et al., 2008)

Hp?1 (Smith et al., 2010)
SAA7T (Kujala et al., 2010)

a.p. Alb]
p.p. Alb, Pon|
(Feijo et al., 2018)

Alb| (Burke et al., 2010)

Alb, Pon? (Krause et al.,
2014)

Pon, Alb|
(Schneider et al., 2013)

Pon, Retinol bindendes
Protein, Albt (Bionaz et
al., 2007) (Bertoni et al.,
2008)

SAA — Serum-Amyloid A, Hp — Haptoglobin, Alb — Albumin, Pon — Paraoxonase, ITIH4 - Inter alpha
trypsin inhibitor heavy chain 4


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/binding-proteins
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/albumins
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/albumins
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/retinol-binding-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/retinol-binding-protein
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/albumins
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Monozyten und Lymphozyten gehéren ebenso zur Zellgruppe der Leukozyten. Bei
Lymphozyten wird v.a. zwischen B-Zellen und T-Zellen unterschieden. Eine weitere
Unterteilung kann zur Betrachtung von deren Funktionsmechanismen und spezifischen
Rezeptoren sowie zum Charakterisieren ihrer Aufgaben sinnvoll sein. An dieser Stelle wird
jedoch darauf verzichtet. Das Ansteigen bzw. Abfallen einer bestimmten Fraktion der
Leukozyten kann Hinweise Uber den Verlauf oder zur Ursache von Erkrankungen liefern. So
kommt es zum Beispiel bei einer parasitaren Erkrankung haufig zu einer Eosinophilie, wobei
auch basophile Granulozyten erhdht sein kdnnen. Eine ahnliche Veranderung im Zellbild
manifestiert sich jedoch bei einer Allergie. Dies zeigt die Schwierigkeiten, die im
Interpretieren von Blutbildern liegen. Daruber hinaus unterliegt die Leukozytenzahl gewissen
Schwankungen, welche von vielen Faktoren beeinflusst werden. Neutrophile Granulozyten
z.B. haben die Fahigkeit, sich an Endothelzellen anzuheften und an der Wand von
BlutgefalRen entlang zu wandern (Abbassi et al., 1993; Diacovo et al., 1996; Aplin et al.,
1998). Bei einem Anstieg des Blutdruckes jedoch steigt die Anzahl der frei zirkulierenden
Neutrophilen und somit die Leukozytenzahl (Schmid-Schdnbein et al., 1991). Sie ist also als

eine Momentaufnahme zu betrachten.

2.3.1 Historische Entwicklung

Die wohl erste Erwahnung des lymphatischen Systems ist auf William Hewson
zurlckzufuhren, der dieses bei Tieren untersuchte (Hewson, 1768). Etwa zeitgleich
beschrieben Andral (1845) und Addison (1841) Leukozyten (,farblose Kérperchen®) im Blut
und erkannten ihre Bedeutung bei Krankheiten. Addison und William (1843) beschrieb
ebenfalls das Vorkommen von Leukozyten im Eiter. Damit waren Addison und Andral wohl
die ersten, welche die damals sog. Farblosen bzw. Kérperchen im Blut entdeckten (Weaver,
1954). Zahlreiche weitere Publikationen von Medizinern folgten und fanden ihren Hohepunkt
mit der ersten Beschreibung von Farbemethoden fur Blutzellen in Verbindung mit deren
Morphologie und Einteilung. Dies geschah durch den deutschen Medizinstudenten Paul
Ehrlich (Ehrlich, 1880; Hajdu, 2003). Durch ihn erfolgte bereits die Einteilung der ,granulirten
Zellen“ in Neutrophile, ,Azidophile“ und Basophile. Diese unterschied er auf3erdem von den
,nicht granulierten Zellen* (Lymphozyten). SchlieRlich entdeckten van Furth und Cohn (1968)
den Zusammenhang zwischen den im Blut zirkulierenden Monozyten und den im Gewebe
vorkommenden Makrophagen und ihre gemeinsame Herkunft aus dem Knochenmark. Zu
einem weiteren Fortschritt im Bereich der Hamatologie zahlt die Entdeckung der ,Dynamik®
bzw. Entwicklung der Granulozyten. Neutrophile Granulozyten wurden anhand ihrer Kern-
Morphologie von Josef Arneth in 5 Klassen eingeteilt und in einer ,neutrophilen

Blutbildtabelle® verzeichnet (Arneth, 1904). Die Klassen definierte er anhand der Anzahl der

10



Literatur

Segmente: Neutrophile mit einem, zwei, drei, vier oder als Klasse 5 mit finf und mehr
Kernsegmenten. Des Weiteren beschrieb er die prozentuale Abweichung einiger dieser
Klassen bei pathologischen Prozessen. SchlieRlich versuchte er die Unterteilung
fortzufiihren, bis diese nach Meinung anderer Autoren zu kompliziert wurde. Er fiihrte jedoch
bereits die Begriffe der ,Rechtsverschiebung® und ,Linksverschiebung“ ein (Wintrobe,
1939), welche auch als Arnethsche Linksverschiebung bekannt wurde (Zapel, 1937).
Erstgenanntes beschreibt einen erhdhten Anteil der starker segmentierten, also alteren

Zellen, wohingegen die Linksverschiebung fir einen erhéhten Anteil junger Zellen steht.

2.3.1.1 Leukozytenkurve und Kernverschiebung nach Schilling (1920; 1924; 1926)

Arneths Postulationen wurden schliel3lich von Schilling modifiziert und zugleich
praxistauglicher gemacht. Er teilte die Leukozyten ein in basophile und eosinophile
Granulozyten, Myelozyten, juvenile, stabkernige und segmentkernige Granulozyten,
Lymphozyten sowie Monozyten. Aullerdem beschrieb er die sog. regenerative
Linksverschiebung, ahnlich wie Arneth (Schilling, 1920). Ein sog. Kernverschiebungsindex

(KVI) wurde von Schilling (1926) definiert, den er nach dieser Formel berechnete:

M+]+St

KVI =

M — Myeolzyten, J — juvenile Granulozyten, St — stabkernige Granulozyten, S — segmentkernige

Granulozyten

Darilber hinaus fand er GesetzmaRigkeiten im Krankheitsverlauf, welche er als biologische
Leukozytenkurve mit folgenden Phasen skizzierte: Die Neutrophile Kampfphase mit
Kernverschiebung und/oder Reaktion der Neutrophilen, eine zum Teil weniger deutliche
Monozytare Abwehr- oder Uberwindungsphase und schlieBlich eine Lymphozytare
Heilungsphase, welche von Eosinophilen begleitet sein kann (Schilling, 1924; Schilling,
1956).

2.3.1.2 Weitere Entwicklung und Nutzung der Leukozyten

In der Hamatologie fest verankerte Begriffe wie ,Leukozytenkurve nach Schilling“ oder
,Linksverschiebung nach Arneth und Schilling“ wurden in der Praxis zum Standardgebrauch
und die Lehren dazu als allgemeinglltig angesehen. So fanden sie auch schnell ihren Einzug
in die Veterinarmedizin (Klein et al., 1940).

Durch die haufige Anwendung in der Praxis kam schnell das Verlangen nach vereinfachten
Farbemethoden, welche zu Beginn des 20. Jh. zahlreich Einzug in die Hdmatologie fanden:
May, Grinwald (1902); Giemsa (1902); Wright (1902); Pappenheim (1901 und 1911) (v.

Boroviczény et al., 1991; Pappenheim, 1911). Die Forschungen zur Leukozyten-Dynamik
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erfuhren ebenfalls eine Erweiterung, beispielsweise durch Hoff (1928), welcher die

regulierende Rolle des vegetativen Nervensystems in der Leukozyten-Dynamik erkannte.

2.3.2 Referenzwerte in den letzten 80 Jahren

In nachfolgenden Tabellen (Tabelle 3, Tabelle 4) ist eine Ubersicht tiber die Entwicklung der
Referenzwerte von Rindern dargestellt. Bei der Suche mithilfe von 4 Literaturdatenbanken
(Web of Science, Google Scholar, PubMed, Primo — FU Berlin) wurden nachfolgende
Referenzwerte gesunder Rinder am 02.05.2018 gefunden. Dabei wurden vor allem Studien
zu Milchkihen ausgewanhlt, von denen jene mit Studientieren der Rasse Holstein Friesian
bevorzugt wurden. Bei der Recherche verwendete ,key words* lauteten:
,cattle/bovine/cow/dairy cow“ und ,hematology/leukocyte/reference values/blood count®. Bei

Google-Scholar wurde mit den entsprechenden Schlagwortern auf Deutsch gesucht.

2.3.3 Einflussfaktoren auf das weiRe Blutbild

Das weil3e Blutbild der Rinder wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Das Alter des
Tieres zeigt sich beispielsweise besonders deutlich (Mohri et al., 2007). Mit der Geburt
beginnt bereits ein kontinuierliches Absenken der Leukozyten bis etwa 42d p.p., daraufhin
erfolgt wieder ein Anstieg der WBC. Gleiches qilt fir die Neutrophilen Granulozyten,
wohingegen sich die Lymphozyten genau kontrar dazu verhalten: Nach einem beginnenden
Anstieg der Lymphozyten des Kalbes in den ersten Monaten, schliel3t sich ein leichter,
konstanter Abfall an (Holman, 1956; Mohri et al., 2007). So sind die Neutrophilen bei
Jungtieren noch die groflte Fraktion der weil3en Blutzellen, wohingegen bei den Adulten die
Lymphozyten dominieren.

Allgemein weisen also junge Rinder bis ca. 3 Jahre im Vergleich mit ihren adulten
Artgenossen hohere Leukozyten-Werte auf — mit 11,0 x 10%/ul im ersten Lebensjahr erfolgt
mit zunehmenden Alter ein Absinken der weiRen Blutzellen auf ca. 5,0-6,0 x 103/l (Canham,
1930; Monke et al., 1998; Kramer, 2000; Dirksen et al., 2006; Mirzadeh et al., 2010).

12



Tabelle 3: Bovines Differentialblutbild 1929-1984

Literatur

Jahr wBC Lymph Seg Stab Eos Baso Mono
19292 7,80 50,7+7,4 30.7+7.4 - 11.2+4.4 0.24+0.17 72+27
19310 9,25 55,4 41,9 s 7,7 0,62 52
1938¢ 9,57 42,3+9.6 34,9+8,8 - 12,4+7,0 1,041 9,5+3,5
19454 8,91 41,240,2 34,7+0,2 - 14,940, 1 0,60,0 7,9+0,1
1946¢ 10,27+0,045 57.3+0.8 29.4+0.7 - 7.3+04 0,6+0,1 5,5+0,1
1955k 9,35+2 4,9+1,25=39,04-  3,45+1,35= 0,025+0,02 0,63+0,525 =1,12- 0,025+0,04 =0-0,7 0,30,35
65,78 22,46-51,34 =0,05-0,48 12,35 =0-0,7
1966 5,85 39,948,5 43,248,9 - 10,445,8 - 4,8+4.2
19719 12,33 6,18= 50,12 4,12 = 33,41 - 1,15~ 9,32 - 0,69= 56
1976h 4,0-12,0 (8,0) 2,5-7,5 (4,5) 0,6-4,0 (2,0) 0-0,12 (0,02) 0-2,4 (0,7)=0-30  0-0,2 (0,05) 0,025-0,85
= 31,25-93,75 =~ 7,5-50,0 (25,00) = 0-1,5(0,25) (8,75) = 0-2,5 (0,63) (0,4)
1980 7,40 + 1,80 46,9 + 10,6 38+ 12 0,2+0,5 79+6,7 0,05 + 0,02 41+25
1984 6,21 2,65= 42,7 2,94 = 47,3 - 0,19= 0,0 - 0,43= 0,1

WBC (x 10%/ul), Differenzierung (x 10%/ul und %), ggf. wurden absolute Werte von x 10%/ulin % umgerechnet, alle Werte wurden auf zwei Dezimalstelle
gerundet; a - (Fraser, 1929); b - (Scarborough, 1931); c - (Bell und Irwin, 1938): n=35 Rinder, 50 Zellen pro Ausstrich ausgezahlt; d - (Ferguson et al., 1945):
n=25 Holstein Kiihe/Farsen; e - (Rusoff und Piercy, 1946): 10 Holstein, 6 Jersey Uber 2a, 213 Proben; f - (Penny et al., 1966): Holstein Friesian Bullen 2 bis
>10a; g - (Ryan, 1971): n=30 Holstein — Friesian Kiihe, es wurden jeweils 200 Zellen ausgezahlt; h - (Jain, 1976); i - (Lumsden et al., 1980): Holstein Friesian
Kihe (n=172); j - (Reid et al., 1984): Milchkiihe (n=156) aus einer Studie Uber Fettleber und Hamatologie — es wurden an dieser Stelle nur Kiihe mit einem
Fettanteil der Leber <20% aufgenommen; k - (Moberg, 1955) in (Schalm et al., 1975): weibliche Holstein-Friesian Kiihe (n=34), 3 bis 4 Jahre alt,
Leukozytenwerte im Bereich: Mean + 1SD, es wurden absoluten sowie berechnete relative Werte (in %) dargestellt
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Tabelle 4: Referenzintervalle des bovinen Differentialblutbildes im 21. Jh.

Werte der UC Davis 2001 (George et | Herman et al. (2018)
al., 2010)
Methode Werte in Werte in | Methode Werte in Werte
Referenzwert- x 10%/ul % Referenzwert- x 10%/ul in
Bestimmung Bestimmung %
WBC | parametrisch 4,9-12,0 - 95%-Intervall 4,4-10,8 -
Lymphozyten | parametrisch 4,6-5,6 54,7- 95%-Intervall 2,0-6,2 27,8-
66,7 86,1
Neutrophile | parametrisch 1,8-6,3 21,4- 95%-Intervall 0,7-51 9,7-70,8
75,0
Stabkernige | 95%-Intervall - - - - -
Eosinophile | parametrisch 0-0,9 0-10,7 95%-Intervall 0,1-2,2 1,4-30,6
Basophile | 95%-Intervall 0-0,3 0-3,6 95%-Intervall 0,0-0,2 0-2,8
Monozyten | parametrisch 0-0,8 0-9,5 95%-Intervall 0,1-0,8 1,4-11,1

2.3.4 Gesamtleukozytenanzahl

Die Anzahl der WBC oder Leukozyten ist ein entscheidender Parameter bei entziindlichen
Krankheiten. Wahrend der zellularen Immunantwort sieht man eine deutliche Erhéhung der
WBC. Die Gesamtanzahl der Leukozyten wird hauptsachlich durch ihre grofiten
Subpopulationen bestimmt — den Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten.

Allerdings reprasentieren die Leukozyten im peripheren Blut nur einen kleinen Teil der im
Korper vorhandenen weiflden Blutzellen. Patt und Maloney (1959) kamen aufgrund von
zahlreichen Hinweisen der damaligen Literatur zu dem Schluss, dass beispielsweise die im
peripheren Blut nachweisbaren Neutrophilen sich in einem Equilibrium mit einer weitaus
grolReren Population befinden mussen. Die Kinetik der Leukozyten wurde vor allem mithilfe
von Diisopropylfluorophosphat studiert, welches radioaktiven und damit nachweisbaren
Phosphor enthalt. Diese radioaktive Substanz wird dartber hinaus schnell von den WBC
aufgenommen, wodurch diese dann markiert werden (ATHENS et al., 1959). Man unterteilt
bis heute die Population der Granulozyten in einen zirkulierenden und in einen marginalen

Pool (Athens et al., 1961) sowie in einen Gewebepool (Omman und Kini, 2011).
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2.3.41 Manuelle Bestimmungsverfahren

Die manuelle Zahlung der Leukozyten mittels Zahlkammern, auch Hamozytometer genannt,
wurde zahlreich in der Praxis angewandt und von verschiedenen Forschern immer wieder
weiterentwickelt. Unterschiedliche Zahlkammern wurden konstruiert welche mit der Thoma -
Zeiss'schen ihren Anfang nahmen (Lyon und Thoma, 1881; Diepgen, 1955) , Gber die
Blrker-Kammer (Burker, 1905) bis zur neuen Netzeinteilung in den Zahlkammern durch
Neubauer (1924) (Judson, 1925). Alle davon erfahren immer noch ihre Verwendung. Die
beiden erstgenannten werden hauptsachlich zur Erythrozyten- (und Thrombozyten-)Zahlung
genutzt, die Neubauer-Zahlkammer sowie die Schilling-Kammer zur Zahlung der Leukozyten
und Erythrozyten (Baum, 2019b). Als Probenmaterial eignet sich bei der Leukozytenzahlung
mittels KoEDTA gerinnungsgehemmtes Blut besonders gut (Kreuzer und Bain, 2017).

Ein Aliquot (Teilmenge) der Blutroben wird mit dem Aliquot von bestimmten Hilfsldsungen
vermischt, welche die Erythrozyten lysieren und die Kerne der weilen Blutzellen anfarben.
Zur Lyse der roten Blutzellen dient beispielsweise Essigsaure (3%) und zur Kernfarbung der
Gentianaviolett, auch bekannt als Kristallviolett. Beides ist in der weit verbreiteten Turkschen
Lésung enthalten (Bain, 1997; Niemeyer et al., 2006; Farkhondeh et al., 2014; Naegeli,
1923). Man macht sich dabei zunutze, dass alle kernhaltigen Zellen des Blutes (Leukozyten)
der dreiprozentigen Essigsaure gegenuber resistent sind, wohingegen die Erythrozyten zur
Lyse gebracht werden. Dies gilt jedoch damit auch fir die Vorlauferzellen der Erythrozyten
(Neth, 1979). Alternativ werden auch Essigsaure und Methylenblau verwendet.
Gebrauchliche Verdiinnungen fir die Blutproben sind 1:10 oder 1:20 (Blut : Hilfslésung)
(Begemann, 1998; Mahlberg et al., 2014a).

SchlieBlich werden in den oben beschriebenen Zahlkammern je nach Netzeinteilung die
bendtigten Quadrate mit definierter Grélie ausgezahlt. Durch Addition der gezahlten Zellen
und durch nachfolgende Multiplikation mit dem fir die jeweilige Zahlkammer spezifischen
Faktor erhalt man die Leukozytenzahl je Mikroliter. Der Faktor ist nachfolgender Formel
entlehnt (Mahlberg et al., 2014b):

Gezdhlte Zellen
ausgezahlte Fliche x Kammerhohe x Verdiinnung’

Zellen/ul =

2.3.4.2 Automatisierte Bestimmungsverfahren

Auf der anderen Seite werden aufgrund der Einfachheit und Schnelligkeit Leukozyten haufig
mittels automatisierter Gerate ausgezahlt.

Es existieren verschiedene Verfahren, welche in der Regel auf der sog. Durchflusszytometrie
basieren. Bei dem Durchflussverfahren oder ,flow cytometric analysis“ entsteht ein Signal
beim Durchtritt von jeder Zelle der Probe durch einen sog. ,Transducer®. Dieses Signal wird
je nach Messprinzip weitergeleitet und verarbeitet. Es kdnnen 3 Messverfahren

unterschieden werden: Die Impedanzmethode, Streulicht- und Fluoreszenzmessung (Moritz,
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2014; Green und Wachsmann-Hogiu, 2015).

Die Impedanzmethode ist auf Wallace Coulter (1953) zurlickzuflihren. Bei diesem Verfahren
wird verdinntes Blut durch eine Messapparatur mit kapillarem Spalt angesaugt. Dort
befinden sich zwei Elektroden, zwischen denen sich die Stromstarke bei jedem Zelldurchtritt
andert. Die Starke des Signales verhalt sich proportional zum Partikelvolumen.
Physikalischer Hintergrund dabei ist die schlechte Leitfahigkeit der Zellen gegenliber dem
Rest der Lésung. Es kdnnen die GroRe und die Anzahl der Zellen bestimmt werden (Coulter,
1953; Fulwyler, 1965; Coulter und Hogo, 1970; Dunker, 2010).

Bei dem als Streulicht oder auch als ,light scattering“ bekannten Verfahren wird ein Licht —
oder Laserstrahl durch die Probelésung emittiert. Dabei werden die Strahlen so
ausgesendet, dass sie auf die Zellen in ganz bestimmten Winkeln (besonders spitze,
stumpfe oder rechte Winkel) zukommen (Willard et al., 1989; Burtis et al., 2012). Der Strahl
trifft auf in der Probe enthaltene Blutzellen und es entsteht Streulicht. Dieses Streulicht (light
scatter flow cytometrie) oder das durch die Blutzelle abgeschwachte Licht
(absorbimetrisches Messverfahren) werden gemessen. Aus den ausgewerteten Daten
koénnen die Blutzellen anhand von Grdéle und Form sowie Granularitat und Lobularitat der
Kerne differenziert werden (Roleff, 2006; Dunker, 2010; Green und Wachsmann-Hogiu,
2015). Zurlck geht das Verfahren auf Marcandier (1928) der, die zuvor bereits
mikroskopisch genutzte Methode automatisierte.

Die auf Fluoreszenz basierte Durchflussverfahren sind auf Dittrich und Géhde (1973)
zurtickzufuhren. Bei dem auf Gohde beruhendem Prinzip werden Blutzellen mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert und die Wellenlange des Lichtes gemessen.

Frihe Blutanalysegerate konnten zwischen 3 Fraktionen Lymphozyten, Monozyten oder
Granulozyten unterschieden, sie nutzen entweder die Impedanz- oder Streulicht-Methode. In
modernen Geraten werden haufig mehrere Verfahren kombiniert. Dadurch ist nicht nur eine
Unterscheidung in Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten, sondern auch eine Unterteilung
der Granulozyten mdglich (Holmes et al., 2009). SchlieRRlich wurde auch die Identifizierung
von Leukozyten-Antigenen, welche als Cluster of differentiation (CD) bezeichnet werden,
mdglich. Dazu werden fluoreszierende monoklonale Antikdrper verwendet, deren
Fluoreszens nach erfolgter spezifischer Bindung gemessen wird (Bernard und Boumsell,
1984).

Eine weitere Methode zur Blutzellanalyse ist die Auftrennung der Zellpopulationen nach ihrer
Dichte bzw. Gewicht. Dies findet Anwendung in der sog. ,buffy coat analysis“ (Wardlaw und
Levine, 1983), welche auch heute noch vom QBC VetAutoread verwendet wird (Becker et
al., 2008).

Jedoch verwenden die Geratehersteller nur die Grundprinzipien der beschriebenen

Methoden. Oft werden verschiedene Prinzipien kombiniert und mit zytochemischen
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Reaktionen (Peroxidase etc.) erganzt (Roleff, 2006) oder sogar grundlegend abgewandelt.
Die auf dem Markt erhaltlichen modernen Blutanalysegerate unterscheiden sich zwischen
ihren Messmethoden im Detail doch erheblich, was dazu fihrt, dass zum einen die Gerate
schwer miteinander zu vergleichen sind, zum anderen unterschiedliche Messergebnisse
liefern (Bruhn et al., 2011a). Ihnen gemeinsam ist jedoch die Entwicklung der letzten Jahre,
welche Blutanalysegerate immer bedienfreundlicher, kleiner und kompakter und schlie3lich

auch praziser und reproduzierbarer werden lie3 (Weiser et al., 2007).

2.3.4.3 Fehleranfilligkeit

Bei der Untersuchung von Blutproben handelt es sich um einen sehr komplexen Prozess,
welcher zahlreiche Arbeitsschritte beinhaltet. Jeder einzelne Arbeitsschritt beherbergt dabei
mogliche Fehlerquellen.

Die automatisierte Analyse von Blutproben verkleinert das Risiko menschlicher Fehler, bringt
aber neue Schwierigkeiten mit sich. Trotzdem ist die elektronische Blutprobenanalyse der
manuellen in Effektivitat und Geschwindigkeit sowie Genauigkeit und Prazision Gberlegen.
Dies flhrte dazu, dass die manuelle Auszahlung der Leukozyten in Hamozytometern in der
Praxis immer weniger Anwendung findet (Haferlach, 2012).

Bei der manuellen Auszahlung sind vor allem folgende Fehlerquellen zu beachten (Bryan et
al., 1935; Chamberlain und Turner, 1952; Tilsner und Greul, 2013):

= Durch zuféllige Verteilung der Leukozyten und damit in den auszuz&hlenden
Quadraten entsteht ein sog. ,Feldfehler*

= Der Kammerfehler, welcher durch ungenaue Kammertiefe und unebene
Deckglaschen, welche sich nach oben woélben kdnnen zu Abweichungen in der
Fullmenge flihren

= Fehler, welche im Zusammenhang mit den Pipetten stehen, z.B. ungenauer Fullung
etc.

= Verdlunnung der Blutprobe und Durchmischung

= Fehler durch die zahlende Person, wie beispielsweise liegt die Zellen im zu

zahlenden Bereich oder auf3erhalb

Die publizierten Variationskoeffizienten (VK) zur manuellen Leukozytenzahlung finden sich in
Tabelle 5.

Fir die automatisierte Analyse von Blutproben ergeben sich die mdglichen Fehlerquellen aus
den technischen Gegebenheiten. Aufgrund der Ahnlichkeit werden bei den automatisierten

Verfahren die WBC und das Differentialblutbild hier zusammen betrachtet.
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Tabelle 5: In der Literatur angegebene Variationskoeffizienten

Autor (Jahr) Variationskoeffizient

Bryan et al. (1935) 4%

Berkson et al. (1939) 10,7%

Bruhn et al. (2011b) 10%

Burkhardt (2013) nach (Williams und 6,5% bei erhdhten und normalen Werten
Schneider, 1972) 15% bei Leukozytopenie

McPherson und Pincus (2017)

In der Humanmedizin werden Standardprotokolle erstellt, welche mégliche Performance-
Tests (Test der Betriebsfahigkeit) bzw. Evaluierungen von Blutanalysegeraten beschreiben.
Sie werden haufig auf die Veterindrmedizin Gbertragen und haben sich auch da etabliert. Bei
solchen Evaluierungen werden in der Regel folgende Parameter getestet: Prazision
(Reproduzierbarkeit oder ,precision®), Richtigkeit (,accuracy), Linearitat und die
Untersuchung des ,carry-over” (International Council for Standardization in Haematology et
al., 1984; Bourner et al., 2014). Allerdings sind zufriedenstellende Ergebnisse ebenfalls von
den praanalytischen Faktoren, wie der Probennahme, Probenlagerung etc. abhangig
(International Council for Standardization in Haematology et al., 1984). Zur Untersuchung der
Prazision wird durch mehrmaliges Testen derselben Probe die SD oder der
Variationskoeffizient (VK oder CV) als Prozentangabe bestimmt (International Council for
Standardization in Haematology et al., 2014). Zudem wird jedoch zwischen der Prazision
zwischen mehreren Probeserien und innerhalb einer Probeserie unterschieden. Bei Ersterem
kénnen verschiedene Einflussfaktoren (z.B. Neustart des Gerates, carry-over,
Rekalibrierung) eine entscheidende Rolle spielen (International Council for Standardization in
Haematology et al., 1984). Als Prazision innerhalb einer Serie hat sich das zehnmalige
analysieren einer Probe, bei der Prazision zwischen den Serien das tagliche messen einer
Probe fur 20 bis 30 Tage etabliert (International Council for Standardization in Haematology
et al., 2014). Shinton et al. (1982) empfehlen fiir Prazisionsstudien méglichst die gesamte
Bandbreite an pathologischen Parametern mit einzubeziehen, z.B. Proben mit erhdhten,
mittleren und niedrigen Blutwerten.

Die Linearitat beschreibt den bestehenden proportionalen Zusammenhang zwischen einem
Parameter und der Konzentration der Probe. Sie wird also bestimmt, indem verschiedene
Aliquoten der Probe unterschiedlich stark verdinnt werden (Vis und Huisman, 2016). Um
exakte Werte zu erhalten, muss die Herstellung der Dilutionen duf3erst akkurat unter

Verwendung gut kalibrierter Pipetten erfolgen (Shinton et al., 1982). Schliellich kann eine
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Regressionsanalyse erfolgen und der Graph sowie der Korrelationskoeffizient betrachtet
werden (International Council for Standardization in Haematology et al., 2014).

Um die Richtigkeit bzw. ,accuracy” zu bestimmen, wird der Wert eines bestimmten
Parameters des zu untersuchenden Gerates mit dem gelieferten Wert einer
Referenzmethode (falls vorhanden) oder zumindest mit einem anderen anerkannten
Standardverfahren verglichen (International Council for Standardization in Haematology et
al., 1984). Fur das Differentialblutbild wird eine manuelle Bestimmung der Leukozyten mit
dem Mikroskop als Referenzverfahren angesehen, wenn 400 Zellen ausgezahlt werden
(Koepke et al., 2007). Das Grundprinzip der ,accuracy” ist der Vergleich des gemessenen
Wertes bzw. der Median einer Serie von Messungen mit dem wahren Wert, um so
Systemfehler (bias) zu erkennen und zu quantifizieren. Es kann damit auch eine
Kontrollprobe des Herstellers mit bekannten Werten zur Bestimmung genutzt werden
(Jensen und Kjelgaard-Hansen, 2010).

Als Carry-over wird der Messfehler bezeichnet, welcher durch im Analysegerat
zurlckgebliebene Reste einer vorher analysierten Probe verursacht wird (Broughton et al.,
1969). Vor allem Proben mit besonders hohen Werten, kénnen nachfolgend analysierte
Proben mit besonders niedrigen Werten (Zytopenie) beeinflussen (International Council for
Standardization in Haematology et al., 2014).

AuRerdem werden aufgrund der Einfachheit neue eingeflhrte Blutanalysegerate mit bereits
etablierten Geraten verglichen. Bei solchen Vergleichen sollten die Werte beider Gerate
graphisch dargestellt werden, um einerseits die Ubereinstimmung, andererseits die
Abweichungen darzustellen. Dies wird mit Regressionsanalysen und Tests auf Korrelationen
verbunden (Bland et al., 1986; Vis und Huisman, 2016). Eine weitere Moglichkeit zur
Uberpriifung der Betriebsfahigkeit und der Qualitdtskontrolle von Laborgeréten ist die
Verwendung von Sigma metrics (Nevalainen et al., 2000). Mit diesem Verfahren ist es
maoglich, die exakte Fehleranzahl eines analytischen Prozesses zu quantifizieren und zu
veranschaulichen (Kumar und Mohan, 2018). Auch in der Veterinarmedizin hat Sigma
metrics bei Evaluierungen von Blutanalysegeraten in einer Meta-Studie bereits Anwendung
gefunden (Cook et al., 2017).

Ausgewahlte Analysegerate sollen eine Ubersicht Uber deren Leistungsfahigkeit,
insbesondere Prazision, geben. Dazu werden die in der Veterindrmedizin verbreiteten
Analysegerate Sysmex XT-2000iV (Sysmex, Japan), Vet ABC (Scil, Deutschland), ProCyte
(idexx, USA), V-Sight hematology analyzer (A. Menarini Diagnostics, Osterreich), and ADVIA
120 analyzers (Siemens AG, Deutschland) betrachtet. Diese werden in Tabelle 6 mit ihren
Analysemethoden und den jeweils kompatiblen Tierarten gegentibergestellt. Tabelle 7 liefert

die in der Literatur publizierten VK der Blutanalysegerate.
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Tabelle 6: Blutanalysegerat mit Analysemethoden und betrachteten Tierarten

Blutanalysegeréat Physikalisch / chemische Tierart Referenz
Methode
Vet ABC Durchflusszytometrie mit Rind, Hund, Becker et al. (2008)
Impedanzmethode Katze,
Pferd, etc.
V-Sight Durchflusszytometrie mit Rind Roland et al.
hematology Impedanzmethode und (2014a)
analyser Kolorimetrie
ProCyte Durchflusszytometrie mit Rind, Hund, Goldmann et al.
Impedanzmethode und optische  Katze, (2013)
Fluoreszensmessung Pferd, etc.
Sysmex XT- Durchflusszytometrie mit Hund, Lillieh6ok und
2000iV (TM) Streulichtmethode und optischer  Katze, Tvedten (2009)
Fluoreszensmessung Pferd
ADVIA 120 Durchflusszytometrie mit Rind, Hund, Moritz (2002)
analyzers Streulichtmethode und Katze,
Kolorimetrie (Peroxidase- Pferd, etc.

/Oxazine-Farbung)
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Tabelle 7: Prazision von ausgewahlten in der Veterindrmedizin verwendeten Blutanalysegeraten fiir das weie Blutbild

(relative und absolute Werte)

Blutanalysegerat Tierart VK (in %) fiir das weilBe Blutbild (absolute und relative Werte) Referenz
Blutwerte CBC WBC Lymphozyten Monozyten Neutrophile Eosinophile Basophile
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(Gpt/l) (Gpt/l) (Gpt/l) (Gpt/l) (Gpt/l)
Procyte . 5,62 24,54 2,03 0,00 Goldmann et al.
Rind <3 1.9 6,25 24,13 3,51 35,7 ) (2013)
Vet ABC Becker et al.
Hund - 2.2 - - - - - (2008)
Hund van Leeuwen
Katzé - 1,2-3,2 - - - - - und Teske
(1999)
V-Sight Rind - - Roland et al.
hematology ! ) >5 <5 ) (2014a)
analyzer
Sysmex XT-2000iV Pferd ) ) - - - - i Lilliehodk und
3,4 7,0 2,4 5,8 Tvedten (2009)
Advia 2120 12,4-14,5 Moritz (2002)
Rind ) 2.2-4.0 21,3-4,12 29,1-30,72  5,3-4,92  41,3-11,4° a

22,0-6,1° 28,8-29,32 5,0-5,6% 40,7-14,7% 13,2-15,9
a

VK — Variationskoeffizient, CBC - complete blood count, WBC — white blood cell

a Analyse von VK einer Serie (hintereinander gemessen) — VK Uber verschiedene Serien (dreifach an unterschiedlichen Tagen untersucht mit

Einflussfaktoren wie An- und Abschalten des Gerates, etc.)
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2.3.5 Differentialblutbild

Das Differentialblutbild umfasst neben den WBC die absoluten und/oder relativen Werte der
Granulozyten und Lymphozyten. Typischerweise werden in der Praxis drei-, funf- oder
sechsteilige Differentialblutbilder erstellt (Lymphozyten, Monozyten, segment- und
stabkernige neutrophile Granulozyten, eosinophile sowie basophile Granulozyten). Sie
dienen der Diagnostik von Infektionskrankheiten, Uberempfindlichkeitsreaktionen,
Intoxikationen und Neoplasien. Dartber hinaus kénnen sie den Verlauf pathologischer
Prozesse detektieren und so Verbesserungen oder Verschlechterungen friihzeitig erkennbar
machen.

Viele Blutanalysegerate in der Veterinarmedizin liefern Differentialblutbilder mit
unterschiedlichen Anzahlen an Parametern. Bei vorhandenen Abnormalitadten kénnen einige
Analysegerate ,flags®, d.h. Markierungen anzeigen, welche diese ausweisen. Jedoch werden
solche Abnormalitdten weder immer richtig erkannt noch richtig in die Analyse mit
einbezogen. Vielmehr geben die Blutgerate einen Ratschlag zur Uberprifung ihrer
Ergebnisse. Manche liefern dazu noch Scatter-Diagramme tber die Verteilung der
Blutzellen, welche ausgewertet werden konnen. Trotzdem ist es in der Regel immer noch
notwendig, manuelle Bestimmungen der Leukozyten sowie Erythrozyten und Thrombozyten
durchzufuhren. Meinkoth und Allison (2007), Weiser et al. (2007) sowie Harvey (2017)
empfehlen das Anfertigen von gefarbten Blutausstrichen neben der Nutzung von
automatisierten Verfahren, da einige Befunde nur bei mikroskopischer Untersuchung
erhoben werden kénnen. So kdnnen bei Bedarf, wie zum Beispiel bei Werten aulierhalb des
Referenzbereiches, pathologische Blutwerte, welche nicht zur Klinik des Tieres passen oder
auch bei ,flags” der Blutgerate, die bereits angefertigten Ausstriche untersucht werden.
Aulerdem koénnen die Untersuchungen der Blutausstriche als zusatzliche Qualitatskontrolle
dienen. Tabelle 8 soll eine Auflistung von Abnormalitaten, welche nur mittels Blutausstrichen
erkannt werden kdnnen, darstellen (Weiser et al., 2007; Kraft und Durr, 2013; Rebar, 2015).
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Tabelle 8: Von Blutausstrichen zu erhebende pathologische Befunde

Pathologische Befunde der Leukozyten Pathologische Befunde anderer
Blutzellen

Linksverschiebung der Neutrophilen abnormale Erythrozytenmorphologie
(zahlreiche Abnormalitaten)

Hypersegmentierung der Neutrophilen RNA-Reste — basophile Tupfelung (z.B.
Bleivergiftung Rind oder Kleintier)

Abnormale Granula der Granulozyten Heinz-Koérperchen
Einschlusskorperchen / infektiose Agentien:  Einschlusskdrperchen / infektiose Agentien:
aus den Gattungen Anaplasma, Erlichia, aus den Gattungen Babesia, Mycoplasma,
Hepatozoon
Toxische Veranderung der Leukozyten: ,cell Thrombozyten-Aggregate
rounding“ (Anschwellen), Vakuolisierung,
Doéhle-Koérperchen, Zellkernveranderungen,
basophile Farbung des Zytoplasmas
Immature Zellen

Extrazellulare Blutparasiten (Mikrofilarien, Trypanosoma)

Hamatopoetische Neoplasien

2.3.5.1 Bestimmungsverfahren

Die automatischen Differenzierungsverfahren wurden bereits bei der Leukozyten-
Bestimmung (WBC) mit betrachtet. Deswegen wird hier lediglich auf die manuelle
Differenzierung mittels Mikroskops eingegangen. Wie bereits oben erwahnt, gilt das
manuelle Differenzieren der Leukozyten immer noch als Referenzmethode, falls 400 Zellen —
d.h. 2x 200 von verschiedenen Untersuchern — ausgezahlt werden (Koepke et al., 2007).
Diese Methode wird jedoch mit fortschreitender Technik und Performance der
automatisierten Verfahren immer mehr verdrangt werden und wahrscheinlich schon bald der
Vergangenheit angehdren. Allerdings ist sie derzeit zur Nachkontrolle von automatisiert
bestimmten Differentialblutbildern, insbesondere abnormaler oder mit ,flags” versehener,
noch unabdingbar (Pierre, 2002). Grinde fir die manuelle Auswertung wurden bereits bei
den automatisierten Verfahren unter 2.3.4.3 aufgezeigt.

Fir die manuelle Bestimmung der Leukozyten ist es zunachst nétig, einen Blutausstrich
herzustellen. Daftr werden gewodhnlich durchsichtige Objekttrager aus Glas mit den
Abmessungen 75 x 25 x 1mm verwendet (Houwen, 2002). Auf einem solchen wird ein
Tropfen gerinnungsgehemmtes Blut mittels Kapillarréhrchen appliziert. Dieser Tropfen sollte

Nahe an einem Ende des Objekttragers liegen, da er mithilfe eines zweiten Objekttragers
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ausgestrichen wird. Dies geschieht, indem der zweite Objekttrager im 30 bis 45° Winkel kurz
vor dem Bluttropfen angesetzt, langsam riickwarts bis zur Bertihrung an den Tropfen geflihrt
wird und anschlief3end in die Gegenrichtung bewegt (Allison und Meinkoth, 2007).
Winschenswert ist ein Blutausstrich mit gleichmaRig verteilten Zellen, welcher nicht die
Kanten des Objekttragers berihrt (Campbell, 2015). Die Dicke des Blutfilms hangt neben der
Grolke des Bluttropfens auerdem vom Hamoglobingehalt, vom Winkel mit dem
ausgestrichen wird sowie von der Geschwindigkeit mit der ausgestrichen wird ab. Je groRer
der Winkel oder schneller das Ausstreichen, umso dicker wird der Blutfilm (Vives Corrons et
al., 2004). GroRRe Zellen und Zellklumpen werden leicht nach vorn geschoben, wo sie sich
dann in der sog. Fahne wiederfinden lassen (Harvey, 2017). Die Herstellung der
Blutausstriche sollte am besten innerhalb von 15min nach Entnahme erfolgen (Weiser et al.,
2007). Auch Gerate zur automatischen Anfertigung der Ausstriche stehen zur Verfiigung
(Benattar und Flandrin, 1999). Dabei sind Kalium-EDTA-Salze die Gerinnungshemmer der
Wahl, da sie helfen, die Morphologie der Zellen zu bewahren (Meinkoth und Allison, 2007)
und nicht die Farbequalitat, wie z.B. Heparin, welches an Leukozyten bindet, beeinflussen
(Harvey, 2012).

Anschlie3end erfolgt die Lufttrocknung der Ausstriche, bei feuchter Umgebung kann die
Trocknung durch Heizblécke oder Lufttrockner verstarkt bzw. verschnellert werden
(Valenciano et al., 2013). Darauf folgt die Farbung der Praparate, welche in der Regel auf die
Farbeprinzipien von Ehrlich (1880) bzw. Romanowsky (1891) zurtickgehen. Unterschiedliche
Farbungen wurden bereits unter 2.3.1 benannt. Alle Farbelbsungen sollten in
verschlossenen Containern bei Zimmertemperatur aufbewahrt werde. In der Regel sind
Fertiglésungen oder Farbepuder, welche in Methanol bzw. Puffer geldst werden erhaltlich
(Houwen, 2002). Um eine gute Farbequalitat zu erhalten, sollten die Ausstriche
schnellstmdglich nach abgeschlossener Lufttrocknung gefarbt werden. Falls dies nicht
moglich ist, sollte eine Fixierung mittels Methanols innerhalb von 1h mindestens jedoch
innerhalb von 4h erfolgen, da sonst eine blaugraue Hintergundfarbung durch das Plasma
entsteht (Vives Corrons et al., 2004). Farbelésungen missen regelmalig erneuert werden,
da sie an Intensitat verlieren und einen Nahrboden fir Bakterien darstellen, was beides zu
Problemen bei der Auswertung des Praparates fuhren kann (Allison und Meinkoth, 2007).
Die [in Deutschland] wohl am haufigsten verwendete Farbemethode ist die Pappenheim-
Farbung, eine Kombination aus May-Griinwald und Giemsa-Farbung: Eosinsaures
Methylenblau mit Azur-Eosin-Methylenblau-Lésung zur Gegenfarbung (Baum, 2019a). In
Nordamerika hingegen wird haufig die Wright-Farbung (Methylenblau und Eosin) benutzt
(Kreuzer und Bain, 2017). Beide gehoren zur Gruppe der Romanowsky-Farbungen. Die
European External Committee for External Quality Assurance Programmes in Laboratory

Medicine (EQALM) working group 2004 empfiehlt ebenfalls die May-Grinwald-Giemsa-
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Farbung, aufgrund ihrer langanhaltenden Stabilitat bei gefarbten Praparaten (Vives Corrons
et al., 2004). Ein mégliches Farbeprotokoll kann nach Empfehlungen der French Association
for Quality Assurance in Anatomic and Cytologic Pathology (AFAQAP) folgendermalen

aussehen (Piaton et al., 2015):

(1) May-Grunwald (50%, gepufferte) mit pH 6.8 fur 3—5min
(2) Giemsa-Losung (10%, gepufferte) fur 10-30 min

(3) danach mit flieRendem Wasser flir 1-3min spilen

Die Differenzierung der getrockneten Praparate erfolgt unter dem Mikroskop. Mikroskope mit
guter Qualitat besitzen in der Regel 4 Objektive mit 4-, 10-, 40- und 100-fache Vergrofierung
(Allison und Meinkoth, 2007). Letzteres wird mit Immersionsdl benutzt. Fir ein
Differentialblutbild mussen im Monolayer-Bereich mindestens 100 aufeinanderfolgende
Leukozyten ausgezahlt und differenziert werden (Campbell, 2015). Die normale Morphologie
der Leukozyten im Blutausstrich in der Humanmedizin lassen sich entsprechenden
nationalen Publikationen oder dem internationalen Consensus-Empfehlungen entnehmen
(Palmer et al., 2015). In der Veterindrmedizin muss vorerst auf entsprechende Fachliteratur,
gdf. fur einzelne Tierarten, zurickgegriffen werden. Beim manuellen Erstellen eines
Differentialblutbildes sollten folgende Schritte Anwendung finden (Houwen, 2001; Harvey,
2012; Allison und Meinkoth, 2007; Gulati et al., 2013; Harvey, 2017):
(1) Uberfliegen des Blutausstriches mit niedriger VergréRerung, um festzustellen, ob drei
typische Zonen erkennbar sind: Fahne, Monolayer und Koérper des Ausstriches
(2) Identifikation von Autoagglutinationen, Thrombozyten- oder Leukozytenaggregaten,
Fibrinfaden sowie extrazellulare Organismen (Blutparasiten)
(3) Verifizierung der gleichmaRigen Verteilung der Leukozyten oder deren lokale
Ansammlung an den Randern oder in Fahne des Blutfiims
(4) Mittels 1000- fachen Vergrofierung (Objektiv x Okular = 100 x 10) und Immersionsél
Differenzierung der ersten, mindestens 100 oder 200 gezahlten Zellen in neutrophile
segmentkernige, neutrophile stabkernige, eosinophile und basophile Granulozyten
sowie in Monozyten und Lymphozyten; zur Vermeidung doppelter Auszahlung, wird
maanderférmiges Durchwandern (,battleman track®) des Praparates empfohlen;
zur Eingabe der wahrend des Mikroskopierens gezahlter und differenzierter Zellen
stehen Tasten-Zahlgerate oder Computertastaturen zur Verfugung
(5) Uberpriifung auf abnormale Befunde mit 1000-facher VergréRerung, wie z.B.
veranderte Morphologie von Blutzellen; Consensus-Empfehlung tber Nomenklatur
und Grading veranderter Zellen wurde von ICSH publiziert (Palmer et al., 2015),

dieses kann auch fur die Veterindrmedizin als Beispiel dienen
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2.3.5.2 Fehleranfilligkeit der mikroskopischen Differenzierung

Die Fehleranfalligkeit und Ungenauigkeit wird in der Literatur haufig diskutiert (Rimke, 1985;
Koepke et al., 1985) und flhrte nicht zuletzt dazu, dass automatisierte Analysegerate beim
Screening nach Krankheiten das manuelle Differentialblutbild schon weitestgehend abgeldst
haben. Es kommt der manuellen Bestimmungen vor allem in der Nachkontrolle von
auffalligen Praparaten immer noch gréf3te Bedeutung zu. Jedoch konnte durch die sich
verringernde Anzahl der manuellen Bestimmungen, der personelle Aufwand sowie die
bendtigte Zeit und auch die damit verbundenen Kosten reduziert werden (Pierre, 2002;
Weiser et al., 2007).

Bei der manuellen Differenzierung werden haufig die durch Auszahlen von 100 Leukozyten
bestimmten relativen Haufigkeiten mit dem automatisiert bestimmten absoluten Mittelwert
der WBC multipliziert. Diese Methode ist Uberlegen gegenuber der Multiplikation eines
manuell im Hamozytometer ausgezahlten WBC-Wertes, allerdings trotzdem unprazise
(Rumke, 1985). Rumke et al. (1975) verdeutlichte auflerdem, wie grof® der Fehler bei sehr

kleinen Vorkommen von bestimmten Leukozyten ist (Tabelle 9).

Tabelle 9: Darstellung der 95% Intervalle fur die jeweils ausgezahlten Leukozyten (N)
im Vergleich zu den wahren Werten - ,,true values“ (Riimke et al., 1975)

N 30% Lymphozyten 5% stabkernige 1% basophile
100 21-39 1-10 0-3
200 24,0-36,5 2,0-8,0 0-2,5
500 26,0-34,2 3,2-7,0 0,2-2,0
1000 27,2-33,0 3,7-6,4 0,4-1,7

Nicht auReracht gelassen werden darf, das aus Tabelle 9 abzuleitende Problem beim
Erstellen von Referenzwerten. Diese missen immer an die Gesamtzahl an ausgezahlten
Zellen angepasst werden (Rimke et al., 1975). Des Weiteren besteht eine relativ hohe
Variation zwischen verschiedenen Personen fir die Bestimmung der Monozyten und
stabkernigen Granulozyten (Koepke et al., 1985). Houwen (2001) stellte dar, dass die
bestimmenden Personen bei der Einordnung von Monozyten und stabkernigen Granulozyten
haufig unterschiedlicher Meinung waren, da die Definition morphologischer Kriterien bei
diesen Zellen schwieriger als beispielweise bei eosinophilen Granulozyten sei. Die Prazision
der manuellen Differenzierung ist in Tabelle 10 in Form von Variationskoeffizienten (VK)

dargestellt.
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Tabelle 10: Variationskoeffizienten bei der manuellen Leukozyten Differenzierung

Lymphozyten Eosinophile Basophile Monozyten Neutrophile Referenz

20.0%= 79.5%= 133.6%=+ 77.4%% 13.1%= Giordano et al.

12.2% 48.8% 49.8% 35.6% 9.3% (2008)2
Fuentes-

32,5% 68,8% 263,2% 55,0% 6,6% Arderiu et al.
(2007)°
Benattar und

10,3% 27, 7% 110% 22,5% 5,3% Flandrin
(1999)°
Simson und

o - - - -
15,36% Groner (1995)¢

a —100 oder 200 Zellen von Pferden (N=114) differenziert mit 3 unterschiedlichen Untersuchern; b —
100 Zellen differenziert von 58 Blutausstrichpaaren von 2 Untersuchern; ¢ — 500 Zellen differenziert
von mittels ,wedge-Technik“ angefertigte Blutausstriche (N=7) von der gleichen Blutprobe; d — 2x 200
Zellen Referenzmethode fiir das Differentialblutbild (absolute Werte durch Multiplikation mit
automatisiert bestimmten WBC) von N=697

Die Ungenauigkeiten kommen aufgrund von folgenden Fehlern zustande:

(1) Fehler beim Anfertigen oder Farben der Blutausstriche

(2) Fehler bei der Bestimmung/Differenzierung durch den Untersuchenden

(3) Fehler durch ungleichmafRige Verteilung der Zellen auf dem Blutausstrich

(4) Stichproben Fehler auch in Verbindung mit (3)

(5) Dokumentationsfehler

(6) Falls mithilfe der WBC absolute Werte berechnet werden, kommt zusatzlich der

Fehler der automatisierten WBC Bestimmung hinzu

Eine zu lange Lagerung der Blutproben bedingt im Ausstrich typischerweise Pyknosen der
Zellkerne und Integritatsverluste der Zellmembranen. Daraus resultiert, dass betroffene
Zellen nicht mehr akkurat differenziert werden kénnen (Jones und Allison, 2007). Auch bei
der automatisierten Analyse sind Veranderungen im Differentialblutbild zu beobachten
(Gulati et al., 2002). Die ungleichmaRige Verteilung der Leukozyten im Blutausstrich (3) kann
durch folgendes Phanomen erklart werden: Grolde Leukozyten (z.B. Monozyten) werden
leicht an den Rand und in die Fahne des Blutausstriches gezogen. Dies fiihrt zu einer
Unterschatzung der relativen Haufigkeit der Monozyten von 5 bis 10% (Stiene-Martin, 1980;
Houwen, 2002). Diese Ungleichverteilung kann jedoch vermieden werden, wenn bei der
Herstellung der Blutausstriche eine Zentrifuge (z.B. Cytospin) Anwendung findet (Pierre,
2002). Um eine maximal erlaubte Ungenauigkeit (imprecision) festzulegen, bendtigte man

Daten Uber die biologische Variation beim Rind. Alternativ muss sonst auf fir Menschen
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publizierte Werte zurlickgegriffen werden. Die maximal erlaubte Ungenauigkeit entspricht der
Halfte der Variation eines Individuums (Petersen et al., 1996). Kjelgaard-Hansen und Jensen
(2006) kommen bei ihren Berechnungen flir Hunde und Katzen zu dem Schluss, dass sich
die Ungenauigkeit nicht in akzeptierbaren Bereichen bei der manuellen Differenzierung
befindet. Einzige Ausnahme waren die neutrophilen Granulozyten, es mussten dann jedoch
500 Zellen ausgezahlt werden. Zudem schlussfolgerten die Autoren, dass es sich vermutlich
ahnlich fur andere Tierarten verhalt.

Fir Verlaufskontrollen sind manuelle Blutbilder ebenfalls nur mit Vorsicht zu benutzen, da bei
100 oder 200 ausgezahlten Zellen der Zufall sehr grofden Einfluss hat, vor allem bei wenig
prasenten Zellen (Rimke et al., 1975). Kilgore (1920) berechnete die zufallige Abweichung
in einem Differentialblutbild fir die Lymphozyten fur den Fall, dass 100 Zellen differenziert
wurden und der tatsachliche Wert 50% betragt. Die manuelle Auszahlung wiirde Ergebnisse
zwischen 35% und 65% liefern (Kilgore, 1920; Barnett, 1933). Im 21. Jhd. werden
computergestitzt Bilder von Blutausstrichen digitalisiert, nachbearbeitet und anschlielend
automatisiert oder assistiert manuell ausgewertet (Nazlibilek et al., 2014; Rodriguez Barrero
et al., 2018). Mit guter Genauigkeit von 97,9% zwischen verschiedenen Untersuchern und
guter Prazision fUr die einzelnen Leukozyten erhalt es als gute Alternative fir automatisierte
und manuelle Differenzierungsmethoden Einzug in die gangige Praxis. Rodriguez Barrero et
al. (2018) geben folgende Prazision an: 93,4% fur Lymphozyten, 97.37% fur Monozyten,
79.5% flur Neutrophile, 73.07% fur Eosinophile und 100% fur Basophile.

2.3.6 Interpretation der WBC und des Differentialblutbildes

Das Weile Blutbild kann bei Milchkiihen sowohl der Einzeltierbehandlung als auch dem
Monitoring der Herden-Gesundheit dienlich sein. Allerdings kommt ihm vor allem bei der
Diagnostik am Einzeltier besondere Bedeutung zu, da es entscheidende Informationen
zusatzlich zur klinischen Untersuchung der Rinder liefert (Otter, 2013; Jones und Allison,
2007). In Tabelle 11 sind typischen Befunden des Weilien Blutbildes und damit assoziierte
Krankheiten bei Kilhen dargestellt.

Die Leukozyten im peripheren Blut verkérpern nur einen Anteil der Gesamtpopulation. Des
Weiteren unterliegen sie einer Vielzahl an Einfliissen, beispielsweise Blutdruck,
Katecholamine etc., die ihre, in einer Blutprobe gewonnene Menge, beeinflussen kdnnen
(Schmid-Schonbein et al., 1991; McCarthy und Dale, 1988; Gekle, 2010).

Die Leukozytose spiegelt die Erhdhung der weilden Blutzellen, Uber definierte Referenzwerte
hinaus, wider. In genauerer Betrachtung wird sie meist durch die Erhéhung einer der beiden
grofdten Subpopulationen hervorgerufen, den neutrophilen Granulozyten oder Lymphozyten
(Kroschinsky et al., 2007). Zusatzlich kbnnen auch weitere Leukozyten-Fraktionen erhdht

oder sogar erniedrigt sein, diese haben aufgrund ihres geringeren Vorkommens im
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peripheren Blut weniger Einfluss auf den Zahlenwert der WBC. Deswegen muss stets eine
Differenzierung der Leukozyten erfolgen. Eine verringerte Anzahl an Leukozyten kann bei
beginnender Endotoxin-Einwirkung, bereits nach ca. 6h, beobachtet werden (Saad und
Ostensson, 1990; Kirbach et al., 1998; Blum et al., 2000). Auch Mykotoxine kénnen zur
Reduktion der WBC (zumindest bei Kalbern) fihren (Gentry et al., 1984). Bei der ,bovine
neonatal pancytopenia“, eine z.B. durch BVDV-Immunisierung hervorgerufene fatale
Depletion des Knochenmarks, kommt es ebenfalls zu verringerter Anzahl aller Blutzellen
inklusive Leukozyten. Ursache der Knochenmarks Depletion sind wohl in diesem Fall
Alloantikérper der Muttertiere nach Immunisierung (Bridger et al., 2011).

Die Immunzellen entwickeln sich im Knochenmark und der fetalen Leber, die Reifung der
Lymphozyten erfolgt dartber hinaus auch in den Lymphknoten sowie der Milz und dem
Thymus (Parkin und Cohen, 2001; LeBien und Tedder, 2008).

Der neutrophile Granulozyt gehort zur zelluldren und angeborenen Immunantwort und ist in
der Lage Entziindungen voranzutreiben und zu verstarken, aber auch zu regulieren und
deren Auflésung einzuleiten (Jones et al., 2016; Hellebrekers et al., 2018). Er besitzt eine
grofRe Vielzahl an Funktionen, wie z.B. Phagozytose, Extravasion in umliegendes Gewebe,
Regulierung der B- und T-Zell-Aktivitat, ,neutrophil extracellular trap® (NET) Formation,
Freisetzung der ,reactive oxygen species” (ROS) (Kolaczkowska und Kubes, 2013). Die
Neutrophilen zeigen unterschiedliche Dynamiken, auf die bereits kurz eingegangen wurde.
Man unterscheidet aulterdem den zirkulierenden bzw. circulating pool der Granulozyten vom
sog. marginating pool, welcher sich am Endothel der Blutgefalle befindet. Letzterer dient als
Reserve. Dadurch kann sich beispielsweise aufgrund von Stress die Anzahl an
zirkulierenden Granulozyten schnell erhéhen. Weitere Reserven liegen in der Lunge (v.a.
Granulozyten) und Milz (v.a. Lymphozyten) (Berkow und Dodson, 1987; Benschop et al.,
1996). Insbesondere beim Rind sind zahlreiche Ursachen neutrophiler Dysfunktionen
bekannt: Bovine Virusdiarrhoe-Virus (BVDV), Bovine leukocyte adhesion deficiency (BLAD),
Chédiak-Higashi-Syndrom; Vitamin E-Selen-Mangel insbesondere bei peripartalen
Milchkiihen, Stress. Diese Pathologien beeinflussen weniger die Anzahl, sondern viel mehr
die Phagozytose-Aktivitat, die vasale Adhasion oder die Chemokin gesteuerte Bewegung wie
im Falle von BLAD, die Degranulationsféhigkeit sowie viele andere Funktionen der
neutrophilen Granulozyten (Gerardi, 1996; Nagahata, 2004; Ogawa et al., 1997; Roth et al.,
1981; Hogan et al., 1993; Earley et al., 2017).

Der Knochenmark-Pool der Granulozyten fallt beim Rind vergleichsweise gering aus,
weshalb es bei akuten entzindlichen Prozessen haufig zu einer anfanglichen Neutropenie
kommt, bis sich darauffolgend eine Neutrophilie mit Linksverschiebung einstellt (Bertram,
1985; Wood und Quiroz-Rocha, 2010). Die initiale Neutropenie dauert meist 24 bis 48h.

Anschlieend stellt sich eine Linksverschiebung ein. Bei dieser wird zwischen degenerativer
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und regenerativer unterschieden (Jones und Allison, 2007). Bei der degenerativen
Linksverschiebung herrscht eine Neutropenie sowie zahlenmaRige Uberlegenheit der
stabkernigen und juvenilen gegentiiber den segmentkernigen Neutrophilen vor. Beim
regenerativen Typ hingegen besteht eine Neutropenie und zusatzlich zur erhéhten Anzahl
der immaturen Neutrophilen sind auch segmentkernige in gréfierer Menge vorhanden
(Chase et al., 2017). Gerade bei subakuten Erkrankungen sollte eine milde Neutrophilie beim
Rind nicht unterschatzt werden (Otter, 2013). Bei gesunden adulten Kiihen betrage das N:L
(Verhaltnis Neutrophile zu Lymphozyten) in etwa 1:2, wahrend bei juvenilen Rindern die
neutrophilen Granulozyten dominieren (Jones und Allison, 2007; Roland et al., 2014b). Bei
den Lymphozyten werden im peripheren Blut des Rindes unterschiedlich grof3e angetroffen
(small, medium, large), welche hauptsachlich zu den B- und T-Zellen gehdren (Jones und
Allison, 2007). Lymphozytosen sind verhaltnismaRig selten vorkommende Befunde. Als
prominentes Beispiel ware die durch das Bovine Leukdmie Virus (BLV) verursachte Leukose
zu nennen (Frie und Coussens, 2015). Erhohte Lymphozytenwerte konnen ebenfalls bei der
Genesung nach infektidsen Krankheiten beobachtet werden (Otter, 2013). Gleiches gilt fur
erhdhte eosinophile Granulozyten, welche als Zeichen der Regeneration (,Eosinophile
Morgenréte), wie bereits bei der Leukozyten Kurve nach Schilling (1920) beschrieben,
gelten. Besondere Veranderungen sind auch nach Brucella-Infektionen oder Vakzinationen
zu erkennen. Man kann einen Anstieg der WBC sowie eine Neutrophilie bei gleichzeitig
niedrigen Lymphozyten beobachten (Bell und Irwin, 1938; Lundquist et al., 1949). Bei einer
Farn-Vergiftung von Kiihen kann mitunter eine Monozytose auftreten (Perez-Alenza et al.,
2006).

Glucocorticoid-Injektionen bzw. Stress flihren zu den typischen Blutbildbefunden einer
milden Neutrophilie, Eosinopenie, Lymphopenie sowie Monozytose (Anderson et al., 1999).
Abnormale Befunde der Leukozyten im Blutausstrich kénnen ebenfalls Hinweise auf
bestimmte Erkrankungen geben. Die sog. erworbene (auch Pseudo-) Pelger-Huét-Anomalie
kann beim Rind flr wenige Tage bei entziindlichen Prozessen beobachtet werde (Osburn
und Glen, 1968). Dabei handelt es sich um eine Hyposegmentierung der Zellkerne von
Granulozyten, wobei typische ausgereifte Chromatinstrukturen zu erkennen sind (Weiss und
Wardrop, 2011). GroRe Granula sind beim Chediak-Higashi-Syndrom im Zytoplasma der
Leukozyten zu finden. Speziell wurden sie in den neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten beim Rind (z.B. Hereford, Wagyu, Brangus) beschrieben (Ogawa et al., 1997;
Yamakuchi et al., 2000). Weiterhin kdnnen toxische Leukozyten bei schweren bakteriellen
und viralen Infektionskrankheiten zu finden sein. Morphologisch besitzen solche Zellen meist
einen groReren Anteil an sich basophil anfarbenden Zytoplasma, zudem kdnnen
Vakuolisierungen oder auch azurophilie Granula zu finden sein (Weiss und Wardrop, 2011).

Fir Lymphozyten jedoch ist es keineswegs selten und abnormal, dass sie im Zytoplasma
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zugeordnet (Jones und Allison, 2007).

Tabelle 11: Befunde des WeiRen Blutbildes und Beispiele fiir damit assoziierte
Krankheiten

Verdnderung des  Assoziierte Erkrankung Referenz
Blutbildes
(unterschiedlichen
Grades)
Leukozytose Entziindungsgeschehen aufgrund  Otter (2013)
von infektiosen Krankheiten,
Stoffwechselstérungen, Stress,
Dehydratation
Traumatische Retikuloperitonitis Braun et al. (2018)
Hitzestress Wegner et al. (1976)
Sozialstress Mensch (Rind?) Engler et al. (2004)
Leukozytopenie Fettlebersyndrom / Reid et al. (1984)
Hyperlipomobilisationssyndrom
(erniedrigte Neutrophile,
Lymphozyten und Eosinophile)
Salmonellose, Rickettsiose, Dirksen et al. (2006)
Paratuberkulose, BVD, IBR, DLA,
bakterielle Septikdmien
Neutrophilie Staphylokokken-Mastitis Swain et al. (2015)

Endotoxin-Wirkung bei E. coli
Mastitis

Endometritis

Lahmheit (Klauenerkrankungen)
und hohes N:L-Verhaltnis'

Septische Arthritis
Trympanosoma evansi
Hyperlipomobilisationssyndrom /
»fat cow syndrome* (ebenfalls
erhohte stabkernige neutrophile
Granulozyten)

BLAD

Transportstress

Paape et al. (2003)

KIM et al. (2005b)

O’Driscaoll et al. (2015)

Shearer et al. (2012)
Sivajothi et al. (2014)

Morrow (1976)

Nagahata (2004)

Earley et al. (2017)
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Verdnderung des  Assoziierte Erkrankung Referenz
Blutbildes
(unterschiedlichen
Grades)
Neutropenie Perakute Endotoxin-Wirkung Blum et al. (2000)
idiopathische nekrotisierende Otter (2013)
Enteritis des Kalbes
Metritis (inklusive verandertem Magata et al. (2016)
CD4+:CD8+ Verhaltnis)
Bluetongue disease MacLachlan und Thompson
(1985)
Initial bei hochgradigen, akuten Jones und Allison (2007)
entzindlichen Erkrankungen wie
gram-negativ Sepsis, Metritis,
Mastitis, Peritonitis, Pneumonia
Lymphozytose BLV (persistierende Lymphzytose Schwartz und Levy (1994)
der B-Zellen) Frie und Coussens (2015)
Lymphopenie Metritis Magata et al. (2016)
Monozytose Farnvergiftung Perez-Alenza et al. (2006)
Stress Anderson et al. (1999)
Eosinophilie Endoparasiten, z.B.:
Dictyocaulus viviparus Weber und Rubin (1958)
Trympanosoma evansi Sivajothi et al. (2014)
Fasciola hepatica Dietrich et al. (2015)
Geringgradig bei Ektoparasiten, Oormazdi und Baker (1980)
z.B.
Linognathus vituli,
Bovicula bovis
Allergie Chase et al. (2017)
mitunter bei Emphysemen
Basophilie Allergie Otter (2013)

parasitaren Erkrankungen
(Zeckenbefall)

" Verhaltnis Neutrophile:Lymphozyten

2.3.7 Laktationsdynamik der Leukozyten im peripartalen Zeitraum

Die WBC erreichen ihr Maximum zur Geburt, gleiches gilt fir die neutrophilen Granulozyten.
Die Eosinophilen und Lymphozyten sind jedoch niedriger zum Zeitpunkt des Partus (Klinkon
und Zadnik, 1999). Dieses Verhalten der Eosinophilen und Lymphozyten konnten Merrill und
Smith (1954) genauso wie einen Anstieg der WBC und Neutrophilen zum Tag des Partus
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beobachten. Des Weiteren fanden sie in den ersten funf Tagen p.p. folgende Ergebnisse:
Fallende WBC und Neutrophile sowie ansteigende Lymphozyten, Eosinophile und
Monozyten. Paterson (1957) konstatierte einen Anstieg der WBC a.p. sowie einen Abfall p.p.
Gemal einer weiteren Studie zeigte sich eine deutliche Erhéhung der Neutrophilen in den 0-
14d p.p. entnommenen Blutproben, wahrend die WBC, die Eosinophilen und die
Lymphozyten weiterhin niedrige Werte aufweisen (Beli¢ et al., 2011). Guidry et al. (1976)
konnten einen Anstieg der neutrophilen Granulozyten ab der zweiten Woche p.p.
verzeichnen. Lee und Kehrli (1998) beschrieben zunachst hohe Leukozyten und
Neutrophilen Werte zur Geburt, welche schlie3lich bis ca. 5d p.p. abfallen, um dann langsam
wieder anzusteigen.

Hussain und Daniel (1992) kamen zu dem Ergebnis, dass nach physiologischer Kalbung ein
Abfall der Leukozyten sowie der Neutrophilen bis ca. 8d p.p. zu verzeichnen ist. Darlber
hinaus kamen Detilleux et al. (1995) zu dem Ergebnis, dass sich nach der Geburt ein Anstieg
immaturer (stabkerniger) Neutrophiler ca. 14dp.p. manifestiert.

Zusammenfassend fanden die Mehrzahl der Autoren von a.p. zur Geburt hin einen Anstieg
der WBC und Neutrophilen sowie einen Abfall der Lymphozyten und Eosinophilen (Merrill
und Smith, 1954; Paterson, 1957; Guidry et al., 1976; Saad et al., 1989; Klinkon und Zadnik,
1999). Ab der Geburt bis 5-8d p.p. wurden in den meisten Studien folgende Veranderungen
beobachtet: Fallende WBC und Neutrophile sowie einen Anstieg der Lymphozyten,
Eosinophilen und Monozyten (Merrill und Smith, 1954; Paterson, 1957; Saad et al., 1989;
Lee und Kehrli, 1998).

Die Einwirkung des Geburtsstresses scheint fiir die hamatologische Dynamik verantwortlich
Zu sein, auch bei Dexamethason-Injektionen wurden ahnliche Ergebnisse erzielt:
Leukozytose mit Neutrophilie, Eosinopenie, Lymphopenie und Monozytose (Anderson et al.,
1999). Burton et al. (2005) konnten nachweisen, dass bei gebarenden Kihen mit hohem
naturlichen Cortisol Einfluss einige wichtige Abwehrmechanismen der Neutrophilen
vermindert sind. Jedoch werden die Anzahl und die Lebenszeit der Neutrophilen im

peripheren Blut gesteigert.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeines
3.1.1 Untersuchungsbetrieb und Management

Im Rahmen einer Bestandsanalyse wurden in den Zeitraumen 04.05.2015 — 07.04.2016 und
12.04.2016 — 21.11.2016 eine Vielzahl an Untersuchungen durchgefiihrt. In deren Umfang
wurden die Daten der hier vorliegenden Studie erhoben. Der Untersuchungsbetrieb liegt in
Sachsen-Anhalt. In dem Betrieb befanden sich im Schnitt etwa 420 Kihe, vorwiegend der
Rasse Holstein-Friesian. Nachfolgende Tabelle 12 gibt einen Uberblick tber die

Herdenleistung.

Tabelle 12: Milchleistungsdaten der untersuchten Herde

Untersuchungszeitraum 1  Untersuchungszeitraum 2

(04.05.2015—-07.04.2016)  (12.04.2016 - 21.11.2016)

Durchschnittliche Jahresleistung (kg) 12009 12119
Fettgehalt (%) 3,71 3,74
EiweiRgehalt (%) 3,44 3,46
Durchschnittliche 305-Tage-Leistung 10321 10578

(kg) bei Kiihen in der 1. Laktation

Durchschnittliche 305-Tage-Leistung - 12745
(kg) bei Kiihen in der 2. Laktation

Durchschnittliche 305-Tage-Leistung 12411 -
(kg) bei Kiihen in der 2 2. Laktation

Durchschnittliche 305-Tage-Leistung - 12575
(kg) bei Kiihen in der >2. Laktation

Die Kuhe wurden dreimal taglich in einem doppelt angeordneten Side-by-Side-Melkstand mit
jeweils 16 Melkplatzen gemolken. Die Melkroutine erfolgt i.d.R. nach gleichem Standard mit
Vormelken in einen Vormelkbecher, Euterreinigung, Anlegen des Melkgeschirrs, folgender
automatischer Melkvorgang sowie Dippen und Melkzeugzwischendesinfektion. Dabei war
das Tragen von Handschuhen fiir das Melkpersonal obligatorisch. Die Reproduktion erfolgte
ausschlief3lich mittels kinstlicher Besamung. Alle Milchkiihe besalien einen Transponder am

Ohr zur automatischen Tiererkennung.
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3.1.1.1 Trockensteher und Vorbereitung fiir das Trockenstellen

Zur Vorbereitung auf das Trockenstellen bekamen Milchrinder eine spezielle Ration, um ihre
Milchleistung auf niedrigem Niveau zu halten. Diese wurde den Kiihen Gber einen Futtertisch
angeboten. Kiihe mit etwa 56 (£6) Tagen vor errechnetem Kalbedatum sind schlielich in die
Trockenstehergruppe zugeordnet worden. Tiere mit einer Milchleistung unter 13kg Milch pro
Tag wurden zeitiger trockengestellt. Zum Trockenstellen wurde ein interner Zitzenversiegler
auf Bismut — Basis verwendet. Bei Rindern mit veranderter Milch wird ggf. antibiotisch
trockengestellt. Die dort befindlichen Milchrinder wurden auf Tiefstreu in einem Laufstall
gehalten. Bei diesen Tieren wurde der BCS durch den Herdenmanager erhoben. Tiere mit zu
hohem oder zu niedrigem BCS sind disponiert flr Krankheiten in der Transitphase
(Fettmobilisationssyndrom, Ketose, etc.). Solche konnten vom Herdenmanager vermerkt und

weiterhin genauer beobachtet werden.

3.1.1.2 Vorbereitungsgruppe

Die Milchrinder der Vorbereitungsgruppe befanden sich ebenfalls in einem Laufstall und
stehen auf Tiefstreu. Milchkihe mit ca. 22 - 30 Tagen vor errechnetem Kalbetermin wurden
dieser Gruppe zugefihrt und ca. 14 Tage a.p. mittels Gatter voneinander getrennt. Sie
bekamen eine besonders energiereiche Ration Uber ein Trogsystem gefuttert. Dieses konnte
individuell mittels automatischer Tiererkennung Portionsgréfien abwiegen. Dadurch war eine
genaue Messung der Futteraufnahme mdglich. Wie bei allen anderen Haltungsabschnitten

wurde die Ration ad libitum angeboten.

3.1.1.3 Kalbung

Das Stallpersonal tiberwachte die Kalbung. Bei Verdacht auf eine unphysiologische Geburt
bzw. Dystokie wurde ggf. die Kuh im Partus untersucht. Bei Bedarf wurden Lage-, Stellungs-
oder Haltungsanomalien des Kalbes korrigiert. Als zusatzliche Entbindungshilfe bei
schwereren Geburten konnte das Kalb an Stricken befestigt herausgezogen werden. Dabei
wurde stets versucht, Verletzungen der Mutterkuh und des Kalbes zu vermeiden. Nach der
Kalbung stand den Rindern lauwarmes Wasser mit einem Glycerin-Propylenglykol-Praparat
der Firma Schaumann zur oralen Aufnahme zur Verfigung.

Frischabkalber wurden noch bis ca. 7 Tage nach der Kalbung in einer separaten Gruppe
gehalten. Sie bekamen weiterhin energiereiches Futter bereitgestellt. Klinisch gesunde Tiere
verlielRen anschlieRend dieses Abteil und wurden der Frischlaktierenden — Gruppe

zugeordnet.

35



Material und Methoden

3.1.1.4 Frischlaktationsgruppe

In diesem Abschnitt befanden sich die Tiere in einem Offenlaufstall mit Hochliegeboxen.
Diese Liegeboxen waren mit Gummimatten ausgelegt und mit Sdgespanen eingestreut,
welche zusatzlich regelmafig gekalkt wurden. Der Stallboden bestand aus Planbeton und
wurde mittels fest installiertem Faltschieber entmistet. Fir die Milchkiihe begann in dieser
Gruppe wieder die sog. Einzelfutterstrecke mittels automatischer Wiegetrége und

Einzeltiererkennung. Mindestens 100d p.p. blieben die Milchrinder in dieser Gruppe.

3.1.1.5 Hochleistungsgruppe 1 bis 4

Die Haltungsbedingungen der Hochleistungsgruppen entsprachen denen der
Frischlaktierenden. Einziger Unterschied war die Futterdarbietung in den
Hochleistungsgruppen 3 und 4, bei denen das Futtermittel auf einem Futtertisch angeboten

wurde. Eine automatisierte Futteraufnahmemessung erfolgte dort nicht mehr.

3.1.1.6 Eutergruppe

Rinder mit veranderter Milch wurden separiert in eine eigene Gruppe umgestellt. Deren
Aufstallung erfolgte auf Spaltenboden. Bei diesen Kihen wurde bei Bedarf je nach Erreger
und Grad der Erkrankung eine individuelle Behandlung durchgefihrt. Zudem fand das

Melken der Eutergruppe zuletzt nach allen anderen Tieren statt.

3.1.1.7 Milchkiihe mit GliedmaRenerkrankungen und Kiihe mit hohem Lebensalter

In einem extra Abteil wurden lahme Rinder und Kilhe mit hohem Lebensalter gehalten. Sie

standen auf Tiefstreu im Laufstall.
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3.1.2 Fiutterung

Die Tiere bekamen eine Totale-Misch-Ration (TMR) mit den Hauptbestandteilen Mais- und
Grassilage gefiittert. In einem Futtermittellabor wurden wéchentlich entnommene Silage-
Stichproben auf ihre Zusammensetzung analysiert. Aus der individuell gemessenen
Frischmasseaufnahme der Kiihe und den Analysedaten konnte die
Trockensubstanzaufnahme berechnet werden. In den Gruppen Vorbereiter,
Frischlaktierende und in den ersten beiden Hochlaktierenden-Gruppen wurde das
Futtermittel Gber das Wiege-Trogsystem zur Verfiigung gestellt. In den anderen
Haltungsabschnitten wurde die Ration auf einem Futtertisch angeboten. Zweimal am Tag

wurde den Tieren das Futter verabreicht.

3.1.3 Auswahl der Probandenkiihe

Die in die Untersuchung einbezogenen Milchrinder wurden anhand bestimmter vorher
festgelegter Kriterien ausgewahlt. Dabei wurde darauf geachtet, dass alle Studientiere eine
vergleichbare, nicht unter dem Herdendurchschnitt liegende Milchleistung in der Vorlaktation
besalRen. Aullerdem wurde die Verteilung der einbezogenen Kiihe so gewahlt, dass Tiere
mit allen Laktationszahlen sowie Farsen beinhaltet sind. Dies gilt flr beide
Untersuchungszeitraume, wobei beim 2. Zeitraum weniger Rinder zugunsten von mehr
Probetagen einbezogen wurden. Tabelle 13 zeigt die Verteilung der Kiihe in den beiden

Untersuchungszeitraumen.

Tabelle 13: Verteilung Laktationsanzahlen der Probanden

Laktation 1 2 3 24 Gesamt
Anzahl Kiihe im 0 27 25 57 109
Untersuchungsteitraum 1

Anzahl Kiihe im 20 23 10 30 83
Untersuchungsteitraum 2

Gesamt 20 50 35 87 192
Anteil (%) 10,4 26,0 18,2 45,3 100

3.1.4 Von den Untersuchungen ausgeschlossene Rinder

Rinder mit klinischen Auffalligkeiten oder anderweitigen subklinischen Stérungen zu
Untersuchungsbeginn wurden ausgeschlossen. Wahrend der laufenden Studie erkrankte
Tiere wurden separiert und ggf. nach Genesung wieder in ihre urspriingliche Gruppe
verbracht. Tiere mit schwerwiegenderen oder langer andauernden Erkrankungen wurden

von der Studie ausgeschlossen und nicht oder nicht weiter beprobt. Des Weiteren
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ausgeschlossen wurden Tiere mit Deformationen oder anderen Abnormitaten des

Schwanzes, die bei der Blutentnahme Schwierigkeiten darstellten.

3.2 Probenschema und Probengewinnung
3.21 Futtermittelaufnahme

Die Messung der Frischmasseaufnahme in kg erfolgte fir jedes Studientier mit dem
Einstallen in die Vorbereitungsgruppe Uber das Wiege-Trogsystem automatisch. Die Daten
von jeder Kuh wurden mittels Transpondererkennung zugeordnet und digital an einen Server
weitergeleitet. Dort wurden die Daten gespeichert und ausgewertet. Die Messung wurde bis
zum 60. Tag p.p. fortgefiihrt.

Die Trockensubstanz wurde fiinfmal woéchentlich ermittelt. Die genaue
Rationszusammensetzung der TMR wurde taglich Uber den mit Waage ausgestatteten
Futtermittelmischwagen bei Zuladung der Einzelfuttermittel bestimmt und dann tber die

Futtermittelanteile die Trockensubstanz (in %) berechnet.

3.2.2 Herdendaten

Uber die Herdenmanagementsoftware ,Herde“ (dsp-Agrosoft GmbH) und aus den
Stallblchern konnten bendtigte Daten Gber den Bestand wie Fruchtbarkeits-, Krankheits- und

Milchleistungskontrolldaten ausgelesen und ausgewertet werden.

3.2.3 Pansenfiillung

Die Pansenflllung wurde mit ca. 4 - 5 Stunden Abstand zur ersten Fltterung des Tages
nach (Zaaijer und Noordhuizen, 2003) und (Goétze, 2017) erhoben. Sie wurde stets von den
gleichen Personen durchgefiihrt. Die Ubereinstimmung der Bonitierung wurde regelmaRig
kontrolliert. Die Benotung fand im jeweiligen Untersuchungszeitraum an den in Tabelle 14

folgenden Zeitpunkten statt.

Tabelle 14: Untersuchungszeitpunkte zur Beurteilung der Pansenfiillung bei den
Studientieren in den jeweiligen Untersuchungszeitraumen

Untersuchungszeitpunkt in Tagen

a.p. p-p.
Untersuchungsteitraum 1 -24 + 4b 1-09a - 28 +2° 60 + 2° -
-14pb,

Untersuchungsteitraum 2 172 11— 140 28 £ 3P 60+20 100+ 2°b

7 -0

a - Untersuchung taglich 12 — 14 Uhr; b - einmalig 12 — 14 Uhr
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3.2.4 Allgemeinuntersuchung

Die Allgemeinuntersuchung erfolgte nach einem festgelegten Untersuchungsplan (Tabelle

15). lhr voraus gingen immer Anamnese und Signalement.

Tabelle 15: Zeitpunkte der Untersuchungen

Untersuchungszeitpunkt in Tagen relativ zur Kalbung

Untersuchungszeitraum 1 A -21b -14b  -7b 0 1-5¢ 8d 28¢e 60 ¢

Untersuchungszeitraum 2 - - - - 1-7¢  13d 289 604 1004

A — Untersuchung am Tag der Umstellung in die Vorbereitungsgruppe, b — +2 Tage in Bezug auf den
errechneten Kalbetermin, ¢ — Tagliche Untersuchung, d — +2 Tage, e — +3 Tage

Es wurden neben der gangigen Allgemeinuntersuchung zusatzliche Parameter erhoben.
Dazu gehdren Pansenkontraktion und Test auf den Steelband-Klang, Kotkonsistenz und
Kotstruktur, weiterhin Vaginalausfluss sowie Beurteilung der Vaginalschleimhaut. Die
beurteilten Parameter der vorgenommenen Untersuchungen sind in Tabelle 16 aufgelistet.
Der Ernahrungs- und Pflegezustand und die Lymphknoten wurden auch beurteilt, jedoch nur
bei Abweichungen erfasst. Zudem wurden Totgeburten erfasst und die betroffenen Kihe

vermerkt.

3.2.5 Diagnosen

Uber die durchgefiihrte weitergehende Allgemeinuntersuchung und mithilfe der
Blutuntersuchung war es mdglich, klinische Diagnosen zu stellen. Dabei wurden zur
Diagnosestellung immer dieselben festgelegten Parameter sowie ggf. Grenzwerte
verwendet. Eine genaue Definition der Diagnosen kann aus Tabelle 17 entnommen werden.

Dabei richten sich die Definitionen der Diagnosen nach Gétze (2017).
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Tabelle 16: Erweiterte Allgemeinuntersuchung

Untersuchung Parameter

Verhalten 0.b.B. / somnolent / komatds

Haltung Ruckenlinie, gleichmafRige Belastung der Gliedmalien
Atemfrequenz Atemzige / min

Temperatur der Ohren
Herzfrequenz
Rektaltemperatur
Lungenauskultation
Bauchdeckenspannung
Lahmbheit

Auffallige Besonderheiten

individuelle Einschatzung, kalt / warm / heil3

Schlage / min

in °C

Atemgerausche, in-/ exspiratorisch, Intensitat

weich / mittel / fest

Score 0 — 6 modifiziert nach Dirksen (2012) mit Score = 2

Stridores, Husten

Haufigkeit Pansenkontraktionen
Intensitat Pansenkontraktion
Steel-Band

Vaginalausfluss

Vaginalschleimhaut

Anzahl / min

Score 0 (keine) — 4 (sehr laut)
vorhanden, rechts / links
Menge, Farbe

Feuchtigkeit Farbe, Glanz

3.2.6 Blutproben

Die Blutentnahme erfolgte am Schwanz der Tiere aus der Ateria oder Vena coccygea

mediana. Zur Entnahme wurden Einmalkanulen (120 x 40 mm), ein 9ml Serum — bzw.

4ml K3 — EDTA — Blutenthahmesystem verwendet. Im Anschluss wurden die Réhrchen mit

Gerinnungshemmer 30 Sekunden lang geschwenkt. AuRerdem wurde mittels eines Tropfens

der EDTA-Probe, welche zuvor nochmals geschwenkt wurde, Blut auf einem Objekttrager

ausgestrichen. Das Anfertigen der Ausstriche geschah unter Zuhilfenahme eines anderen

Objekttragers oder eines Deckglaschens. Danach wurden die Ausstriche zum Lufttrocknen

ausgelegt. Der Umfang der durchgefiihrten Untersuchungen sind in Abhangigkeit vom

Beprobungstag den nachfolgenden Tabellen zu enthehmen (Tabelle 18 und Tabelle 19).
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Tabelle 17: Definition der gestellten klinischen Diagnosen

Metritis/Endometritis

Metritis: bis Tag 21 p.p. rot, rot — brauner, weiler Ausfluss oder weille Flocken sowie
eitriger Ausfluss mit oder ohne Fieber
Endometritis: ab Tag 21 p.p. verfarbter Ausfluss

Retentio secundinarum

Nicht abgegangene Nachgeburt 24h p.p. (Fourichon et al., 2000)

Klauenerkrankungen

Nach Lahmheitsscore >1 (Dirksen, 2012) oder durch Klauenschneider diagnostiziert

Stoffwechselerkrankungen

Ketose: gestortes Allgemeinbefinden in Kombination mit Pansenatonie / veranderte
Kotkonsistenz / kalte Ohren; subklinisch mit BHB > 1,2 mmol/l (LeBlanc, 2010)
Gebarparese: Festliegen / unsicherer Stand in den ersten 3 d p.p. und kalte Ohren
Dislocatio abomasi : gestortes Allgemeinbefinden, Anorexie / veranderte Kotkonsistenz /
Steelband-Klang wahrend der Perkussionsauskulatation

3.3 Probenanalyse

Die Untersuchung der Ks — EDTA — Vollblutproben fand im Labor der LADR GmbH —
Medizinisches Versorgungszentrum Neuruppin (Untersuchungszeitraum 1) sowie im Labor
der Kilinik fur Klauentiere der FU Berlin (Untersuchungszeitraum 2) statt. Serumproben und
Blutausstriche wurden im Labor der Klinik fiir Klauentiere der FU Berlin analysiert. Die
Blutproben zur Serumgewinnung wurden nach 90-minutiger Ruhephase in einer Zentrifuge
(Rotofix 32 A) der Firma Hettich bei 3000U/min fir 10 Minuten zentrifugiert. Die verwendeten
Gerate und Analysemethoden fiir automatisiert bestimmte Parameter sind in Tabelle 20
angegeben.

Die Differenzierung der Blutausstriche wurde mittels Mikroskops (473011-9901) der Firma
Zeiss durchgeflhrt. Zuvor wurden die Ausstriche mit einer Pappenheim — Farbung
(panoptische Farbung nach Pappenheim: Kombination aus May-Grinwald- und Giemsa-
Farbung) gefarbt. Neben der Kombination von sauren und basischen Farbstoffen zur
besseren Differenzierung der Zellen enthalt die Farbung auch Stoffe zum Stabilisieren und

Fixieren der Blutausstriche.
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Tabelle 18: Probenschema zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten

Untersuchungszeitraum 1

Untersuchungszeitpunkt = Serumprofil grof8 Serumprofil klein Ks—- EDTA
in Tagen

-213 x

142 x x
-7 x

0 x

12 x

22 x

32 x

8 x x
28 x x
60 x

Untersuchungszeitraum 2

Untersuchungszeitpunkt = Serumprofil grof8 Serumprofil klein Ks - EDTA
in Tagen

142 x x
1 x

2 x

3 x x
11-14° x x
28¢ x x
60° x x
100° x x

a —+2 Tage, a.p. wurden keine Farsen beprobt; b — einmalig beprobt; ¢ — £3d
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Dies erhoht die Widerstandfahigkeit der Ausstriche gegentber Umwelteinflissen. Die
Farbung wurde stets nach gleichem Protokoll unter einem Digestor durchgeflihrt: Beginnend
mit einem 5-mindtigen Aufenthalt der Objekttrager in der May-Griinwald-Farbelésung,
anschliel®end eine Spilung mit Aqua destillata, schlief3lich 18 Minuten in der Giemsa-

Farbeldsung und erneutem Spulen mit Aqua destillata.

Tabelle 19: Durchgefiihrten Analysearten

Art der Analyse Analyseparameter

GroBes Serumprofil ASAT, GGT, GLDH, CK,

Albumin, Gesamtprotein, Harnstoff, Bilirubin,

Cholesterol, Glukose, BHB, NEFA, CP, Ca, P, Mg, Na, K, CI
Kleines Serumprofil BHB, NEFA, Ca, P, Mg

EDTA-Voliblut Hb, HCT, RBC, WBC*

*zusatzlich zur WBC wurden die Relationen der einzelnen Leukozyten Fraktionen differenziert

Tabelle 20: Analysemethode und verwendete Gerate

Analyseparameter Analysegeriit Analysemethode

EDTA-Vollblut

Hb Light scatter Durchflusszytometrie

Hkt Berechnung (Hkt = MCV x RBC)

RBC Durchflusszytometrie mit Inpedanzmethode
MCV Vet ABC — Firma Scil Durchflusszytometrie mit Inpedanzmethode
MCH Berechnung (% *10)

MCHC Berechnung (——— + 1000)

WBC Durchflusszytometrie mit Impedanzmethode

Blutserum (nach Zentrifugation)

BHB Enzymatisch @
Cobas Mira — Firma Roche
NEFA Kolorimetrisch 2

a — Testkit von Randox Laboratories

Die Differenzierung erfolgte mit 1000facher VergréRerung unter Verwendung von
Immersionsol. Die Leukozyten wurden eingeteilt in: Lymphozyten; Monozyten;

segmentkernige, neutrophile Granulozyten; stabkernige, neutrophile Granulozyten;
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eosinophile Granulozyten; basophile Granulozyten und juvenile Granulozyten. Es wurden
von jedem Ausstrich 100 Zellen differenziert und die jeweiligen Anteile ermittelt. Die
Differenzierung wurde nach den fiir das Labor Gblichen Standards und nach Kraft und Duirr
(1997) bzw. Kraft und Durr (2013) durchgefihrt.

3.4 Statistik

Die statistische Auswertung fand unter Zuhilfenahme der Computerprogramme Microsoft
Office Excel (2016) und IBM SPSS Statistics (Version 24) fir Windows statt.

Zur Prifung auf Normalverteilung der Untersuchungsvariablen wurden die deskriptive
Statistik (Histogramme) und der Shapiro-Wilk-Test mit dem festgelegten Signifikanzniveau
von 0,05 verwendet. Die deskriptive Statistik wurde auRerdem zur Uberpriifung der Daten
auf Plausibilitdt genutzt.

Aus den im Labor ermittelten Werten fur die Gesamtleukozyten (WBC, in Gpt/l) und Anteil
der jeweiligen differenzierten Leukozytenfraktionen (in %) wurden absolute Werte (in Gpt/l)

fur die einzelnen Fraktionen berechnet.

3.4.1 Gemischte Modelle

Unter Verwendung des verallgemeinerten, linearen, gemischten Modells wurde untersucht,
ob das Laktationsstadium der Studienkiihe einen Einfluss auf die als normalverteilt
angenommenen Parameter (Tabelle 21) besitzen. Die Mittelwerte wurden geschéatzt und
paarweise verglichen, auflerdem erfolgte eine Bonferroni-Korrektur.

Dies wurde fiir jeden Beprobungszeitpunkt durchgefiihrt. Dabei wurden das individuelle
Studientier und das Beprobungsjahr als zufalliger Effekt angenommen. Der
Beprobungszeitpunkt in der Laktation wurde als fester Effekt gewahlt. Fir die nicht als
normal verteilt angenommenen Variablen wurde selbiges Modell mit zusatzlicher
Gammaregression verwendet. Die Werte fir die Parameter basophile und juvenile

Granulozyten wurden aufgrund mangelnder Variabilitat nicht mit genutzt.

44



Material und Methoden

Tabelle 21: Angenommene Verteilung und verwendetes Modell fiir die einzelnen
Blutwerte der Leukozyten zusammengefasst fiir alle Beprobungszeitpunkte

Parameter Angenommene Verteilung Verwendetes statistisches
Modell
wWBC GauBsche Normalverteilung verallgemeinertes lineares

Anteil Lymphozyten

Anteil Monozyten

Anteil segmentkernige
neutrophile Granulozyten

Anteil stabkernige neutrophile
Granulozyten

Anteil eosinophiler
Granulozyten

Absolute Anzahl Lymphozyten

Absolute Anzahl Monozyten

Absolute Anzahl
segmentkernige neutrophile
Granulozyten

Absolute Anzahl stabkernige
neutrophile Granulozyten

Absolute Anzahl eosinophile
Granulozyten

GauBsche Normalverteilung

Nicht normal verteilt

GauBRsche Normalverteilung*

Nicht normal verteilt

Nicht normal verteilt

GauBsche Normalverteilung

Nicht normal verteilt

GauBsche Normalverteilung*

Nicht normal verteilt

Nicht normal verteilt

gemischtes Modell

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell mit
Gammaregression

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell mit
Gammaregression

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell mit
Gammaregression

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell mit
Gammaregression 2

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell mit
Gammaregression 2

verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell mit
Gammaregression 2

*Normalverteilung wurde auch angenommen, wenn Parameter nicht an allen, aber fir die Mehrzahl
der Beprobungstage nach Shapiro-Wilk normalverteilt waren; a — fir diese Parameter wurde eine neu
erstellte Variable verwendet, wobei zu jedem Wert 1 addiert wurde

Die jeweiligen Parameter wurden fir die verschiedenen Zeitpunkte in Box Plots
gegenubergestellt. Unterschiede zwischen den Zeitpunkten werden durch Buchstaben
gekennzeichnet. Verschiedene Buchstaben weisen auf signifikante Unterschiede auf dem
Niveau < 0,05 hin. Der ,gesamt-p-Wert“ in den Diagrammen spiegelt den generellen Einfluss
der Untersuchungstage auf den jeweiligen Parameter wider. Einen Uberblick (iber die

Signifikanzniveaus gibt Tabelle 22.
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Tabelle 22: Einteilung des Signifikanzniveaus anhand der p-Werte

p- Wert Einteilung des Signifikanzniveaus nach
Petrie und Watson (2006)

p < 0,001 hdchst signifikant
0,001 <p<0,01 hoch signifikant
0,01 <p<0,05 signifikant

P> 0,05 Nicht signifikant

3.4.2 Referenzwerte

Fir die einzelnen absoluten und relativen Leukozyten sowie fir die WBC wurden
Referenzwerte erstellt. In Abhangigkeit der Verteilung erfolgte die Berechnung von
parametrischen und nicht parametrischen Werten. Die Referenzwerte wurden fir jedes
Laktationsstadium einzeln ermittelt. Falls zwischen den Werten der einzelnen
Laktationsstadien kein signifikanter Unterschied bestand, wurden mehrere Stadien zu
Gruppen zusammengefasst. Die Berechnung der parametrischen Grenzwerte erfolgte mit
der Formel: X £ 1,96 * s. Die nicht parametrischen Grenzwerte beruhen auf dem Intervall

zwischen dem 2,5- und 97,5-Perzentil.

3.4.3 Korrelationen

Fir alle ermittelten Werte der weiRen Blutzellen wurden Korrelationen mittels Spearman-
Rang-Korrelationskoeffizienten mit Trockensubstanzaufnahme, Pansenflillung, BHB und
NEFA errechnet. Der Koeffizient r besitzt einen Definitionsbereich von -1 bis 1, wobei
negative Werte negative Korrelationen und positive Werte positive Korrelationen angeben.
Fir r = 0 besteht keine Korrelation. Die Einteilung der Korrelationsstarke (Tabelle 23) erfolgte
nach Bihl (2014).
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Tabelle 23: Einteilung der Korrelation in Abhéngigkeit von r

Korrelationskoeffizient r Einteilung der Korrelation nach Biihl (2014)
Bis 0,2 sehr gering

Bis 0,5 gering

Bis 0,7 mittel

Bis 0,9 hoch

Uber 0,9 sehr hoch

3.4.4 Regressionsanalyse, Mann-Whitney-U- und t-Test

Um Zusammenhange zwischen dem Differentialblutbild und bestimmten Erkrankungen
(Klauen-, Stoffwechselerkrankungen, Fruchtbarkeitsstérungen) darzustellen, wurden
logistische Regressionsanalysen durchgefuhrt. Gleiches erfolgte fur die WBC — Werte und
die genannten Erkrankungen. Logistische Regressionen wurden auf3erdem verwendet, um
Zusammenhange zwischen dem Differentialblutbild 14d a.p. und Nachgeburtsverhalten
sowie Totgeburten zu ermitteln. Zur besseren Interpretation wurden neben den
Regressionskoeffizienten B die Odds Ratio und Signifikanz mit angegeben. Statistische
signifikante Zusammenhange basieren auf einem Niveau p < 0,05. Diese wurden mit
unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet.

Mittels Mann-Whitney-U-Test (zweiseitig) fur nicht normalverteilte oder t-Test fir normal
verteilte Parameter wurde der Einfluss von Nachgeburtsverhaltung sowie Totgeburten auf
das Differentialblutbild und die Gesamtanzahl an WBC flir den postpartalen Zeitraum
ermittelt. Bei Variablen, welche mittels t-Tests berechnet wurden, erfolgte dessen
Auswertung unter Zuhilfenahme von Levene — Tests auf Varianzgleichheit.

Mit den genannten statistischen Tests berechnete signifikante Einflisse beruhen auf dem

Niveau < 0,05. Jene wurden ebenfalls mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet.

3.4.5 Variationskoeffizient

Als Uberpriifung des manuellen Differenzierens der Blutausstriche fand die Bestimmung von
Variationskoeffizienten innerhalb eines Praparates statt. Daftr wurde ein zufallig
ausgewahltes Praparat an zehn verschiedenen Tagen zehnmal differenziert. Ermittelt
wurden Intraday- sowie Interday-Variationskoeffizienten. Zusatzlich wurden 10 zufallig
ausgewahlte Praparate an drei verschiedenen Tagen zehnmal differenziert und erneut

Variationskoeffizienten bestimmt.
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Um die Prazision bzw. die Reproduzierbarkeit der mikroskopischen Differenzierung von
Leukozyten in Rinderblutausstrichen zu untersuchen, wurden zufallig ausgewahlte Praparate
mehrmals differenziert. Dabei wurde zwischen 1 Praparat, welches mehrmals am selben Tag
(Intraday — Variationskoeffizient) sowie zusatzlich an 10 verschiedenen Tagen (Interday —
Variationskoeffizient) differenziert wurde, unterschieden. Darlber hinaus wurden 10
verschiedene Praparate, welche innerhalb von 3 Differenzierungsdurchgangen untersucht
wurden (Intraday — Variationskoeffizient), mit betrachtet. Die Berechnung der Kennzahlen
Mittelwert, Standardabweichung und Variationskoeffizient erfolgte fiir Lymphozyten,
segmentkernige neutrophile und eosinophile Granulozyten. Fir Monozyten, stabkernige
neutrophile Granulozyten und basophile Granulozyten ist die Berechnung eines
Variationskoeffizienten nicht zuldssig. Fur den besseren Vergleich mit in der Literatur
publizierten Werten erfolgte dennoch eine Berechnung und die entsprechenden
Koeffizienten wurden in Klammern gesetzt. Sie sind in Tabellen im Anhang zu finden.

Zur Berechnung wurden Mittelwert und Standardabweichung bestimmt. Die Berechnung des

VKs erfolgte nach der Formel: Variationskoeffizient = Standardabweichung / Mittelwert.
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4 Ergebnisse

4.1 Methodischer Fehler

41.1 Interday — und Intraday — Variationskoeffizienten in einem Praparat

Ein zufallig ausgewahltes Praparat wurde an zehn verschiedenen Tagen zehnmal
differenziert und ein Interday- sowie zehn Intraday-Variationskoeffizienten bestimmt. In
Tabelle 24 bis Tabelle 26 sind die Intraday-VK inklusiver M und SD fir die jeweils einzelnen
Fraktionen (Lymphozyten, segmentkernige und eosinophile Granulozyten) abgebildet,
zusatzlich erfolgte die Gegenuberstellung der Interday-VK inklusiver M und SD.

Basophile und juvenile Granulozyten kamen in dem Praparat nicht vor. Stabkernige
Granulozyten und Monozyten wurden selten gefunden, sodass keine aussagekraftigen
Variationskoeffizient berechnet werden konnte (Division durch 0). Das genutzte Verfahren
eignet sich somit schlecht fir kleine Zahlen bzw. fir Zellen die kaum und teilweise gar nicht
vorkommen. Trotzdem befinden sich der Vollstandigkeit halber im Anhang entsprechende

Tabellen.
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4.1.2 Intra- und Interday Variationskoeffizenten

Tabelle 24: Methodische Fehler bei der Differenzierung der Lymphozyten

Ergebnisse

Intraday
essung 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | SD M VK
Tag

1 52 53 47 60 55 53 59 55 52 56 3,736 54,200 0,069

2 55 48 52 56 53 52 53 50 53 55 2,406 52,700 0,046

3 59 54 51 53 50 49 56 55 53 52 2,974 53,200 0,056

4 54 57 53 55 51 56 49 52 53 56 2,503 53,600 0,047

5 53 52 50 57 58 54 53 53 51 56 2,584 53,700 0,051

6 51 46 54 50 44 49 56 58 57 53 4,662 51,800 0,090

7 48 49 46 48 57 59 50 51 51 49 4,104 50,800 0,081

8 50 56 58 57 52 56 53 51 57 54 2,797 54,400 0,051

9 45 48 53 51 54 55 52 48 50 51 3,057 50,700 0,060

10 56 49 49 48 54 51 54 51 53 52 2,584 51,700 0,050

Interday SD 4,06 3,74 3,53 4,14 3,97 3,24 2,95 2,91 2,36 2,41 M 52,70 0,060

M 52,3 51,2 51,3 53,5 52,8 53,4 53,5 52,4 53,0 53,4 " 52,7 \

VK 0,078 0,073 0,069 0,077 0,075 0,061 0,055 0,056 0,044 0,045 0,063

SD - Standardabweichung, M — Mittelwert, VK — Varationskoeffizient
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Tabelle 25: Methodische Fehler bei der Differenzierung der segmentkernigen Granulozyten

Intraday
essung 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | SD VK
Tag

1 44 44 49 36 41 46 37 41 46 39 4,218 42,300 0,100

2 42 49 45 40 43 44 44 46 44 41 2,573 43,800 0,059

3 40 42 46 44 45 47 40 41 45 45 2,550 43,500 0,059

4 42 41 43 42 46 41 47 43 41 42 2,098 42,800 0,049

5 42 41 47 41 41 42 44 43 44 41 1,955 42,600 0,048

6 45 50 42 47 52 48 40 38 41 44 4,547 44,700 0,102

7 47 47 50 49 41 37 48 45 45 48 3,974 45,700 0,087

8 46 39 38 40 45 40 43 46 39 42 3,048 41,800 0,073

9 51 48 43 44 41 40 44 49 46 45 3,479 45,100 0,077

10 40 48 49 49 41 46 41 45 43 45 3,368 44,700 0,075

Interday SD 3,45 3,96 3,77 4,24 3,57 3,64 3,36 3,16 2,37 2,66 M 43,7 0,073

M 43,9 449 45,2 43,2 43,6 43,1 42,8 43,7 43,4 43,2 " 43,7 \

VK 0,079 0,088 0,083 0,098 0,082 0,084 0,079 0,072 0,055 0,062 0,078

SD - Standardabweichung, M — Mittelwert, VK — Varationskoeffizient
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Tabelle 26: Methodische Fehler bei der Differenzierung der eosinophilen Granulozyten

Intraday
essung 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | SD M VK
Tag

1 4 3 4 4 4 1 4 4 2 5 1,179 3,500 0,337

2 3 3 3 4 4 4 3 4 3 4 0,527 3,500 0,151

3 1 4 3 3 5 4 3 4 2 3 1,135 3,200 0,355

4 4 2 4 3 3 3 4 5 6 2 1,265 3,600 0,351

5 5 7 3 2 1 4 3 4 5 3 1,703 3,700 0,489

6 4 4 4 3 4 3 3 4 2 3 0,699 3,400 0,206

7 4 4 4 3 2 3 2 4 4 3 0,823 3,300 0,249

8 4 5 4 3 3 4 4 3 4 4 0,632 3,800 0,166

9 3 4 4 4 5 5 4 3 4 4 0,667 4,000 0,167

10 4 3 2 3 4 3 4 4 4 3 0,699 3,400 0,206

Interday  SD 1,08 1,37 0,71 0,63 1,27 1,08 0,7 0,57 1,35 0,84 M 3,5 0,268

M 3,6 3,9 3,5 3,2 3,5 3.4 3.4 3.9 3,6 3.4 " 3,5 \

VK 0,299 0,351 0,202 0,198 0,363 0,316 0,206 0,146 0,375 0,248 0,270

SD - Standardabweichung, M — Mittelwert, VK — Varationskoeffizient
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4.1.3 Intraday — Variationskoeffizienten in zehn verschiedenen Praparaten

Zur Untersuchung der Variation zwischen verschiedenen Praparaten wurden zehn
verschiedene Praparate an drei verschiedenen Untersuchungsdurchgangen jeweils zehnmal
differenziert. Es folgte die Berechnung der jeweiligen Intraday-VK sowie deren Mittelwert fiir
jedes der zehn Praparate. Diese sind nachfolgend in Tabelle 27 bis Tabelle 29 dargestellt.
Zusatzlich wurden in den Tabellen die Mittelwerte der jeweils dargestellten Leukozyten flr
jedes Praparat mit angegeben.

Des Weiteren finden sich im Anhang B die einzelnen Variationskoeffizienten der jeweiligen
Leukozyten fur alle 10 Praparate und Differenzierungsdurchgang getrennt (Tabelle 66,
Tabelle 67 und Tabelle 68).

Tabelle 27: Intraday-Fehler (Variationskoeffizienten) an 3 Tagen fiir die Lymphozyten

VK
Préparat Mittelwerte Tag 1 Tag 2 Tag 3 Mittelwerte der
(in%) VK
1 36,1 0,121 0,085 0,068 0,091
2 33,5 0,112 0,144 0,102 0,119
3 16,9 0,259 0,175 0,148 0,194
4 13,2 0,195 0,132 0,138 0,155
5 55,8 0,084 0,056 0,056 0,065
6 19,5 0,129 0,157 0,129 0,138
7 69,9 0,080 0,058 0,056 0,064
8 29,4 0,067 0,095 0,129 0,097
9 44,3 0,093 0,104 0,080 0,092
10 37,0 0,055 0,097 0,085 0,079
Gesamtmittelwert 0,110
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Tabelle 28: Intraday-Fehler (Variationskoeffizienten) an 3 Tagen fiir segmentierte

neutrophile Granulozyten

VK
Préparat Mittelwerte Tag 1 Tag 2 Tag 3 Mittelwerte der
(in%) VK
1 60,1 0,078 0,068 0,042 0,063
2 62,6 0,065 0,056 0,041 0,054
3 81,5 0,056 0,029 0,029 0,038
4 82,0 0,038 0,036 0,029 0,035
5 42,2 0,115 0,066 0,080 0,087
6 65,0 0,129 0,033 0,040 0,067
7 24,5 0,197 0,166 0,174 0,179
8 66,5 0,021 0,049 0,061 0,044
9 53,9 0,074 0,069 0,063 0,069
10 56,5 0,019 0,062 0,070 0,051
Gesamtmittelwert 0,069
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Tabelle 29: Intraday-Fehler (Variationskoeffizienten) an 3 Tagen fiir eosinophile
Granulozyten

VK
Préparat Mittelwerte Tag 1 Tag 2 Tag 3 Mittelwerte der
(in%) VK

1 3,1 0,515 0,351 0,418 0,428
2 3,6 0,471 0,547 0,408 0,476
3 0,7 1,610 1,176 1,000 1,262
4 0,2 - 2,108 1,610 -

5 0,1 - - 2,108 -

6 0,6 1,291 1,414 1,291 1,332
7 4,8 0,235 0,225 0,311 0,257
8 3,6 0,316 0,383 0,346 0,349
9 1,3 0,787 0,791 0,602 0,727
10 6,2 0,199 0,302 0,304 0,268
Gesamtmittelwert 0,637

4.2 Laktationsverlauf

In Abbildung 1 bis Abbildung 11 sind die Leukozyten zu den jeweiligen Laktationsabschnitten
mithilfe von Boxplots dargestellt. Verschiedene Buchstaben (a, b) zeigen signifikante
Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen auf dem Niveau p < 0,05. Diese wurden
mittels des verallgemeinerten linearen gemischten Modells ermittelt. Die Zahlen in den
Boxen kennzeichnen die Anzahl (N) der getesteten Milchkiihe an den jeweiligen
Untersuchungstagen. Eine Beeinflussung des Laktationsabschnittes auf die jeweiligen Werte
der Leukozyten ist ebenfalls getestet worden und wird vom p-Wert in den Diagrammen

widergespiegelt.

421 WBC

In Abbildung 1 ist die Gesamtanzahl der Leukozyten zu den jeweiligen Laktationsabschnitten
dokumentiert. Die absolute Zahl der Leukozyten an den Beprobungszeitpunkten ist
unterschiedlich voneinander. Diese Unterschiede sind hochst signifikant (p < 0,001), folglich
hat das Laktationsstadium bzw. der Beprobungszeitpunkt einen Einfluss auf die WBC.
Zudem weisen die Kiihe 14d a.p. und 28d p.p. numerisch betrachtet niedrige Werte auf,

wohingegen 3d und 8d p.p. ein Anstieg bei den Milchrindern sichtbar wird, welcher sich
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signifikant h6her gegenuber 28d p.p. darstellt. Jedoch scheint 3d p.p. die Streuung der Werte
deutlich grofier zu sein. Im Vergleich mit den von Moritz et al. (2013a) publizierten
Referenzintervall wird deutlich, das Median und drittes Quartil aller Beprobungstage
innerhalb der Referenzlimits liegen. Jedoch befindet sich das erste Quartil des

Beprobungstages 3d p.p. als einziges aulterhalb des Intervalls.
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 1: WBC (in Gpt/l) zu den jeweiligen Beprobungszeitpunkten relativ zur
Kalbung (in d)

4.2.2 Lymphozyten

In Abbildung 2 ist der prozentuale Anteil der Lymphozyten (Lymph) an den jeweiligen
Laktationsstadien aufgelistet. Insgesamt I&sst sich ein Einfluss der Beprobungszeitpunkte
erkennen, die Werte an den unterschiedlichen Tagen unterscheiden sich signifikant. Gleiche
Buchstaben (a) weisen jedoch darauf hin, dass mittels post-hoc-Test keine Unterschiede im
Vergleich der einzelnen Tage untereinander ermittelt werden konnten. Darlber hinaus liegen
alle Medianwerte sowie erstes, mit Ausnahme 8d p.p. und drittes Quartil innerhalb des in
Deutschland tblichen Referenzintervalls von Moritz et al. (2013a). Jedoch ist in einer rein

numerischen Betrachtung ein Anstieg der Lymphozyten zur Kalbung zu erkennen. Gleiches
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gilt fur die absolute Anzahl an Lymphozyten (Abbildung 3). Ein hoch signifikanter
Unterschied zwischen der Anzahl der Lymphozyten an den jeweiligen Laktationsstadien auf
dem Niveau p<0,01 ist erkennbar. Gleiche Buchstaben (a) zeigen erneut an, dass keine
Unterschiede zwischen den jeweiligen Tagen untereinander vorhanden sind. Des Weiteren
liegen alle Medianwerte sowie erstes und drittes Quartil zwischen den Ublichen, in
Deutschland Anwendung findenden Referenzlimits von Moritz et al. (2013a). Einzige

Ausnahme ist das erste Quartil 14d a.p.
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 2: Lymphozytenanteil (in %) zu den jeweiligen Beprobungszeitpunkten
relativ zur Kalbung (in d)
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 3: Lymphozytenanzahl (in Gpt/l) zu den jeweiligen Beprobungszeitpunkten
relativ zur Kalbung (in d)

4.2.3 Monozyten

In Abbildung 4 ist der prozentuale Anteil der Monozyten (Mono) im Laktationsverlauf
dargestellt. Ein hoch signifikanter Unterschied zwischen den Beprobungstagen verdeutlicht
den Einfluss des Laktationsabschnittes auf die Monozytenwerte. Die Monozyten 3d p.p.
unterscheiden sich im post-hoc Test von allen anderen Laktationszeitpunkten (mit Ausnahme
100d p.p.) signifikant und erscheinen groRer, was auf einen Anstieg der Monozyten zur
Kalbung oder unmittelbar p.p. hinweist.

In Abbildung 5 ist die absolute Anzahl an Monozyten im Laktationsverlauf aufgelistet. Es
besteht ein héchst signifikanter Zusammenhang zwischen Laktationsstadium und absoluten
Monozytenwerten. Die verschiedenen Buchstaben (a, b) kennzeichnen signifikante
Unterschiede, welche vor allem 3d und 8d p.p. bestehen. Auch hier verzeichnen die Werte
einen Anstieg gegenuber den anderen Beprobungstagen unmittelbar nach der Kalbung.
Sowohl bei den relativen, als auch absoluten Monozytenwerten liegen die Medianwerte

sowie erstes und drittes Quartil an allen Tagen innerhalb des Ublichen
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Referenzintervalls (Moritz et al., 2013a). Daruber hinaus befinden sich die Werte an allen
Zeitpunkten im unteren Bereich des Intervalls.
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 4: Monozytenanteil (in %) zu den jeweiligen Beprobungszeitpunkten relativ

zur Kalbung (in d)

59




Ergebnisse

207 Gesamt p < 0,001
&)
*
— &)
B 40
O o *
= . o
- _
E a0 :
o T (o] *
= o © * *
(] ] 8 * x
o 20 - 8
: ¢ °
= a : g
_ a, b
10 b 70 b
66 b b
3 fits
6 61
00 T T T T T T
-14 3 8 28 g0 100

Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 5: Monozytenanzahl (in Gpt/l) zu den jeweiligen Beprobungszeitpunkten
relativ zur Kalbung (in d)

4.2.4 Segmentkernige Granulozyten

Der Anteil der segmentkernigen neutrophilen Granulozyten (SeG) an den WBC ist fir die
verschiedenen Tage in Abbildung 6 dargestellt. Es besteht ein signifikanter Unterschied und
damit ein Einfluss des Laktationsstadiums auf die segmentkernigen Neutrophilen.
Aulerdem unterscheiden sich die Werte 3d p.p. signifikant von allen anderen Tagen und
erscheinen niedriger. Diese Beobachtungen sind bei den absoluten Werten kaum zu
erkennen (Abbildung 7).

In einer vergleichenden Betrachtung zu den in Deutschland Ublicherweise herangezogenen
Referenzintervall (Moritz et al., 2013a) fallt auf, dass das dritte Quartil der relativen Werte
von allen Beprobungstagen Gber dem oberen Referenzlimit liegt. Die ersten Quartile und
Medianwerte allerdings befinden sich zu allen Zeitpunkten im Referenzintervall. Bei den
absoluten Werten hingegen liegen die meisten noch knapp im Intervall, nur 3d und 8d p.p.

liegen, wahrscheinlich aufgrund ihrer groReren Streuung, dariber.
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 6: Segmentkerniger Granulozytenanteil (in %) zu den jeweiligen
Beprobungszeitpunkten relativ zur Kalbung (in d)
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 7: Segmentkernige Granulozytenanzahl (in Gpt/l) zu den jeweiligen
Beprobungszeitpunkten relativ zur Kalbung (in d)

4.2.5 Stabkernige Granulozyten

In Abbildung 8 ist der prozentuale Anteil der stabkernigen neutrophilen Granulozyten (StaG)
an den Leukozyten im Laktationsverlauf dargestellt. Der Laktationsabschnitt besitzt einen
hdchst signifikanten Einfluss auf die stabkernigen Neutrophilen und es zeigt sich eine
auffallige Dynamik.

Verschiedenen Buchstaben (a, b, ¢) verdeutlichen signifikante Unterschiede im post-hoc
Test. Die antepartal besonders niedrigen Werte erreichen postpartal, insbesondere 3d und
8d p.p., ihre Hohepunkte, um allmahlich bis 100d p.p. wieder auf einen Tiefpunkt zu sinken.
Die stabkernigen Neutrophilen 100d p.p. unterscheiden sich im post-hoc Test jedoch nicht
von denen, die 14d a.p. ermittelt wurden.

Dieses Verhalten zeigt sich auch in Abbildung 9 anhand der absoluten Werte der
stabkernigen neutrophilen Granulozyten. Der Laktationsabschnitte besitzt ebenfalls einen
hdchst signifikanten Einfluss auf die absoluten Werte und es stellt sich selbige Dynamik dar.
Bei relativen und absoluten Werten befindet sich das 3. Quartil 3d und 8d p.p. tber den

ublichen Referenzintervall (Moritz et al., 2013a).
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 8: Stabkerniger Granulozytenanteil (in %) zu den jeweiligen
Beprobungszeitpunkten relativ zur Kalbung (in d)
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 9: Stabkernige Granulozytenanzahl (in Gpt/l) zu den jeweiligen
Beprobungszeitpunkten relativ zur Kalbung (in d)

4.2.6 Eosinophile Granulozyten

Der Anteil der eosinophilen Granulozyten (EosG) an den WBC im Laktationsverlauf ist in
Abbildung 10 dargestellt, die absoluten Werte sind in Abbildung 11 zu sehen. Bei beiden
zeigt sich ein hochst signifikanter Einfluss des Beprobungstages. Daruber hinaus sind
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Tagen untereinander zu erkennen. Es
zeigt sich eine besondere Dynamik. Die Eosinophilen scheinen 14d a.p. ihre héchsten Werte
zu erreichen, um dann nach der Kalbung abrupt abzufallen, welches sich speziell 3d und 8d
p.p. in einem Tief widerspiegelt. AnschlieRend steigen sie dann allmahlich wieder auf ein
héheres Niveau an, welches sie 28d p.p. erreichen. Mit Ausnahme von 14d a.p. liegt fur alle
Beprobungstagen das erste Quartil der relativen Werte unter den Gblichen Referenzintervall,
bei den absoluten Werten sind das erste Quartil 3d, 8d und 100d p.p. niedriger als das
Referenzintervall. Medianwerte und drittes Quartil befinden sich an allen Zeitpunkten

innerhalb der tblichen Referenzlimits (Moritz et al., 2013a).
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 10: Eosinophiler Granulozytenanteil (in %) zu den jeweiligen
Beprobungszeitpunkten relativ zur Kalbung (in d)
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Beprobungszeitpunkt relativ zur Kalbung

Abbildung 11: Eosinophile Granulozytenanzahl (in Gpt/l) zu den jeweiligen
Beprobungszeitpunkten relativ zur Kalbung (in d)

4.2.7 Basophile Granulozyten

Im Anhang (Seite 141) in Abbildung 12 sind die relativen Werte, in Abbildung 13 die
absoluten Werte der basophilen Granulozyten (BasG) dargestellt. Ein Unterschied zwischen

den Gruppen konnte aufgrund mangelnder Variabilitat nicht getestet werden.

4.2.8 Juvenile Granulozyten

Die relativen und die absoluten Werte der juvenilen Granulozyten sind im Anhang in
Abbildung 14 bzw. Abbildung 15 dargestellt. Ein Unterschied zwischen den Gruppen konnte

aufgrund mangelnder Variabilitat nicht getestet werden.
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4.3 Ableitung von Referenzwerten

In Tabelle 30 bis Tabelle 36 sind bestandsspezifische Referenzwerte fiir einzelne
Laktationsabschnitte dargestellt. AuRerdem wurden Beprobungstage, welche nicht signifikant
unterschiedlich voneinander sind, zu Gruppen zusammengefasst. Fir normalverteilte Werte
(siehe Tabelle 21 im Teil Material und Methoden) wurden sowohl parametrische als auch
nicht parametrische Grenzwerte bestimmt und gegenuiibergestellt. Fir alle anderen Werte
wurden nur nicht parametrische Grenzwerte bestimmt. Es erfolgte eine Auswertung von
insgesamt 766 Blutproben aus den 2 Untersuchungszeitraumen von insgesamt 192 Rindern,

beprobt zu verschiedenen Zeitpunkten.

4.3.1 WBC zu den jeweiligen Beprobungstagen

Tabelle 30: Referenzintervalle der WBC fir die jeweiligen Untersuchungstagen

Beprobungstage Anzahl (N) Perzentile parametrisch
2,5% 97,5% M-1,96*SD M+1,96*SD

14d a.p. 164 3,6 10,3 2,9 14,2
3d p.p. 82 2,3 15,2 2,9 16,9
8d p.p. 187 3,3 14,8 2,9 16,4
28d p.p. 184 3,4 9,6 2,8 13,2
60d p.p. 177 3,9 10,5 2,9 14,2
100d p.p. 77 4,5 10,1 2,9 14,8

alle Werte normal verteilt, M — Mittelwert SD — Standardabweichung
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Tabelle 31: Absolute und relative Referenz-Intervalle 14d a.p.

Anzahl (N) Relative Werte (in %) Absolute Werte (in Gpt/l)
Absolut/ parametrisch nicht nicht parametrisch
relativ parametrisch
Lymph 139/135 27-71 26 -77 1,6 - 52
Mono 139/138 - 0-4 0-0,2
SeG 139/136 21 -66 18 - 67 1-542
StaG 139 /136 - 0-6 0-0,3
EosG 139/135 - 0-17 0-1,2
BasG 139/138 - 0-2 0-0,1
Juvenile 139/139 ) 0-0 0-0
Granulozyten

4.3.3 3 Tage p.p.

Tabelle 32: Absolute und relative Referenz-Intervalle 3d p.p.

Anzahl Relative Werte (in %) Absolute Werte (in Gpt/l)
(N)
Absolut/  parametrisch nicht parametrisch nicht
relativ parametrisch parametrisch
Lymph 81/56
27 -83 25-80 1,7 5,7 17-6.3
Mono 81/70 - 0-4 - 0,0-04
SeG 81/61 - 9-69 i 0,3-11,9
StaG 81/61 - 0-26 - 0,0-1,0
EosG 81/61 - 0-11 - 0,0-0,6
BasG 81/80 - 0-2 - 0,0 - 0,1
Juvenile 81/80 ) 0—1 ) 0,0 - 0,0
Granulozyten
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Tabelle 33: Absolute und relative Referenz-Intervalle 8d p.p.

Anzahl Relative Werte (in %) Absolute Werte (in Gpt/l)
(N)

Absolut/ parametrisch nicht parametrisch  nicht parametrisch

relativ parametrisch
Lymph 167 / 165 24-79 26-78 1,4-4.8 15-4.9
Mono 167 / 166 - 0-4 - 0,0 -0,2
SeG 167 / 166 - 12-69 i 0,8 - 52
StaG 167 / 166 - 0-14 - 0,0-0,5
EosG 167 /165 - 0-9 - 0,0-0,9
BasG 167 / 166 - 0-2 - 0,0 - 0,1
Juvenile 167 / 166 ) 0-3 3 0,0 - 0,0
Granulozyten

4.3.5 28 Tage p.p.

Tabelle 34: Absolute und relative Referenz-Intervalle 28d p.p.

Anzahl Relative Werte (in %) Absolute Werte (in Gpt/l)
(N)

Absolut/  parametrisch nicht parametrisch nicht parametrisch

relativ parametrisch
Lymph 176 /174 31-74 29-75 14-438 15-4.9
Mono 176 /175 - 0-3 - 0-0,2
SeG 176/ 176 20 -63 19-64 i 0,8-52
StaG 176/ 176 - 0-8 - 0-0,5
EosG 176 /174 - 0-12 - 0-0,9
BasG 176/ 176 - 0-2 - 0-0,1
Juvenile 176 /176 ) 0-0 ) 0-0,0
Granulozyten
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4.3.6 60 Tage p.p.

Tabelle 35: Absolute und relative Referenz-Intervalle 60d p.p.

Anzahl Relative Werte (in %) Absolute Werte (in Gpt/l)

(N)

Absolut/  parametrisch nicht parametrisch nicht parametrisch

relativ parametrisch
Lymph 171 /167 30-72 26-72 i 15-51
Mono 171/169 - 0-3 - 0,0 -0,2
SeG 171/168 21-65 23-69 i 12-54
StaG 171/168 - 0-11 - 0-0,8
EosG 171 /167 - 0-16 - 0-11
BasG 171 /170 - 0-2 - 0-0,1
Juvenile 1717171 ) 0-0 3 0-0,0

Granulozyten

4.3.7 100 Tage p.p.

Tabelle 36: Absolute und relative Referenz-Intervalle 100d p.p.

Anzahl Relative Werte (in %) Absolute Werte (in Gpt/l)
(N)

Absolut/  parametrisch nicht parametrisch nicht parametrisch

relativ parametrisch
Lymph 63 /45 36 - 68 33-70 23-52 24-56
Mono 63 /61 - 0-4 - 0,0-0,2
SeG 63 /52 27 - 59 24 - 60 i 14-54
StaG 63 /52 - 0-8 - 0,0-0,5
EosG 63/ 51 - 0-15 - 0,0-0,9
BasG 63 /61 - 0-1 - 0,0 - 0,1
Juvenile 63 /63 ) 0-0 ) 0,0-0,0

Granulozyten

4.3.8 Referenzwerte fiir den gesamten Zeitraum

Fir alle Beprobungstage wurde ein bestandsspezifisches Referenzintervall der Leukozyten

inklusive Differentialblutbild erstellt. Dabei wurden signifikant unterschiedliche Tage nicht mit
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einbezogen. Die Referenzintervalle sind Tabelle 37 zu entnehmen. Fur nicht normal verteilte

Parameter wurden Referenzwerte nur mittels des 95% Konfidenzintervalls erhoben.

Tabelle 37: Referenzintervalle des WeiRen Blutbildes fiir alle Zeitraume zusammen-
gefasst, signifikant verschiedene Beprobungstage wurden ausgeschlossen

Referenzintervall Perzentile: Parametrisch: Verteilung
2,5% 97,5% M-1,96*SD M+1,96*SD

WBC' (Gpt/l) 3,7 11,2 2,8 10,6 normal

Lymph (%) 27 76 28,4 74,9 normal

Seg? (%) 18 68 18,7 65,5 normal

Eos?® (%) 0 13 - - n. normal

Mono* (%) 0 - - n. normal

Stab’® (%) 0 - - n. normal

Baso (%) 0 mangelnde Variabilitat

Lymph (Gpt/l) 1,5 5,1 1,4 50 normal

Seg (Gpt/l) 0,8 5,6 0,2 53 normal

Eos? (Gpt/l) 0,0 1 - - n. normal

Mono? (Gpt/l) 0,0 0,2 - - n. normal

Stab’® (Gpt/l) 0,0 0,5 - - n. normal

Baso (Gpt/l) 0,0 0,9 - - mangelnde Variabilitat

M — Mittelwert, SD — Standardabweichung, pp — post partum
Tauler 28d p.p.; 2 auBer 3d p.p.; 2 nur 28, 60, 100d p.p.; * auRer 3d p.p.

4.4 Zusammenhang zwischen Pansenfiillung / Trockensubstanzaufnahme und
Differentialblutbild

Zwischen Pansenfiillung bzw. Trockensubstanzaufnahme (TS-Aufnahme) und
Differentialblutbild der Kiihe vor und nach dem Partus lassen sich Zusammenhange
vermuten. Um mdgliche Zusammenhange zu identifizieren, wurden im Folgenden fir die
verschiedenen Parameter Spearman-Rang-Korrelationskoeffizienten berechnet. Signifikante

Korrelationen sind fett hervorgehoben.

441 Zusammenhang WBC und Pansenfiillung / TS-Aufnahme

In Tabelle 38 sind der Korrelationskoeffizient R mit dem jeweiligen p-Wert und der Anzahl
der einbezogenen Tiere fur die Beziehungen zwischen Trockensubstanzaufnahme bzw.

Pansenfullung und der Leukozytengesamtzahl dargestellt. Diese sind nach den jeweiligen
Laktationsabschnitten unterteilt. Dabei zeigen Kiuhe 7 bzw. 8 Tage nach der Kalbung eine

geringe Korrelation der WBC mit der TS-Aufnahme sehen.
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Tabelle 38: Korrelation zwischen Pansenfiillung bzw. Trockensubstanzaufnahme und WBC an ausgewahlten Beprobungstagen
wBC Trockensubstanzaufnahme Pansenfiillung
7d p.p. 28d p.p. 63d p.p. 105d p.p. 7d a.p. 3d p.p. 11-14d p.p. 28d p.p. 60d p.p. 100d p.p.
16d-13d a.p. r A73 ,084 -,066 -,077 -,022 ,016 ,027 -,028 -,124 -,047
p ,044 ;315 430 423 777 ,900 734 733 ;352 644
N 137 146 147 110 162 62 156 151 58 100
3d p.p. r ,007 ,056 ,032 ,264 232 ,164 ,102 -,046 -,120 -,011
p ,962 ,631 ,785 ,120 ,036 ,142 ,370 ,690 ,305 ,927
N 50 75 76 36 82 81 79 76 75 73
8d p.p. r ,283" 145 -,035 ,110 ,046 ,350" ,154° -,005 -,155 -,100
p ,000 ,059 645 231 ,532 ,001 ,038 ,943 ,181 ,281
154 171 171 121 187 82 182 176 76 119
28dp.p. r 215" ,029 -,091 ,148 ,026 ,150 ,188" ,054 -,037 -,226"
p ,008 ,709 233 ,107 ,730 ,185 ,011 476 751 ,014
153 173 173 120 184 80 184 178 76 119
60d p.p. r ,086 -,033 -,124 ,160 -,003 ,195 ,084 ,021 ,197 -,161
p ,293 667 ,104 ,088 ,971 ,090 263 781 ,088 ,081
150 171 172 115 177 77 177 177 76 119
100dp.p. r -,017 -,039 -,083 ,092 ,228" ,181 ,465™ ,382" ,046 -,219
p ,904 740 472 ,599 ,046 116 ,000 ,001 ,696 ,061
51 76 77 35 77 77 77 77 76 74
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4.4.2 Zusammenhang relative Werte Leukozyten und Pansenfiillung

Wie in (Tabelle 39) dargestellt, lasst sich eine geringe Korrelation zwischen den
segmentkernigen neutrophilen Granulozyten und der Pansenflillung der Kiihe am 3. Tag p.p.
erkennen. Die Lymphozyten hingegen zeigen eine geringe negative Korrelation zur
Pansenflillung 3 Tage p.p. Fur beide gilt, dass sie einen hdchst signifikanten p-Wert

aufweisen.

4.5 Zusammenhang zwischen weiteren Untersuchungsparametern und
Differentialblutbild

Zwischen einigen Leukozyten — Fraktionen und den Untersuchungsparametern BHB und
NEFA wurden fUr ausgewahlte Beprobungstage Spearman-Rang-Korrelationskoeffizienten

berechnet, um mdgliche Zusammenhange identifizieren zu kénnen.

451 BHB

Mdgliche Beziehungen zwischen den gemessenen WBC — Werten im peripheren Blut und
der Ketonkoérper — Konzentration (BHB) wurden untersucht. Die gefunden Korrelationen (fett
gedruckt in Tabelle 40) bringen jedoch keine verwertbare Vorhersagekraft flir einen der
Parameter. In Tabelle 41 sind die Spearman-Rang-Korrelationskoeffizienten fur die BHB-
Konzentration und den segmentkernigen neutrophilen Granulozyten berechnet worden. Es
gibt ca. 2 Wochen a.p. eine sehr geringe negative Korrelation mit signifikanten p — Wert
zwischen BHB und SeG. Auch fir alle weiteren Leukozyten — Fraktionen wurden
Korrelationskoeffizienten berechnet, jedoch keine bemerkenswerten Zusammenhange mit
der BHB - Konzentration gefunden, weshalb auf die Darstellung dieser Daten hier verzichtet

wurde.
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Tabelle 39: Korrelation zwischen Pansenfullung und Differentialblutbild vor und nach

der Geburt
relative Leukozyten Pansenfiillung
Tag 7 a.p. Tag 3 p.p.
Lymph14d a.p. r 0,149 0,137
P 0,158 0,108
N 92 138
Mono 14d a.p. r 0,141 0,044
P 0,180 0,611
N 92 138
SeG 14d a.p. r -0,152 -0,127
P 0,147 0,138
N 92 138
StaG 14d a.p. r -0,132 0,115
P 0,210 0,179
N 92 138
EosG 14d a.p. r 0,076 -0,059
P 0,473 0,489
N 92 138
BasG 14d a.p. r -0,149 0,032
P 0,158 0,708
N 92 138
Lymph 3d p.p. r -0,018 -0,465"
P 0,904 0,000
N 45 81
Mono 3d p.p. r 0,099 -0,042
P 0,518 0,708
N 45 81
SeG 3d p.p. r 0,076 0,443"
P 0,621 0,000
N 45 81
StaG 3d p.p. r -0,207 -0,080
P 0,173 0,478
N 45 81
EosG 3d p.p. r -0,218 -0,189
P 0,150 0,092
N 45 81
BasG 3d p.p. r -0,042 0,090
0,785 0,423
N 45 81

74



Ergebnisse

Tabelle 40: Korrelation zwischen den WBC — Werten und der BHB — Konzentration
an ausgewabhliten Beprobungstagen

BHB WBC 14d a.p. WBC 3d p.p. WBC 8d p.p. WBC 28d p.p.

Konzentration (Gpt/l) (Gpt/l) (Gpt/l) (Gpt/l)

16 — 13d a.p. r -,085 ,071 ,074 -,039
P ,282 ,587 ,571 ,627
N 163 61 61 161

2d p.p. r -,116 -,118 -,047 -2117
p ,143 ,292 ,676 ,004
N 162 81 81 183

3d p.p. r -,083 -,116 -,116 =177
P ,523 ,302 ,300 17
N 62 81 82 80

11-14d p.p. r -,222" ,002 ,016 -,067
P ,005 ,985 ,888 ,369
N 156 79 80 184

Tabelle 41: Korrelation zwischen den absoluten Werten der SeG und der BHB -
Konzentration an ausgewahlten Beprobungstagen

BHB (in mmol/l) SeG 14d a.p. SeG3d p.p. SeG 8d p.p. SeG 28d p.p.
(Gpt/l) (Gpt/l) (Gpt/l) (Gpt/l)
16 — 13d a.p. r -,189° ,169 -,042 -,030
p ,029 ,324 ,619 713
N 134 36 145 154
2d p.p. r -,035 -,260 -,105 -,097
p ,689 ,053 ,181 ,204
N 134 56 165 174
3d p.p. r -,049 =172 -,092 -,216"
p 979 ,208 ,241 ,004
N 133 55 165 173
11-14d p.p. r -,097 -,195 ,086 ,064
p ,494 ,150 475 ,588
N 52 56 72 74
28d p.p. r -,216" -,051 ,028 ,047
p ,014 712 725 ,540
N 129 54 160 174
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4.5.2 NEFA

Mégliche Beziehungen zwischen den gemessenen WBC — Werten im peripheren Blut und
der NEFA — Konzentration wurden untersucht. Die gefunden Korrelationen (fett gedruckt in
Tabelle 42) lassen sich jedoch nicht eindeutig interpretieren. Auch fir alle weiteren
Leukozyten-Fraktionen wurden Korrelationskoeffizienten berechnet, jedoch keine
bemerkenswerten Zusammenhange mit der NEFA - Konzentration gefunden, weshalb auf

die Darstellung dieser Daten hier verzichtet wurde.

Tabelle 42: Korrelation zwischen den WBC — Werten und der NEFA — Konzentration
an ausgewahliten Beprobungstagen

NEFA (in mmol/) WBC 14da.p. WBC3dp.p. WBC 8dp.p. WBC 28d p.p.
(Gpt/l) (Gpt/l) (Gpt/l) (Gpt/l)
16 — 13d a.p. r -079 - 170 1036 -,070
p 319 191 784 379
N 163 61 61 161
2d p.p. r -,011 -,159 -,261° -150°
p 887 157 ,019 ,043
N 162 81 81 183
3d p.p. r ,082 -142 -134 -,309"
p 529 207 230 ,005
N 62 81 82 80
11-14d p.p. r 013 111 -,041 171"
p 870 328 718 ,020
N 156 79 80 184

4.6 Zusammenhang zwischen ausgewahlten Erkrankungen und Differentialblutbild

Im Rahmen der Untersuchungen wurden Milchrinder, welche im Studienverlauf Krankheiten
entwickelten, in Hinblick auf Veranderungen im Blutbild beleuchtet. Dahingehend wurden
einige wichtige und haufig vorkommende Krankheiten ausgewahlt und diese zum Teil zu
Gruppen zusammengefasst. Betrachtet werden Klauenerkrankungen,
Stoffwechselerkrankungen, Fruchtbarkeitsstorungen, Metritiden, Nachgeburtsverhaltung und
Totgeburten.

Zur ldentifizierung und Analysierung von Zusammenhangen zwischen den genannten
Krankheiten und dem Differentialblutbild wurden logistische Regressionen verwendet. Der
Regressionskoeffizient ,B“ und die Odds Ratio ,Exp (B)“ sind in den nachfolgenden Tabellen
angegeben. Signifikante Zusammenhange basieren auf dem Niveau p < 0,05 und sind fett
gedruckt, Tendenzen wurden mit dem Symbol ,*“ markiert. Es wurden lediglich

Laktationsabschnitte, welche statistische Zusammenhange aufweisen, dargestellt.
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4.6.1 Klauenerkrankung

In dieser Gruppe wurden folgende Diagnosen zusammengefasst: Rusterholz’sches
Sohlengeschwir, Sohlengeschwire anderer Lokalisation, Druckstellen, dinne Sohle, lose
Wand, eitrige hohle Wand, Klauenrehe, Dermatitis Digitalis, Mortellaro, Ballenhornfaule,
Limax, Panaritium und sonstige Klauenerkrankungen (wie z.B. Wunden). Alle Milchkuhe,
welche im Untersuchungszeitraum Klauenbefunde aufwiesen (119 Rinder), wurden
einbezogen.

In nachfolgenden Tabellen (Tabelle 43 - Tabelle 46) werden Einflisse von
Klauenerkrankungen auf Leukozyten fiir einzelne Laktationsabschnitte dargestellt. Diese
zeigen keine signifikanten Zusammenhange, sondern weisen lediglich Tendenzen auf. Diese
scheinen keine belastbaren Zusammenhange zwischen Klauenerkrankungen und

Leukozyten auf Herdenebene zu bringen.

Tabelle 43: Zusammenhang zwischen WBC und Klauenerkrankungen fiir die jeweiligen
Beprobungszeitpunkte

WBC (in Gpt/l) B Standardfehler Sig. Exp(B)

14d a.p. 0,010 0,094 0,916 1,010
Konstante 0,602 0,619 0,331 1,825
3d p.p. -0,064 0,099 0,518 0,938
Konstante 1,992 0,794 0,012 7,332
8d p.p. 0,009 0,073 0,903 1,009
Konstante 0,567 0,512 0,268 1,763
28d p.p. 0,022 0,111 0,840 1,023
Konstante 0,594 0,681 0,383 1,811
60d p.p. 0,220 0,115 0,056* 1,246
Konstante -0,664 0,734 0,366 0,515
100d p.p. 0,022 0,258 0,931 1,023
Konstante 1,726 1,813 0,341 5,617
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Tabelle 44: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild und Klauenerkrankung fiir
den Beprobungszeitpunkt 14d a.p.

Relativer Leukozytenanteil B Standardfehler Sig. Exp(B)
14d a.p. (in %)

Lymphozyten 0,007 0,016 0,657 1,007
Konstante 0,138 0,820 0,866 1,149
Monozyten -0,047 0,186 0,800 0,954
Konstante 0,521 0,208 0,012 1,684
SeG 0,009 0,016 0,578 1,009
Konstante 0,113 0,707 0,873 1,119
StabG -0,190 0,114 0,096* 0,827
Konstante 0,708 0,223 0,002 2,030
Eosinophile Granulozyten -0,093 0,048 0,050* 0,911
Konstante 1,037 0,333 0,002 2,821
Basophile Granulozyten -0,055 0,374 0,882 0,946
Konstante 0,507 0,197 0,010 1,659

Tabelle 45: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild und Klauenerkrankung fiir
den Beprobungszeitpunkt 3d p.p.

Relativer Leukozytenanteil 3d B Standardfehler Sig. Exp(B)
p.p- (in %)

Lymphozyten 0,021 0,018 0,231 1,022
Konstante -0,200 0,988 0,840 0,819
Monozyten 0,121 0,196 0,537 1,129
Konstante 0,840 0,318 0,008 2,317
SeG -0,007 0,016 0,656 0,993
Konstante 1,215 0,627 0,053 3,369
StaG -0,061 0,038 0,109 0,941
Konstante 1,310 0,348 0,000 3,708
Eosinophile Granulozyten 0,060 0,100 0,548 1,062
Konstante 0,824 0,338 0,015 2,279
Basophile Granulozyten -1,346 0,756 0,075* 0,260
Konstante 1,105 0,273 0,000 3,020
Juvenile Granulozyten -0,504 0,571 0,378 0,604
Konstante 1,016 0,262 0,000 2,762
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Tabelle 46: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild und Klauenerkrankung fiir
den Beprobungszeitpunkt 60d p.p.

Absolute Leukozytenanzahl B Standardfehler Sig. Exp(B)
60d p.p. (in Gpt/l)

Lymphozyten 0,093 0,172 0,590 1,097
Konstante 0,368 0,574 0,522 1,444
Monozyten 3,855 3,663 0,293 47,222
Konstante 0,591 0,186 0,002 1,805
SeG 0,328 0,188 0,080* 1,388
Konstante -0,211 0,519 0,685 0,810
StaG 1,340 1,053 0,203 3,819
Konstante 0,510 0,204 0,012 1,665
Eosinophile Granulozyten 0,033 0,628 0,958 1,034
Konstante 0,657 0,229 0,004 1,928
Basophile Granulozyten -0,153 4,912 0,975 0,858
Konstante 0,695 0,183 0,000 2,005

4.6.2 Stoffwechselerkrankung

Unter dieser Kategorie finden sich Studientiere wieder, welche in einen der beiden
Untersuchungszeitradumen mindestens eine der folgenden Diagnosen erhielten:
Gebarparese, Ketose oder DLA. Tabelle 47 gibt eine Ubersicht tiber die Zusammenhange
von WBC und Stoffwechselerkrankungen. Es wurden keine signifikanten Assoziationen
gefunden. In Tabelle 48 bis Tabelle 50 sind fir den unmittelbaren postpartalen Zeitraum die
Zusammenhange zwischen Differentialblutbild und entsprechenden Erkrankungen
dargestellt. Lediglich 28d p.p. konnte eine signifikante Assoziation gefunden werden:
Milchrinder mit hohen eosinophilen Granulozyten scheinen ein niedrigeres Risiko zu

besitzen, an Stoffwechselerkrankungen zu leiden.
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Tabelle 47: Zusammenhang zwischen WBC und Stoffwechselerkrankungen fiir die

jeweiligen Beprobungszeitpunkte

WBC (in Gpt/l) B Standardfehler Sig. Exp(B)

14d a.p. 0,014 0,101 0,892 1,014
Konstante -1,152 0,667 0,084 0,316
3d p.p. 0,136 0,104 0,189 1,146
Konstante -2,860 0,887 0,001 0,057
8d p.p. -0,120 0,090 0,180 0,887
Konstante -0,421 0,600 0,484 0,657
28d p.p. -0,215 0,133 0,105 0,807
Konstante 0,013 0,785 0,987 1,013
60d p.p. -0,073 0,124 0,559 0,930
Konstante -0,840 0,803 0,296 0,432
100d p.p. -0,469 0,322 0,145 0,625
Konstante 1,086 2,071 0,600 2,963

Tabelle 48: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild und
Stoffwechselerkrankungen fiir den Beprobungszeitpunkt 3d p.p.

Relativer Leukozytenanteil 3d B Standardfehler Sig. Exp(B)
p.p. (in %)

Lymphozyten -0,046 0,024 0,061 0,955
Konstante 0,486 1,234 0,694 1,625
Monozyten -0,106 0,263 0,688 0,900
Konstante -1,782 0,418 0,000 0,168
SeG 0,023 0,021 0,272 1,023
Konstante -2,765 0,913 0,002 0,063
StaG 0,084 0,044 0,057 1,087
Konstante -2,441 0,493 0,000 0,087
Eosinophile Granulozyten -0,092 0,151 0,545 0,912
Konstante -1,688 0,451 0,000 0,185
Basophile Granulozyten -18,340 13698,129 0,999 0,000
Konstante -1,808 0,341 0,000 0,164
Juvenile Granulozyten -16,283 8685,999 0,999 0,000
Konstante -1,856 0,340 0,000 0,156

80



Ergebnisse

Tabelle 49: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild und
Stoffwechselerkrankungen fiir den Beprobungszeitpunkt 28d p.p.

Relativer Leukozytenanteil 28d B Standardfehler Sig. Exp(B)
p.p- (in %)

Lymphozyten 0,025 0,018 0,163 1,025
Konstante -2,609 0,983 0,008 0,074
Monozyten -0,250 0,240 0,298 0,779
Konstante -1,159 0,217 0,000 0,314
Segmentkernige Granulozyten -0,017 0,018 0,341 0,983
Konstante -0,601 0,732 0,412 0,548
Stabkernige Granulozyten 0,108 0,081 0,183 1,114
Konstante -1,514 0,263 0,000 0,220
Eosinophile Granulozyten -0,212 0,086 0,014 0,809
Konstante -0,700 0,278 0,012 0,497
Basophile Granulozyten 0,383 0,315 0,223 1,467
Konstante -1,386 0,210 0,000 0,250

4.6.3 Fruchtbarkeitsstorung

Unter Fruchtbarkeitsstérungen sind Kuihe zusammengefasst, welche Nachgeburtsverhaltung
(NGV), Ovarialzysten, Metritiden oder Endometritiden als Befunde aufwiesen. Es wurde auf
Zusammenhange mit dem Differentialblutbild fir einzelne Laktationsabschnitte untersucht.
Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 50 bis Tabelle 54. Die Berechnungen fiihren zu einigen
signifikanten Ergebnissen bei den relativen Leukozytenwerten: Hohe Werte an WBC und
segmentkernige Neutrophilen 8d p.p. sind scheinbar mit einem niedrigeren Risiko von
Milchklhen, Fruchtbarkeitsstérungen zu entwickeln, verbunden. Im Gegensatz dazu
scheinen hohe Werte an Lymphozyten und stabkernige Neutrophilen die Wahrscheinlichkeit
fur Fruchtbarkeitsstérungen zu steigern. Ahnliche Beobachtungen ergeben 3d und 8d p.p.
die absoluten Werte. Die einzige Ausnahme sind die signifikanten Ergebnisse der
Lymphozyten 8d p.p. Im Gegensatz zu den relativen Werten besteht ein erniedrigtes Risiko
bei Kiihen mit gro3en Lymphozyten-Vorkommen an Fruchtbarkeitsstérungen zu erkranken.
Bei akuten Erkrankungen wie Metritiden oder Endometritiden kann es zum Verbrauch der
segmentkernigen Neutrophilen mit Linksverschiebung kommen, was sich in diesen

Ergebnissen widerspiegeln kdnnte.
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Tabelle 50: Zusammenhang zwischen WBC und Fruchtbarkeitsstorungen fur die
jeweiligen Beprobungszeitpunkte

WBC (in Gpt/l) B Standardfehler Sig. Exp(B)

14d a.p. -0,103 0,099 0,297 0,902
Konstante 0,037 0,636 0,953 1,038
3d p.p. -0,172 0,130 0,186 0,842
Konstante -0,292 0,875 0,739 0,747
8d p.p. -0,396 0,097 0,000 0,673
Konstante 1,908 0,622 0,002 6,740
28d p.p. -0,155 0,112 0,167 0,856
Konstante 0,300 0,682 0,660 1,350
60d p.p. -0,081 0,107 0,450 0,922
Konstante -0,152 0,697 0,828 0,859
100d p.p. 0,084 0,218 0,699 1,088
Konstante -2,031 1,561 0,193 0,131

Tabelle 51: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild und Fruchtbarkeitsstérungen
fur den Beprobungszeitpunkt 3d p.p.

Relativer Leukozytenanteil B Standardfehler Sig. Exp(B)
3d p.p. (in %)

Lymphozyten 0,014 0,019 0,466 1,014
Konstante -1,954 1,124 0,082 0,142
Monozyten -0,128 0,209 0,541 0,880
Konstante -1,042 0,334 0,002 0,353
SeG -0,030 0,018 0,094~ 0,971
Konstante -0,171 0,625 0,784 0,842
StaG 0,115 0,042 0,006 1,122
Konstante -1,886 0,402 0,000 0,152
Eosinophile Granulozyten -0,034 0,099 0,733 0,967
Konstante -1,091 0,351 0,002 0,336
Basophile Granulozyten 0,171 0,687 0,803 1,187
Konstante -1,187 0,279 0,000 0,305
Juvenile Granulozyten -17,017 8742,071 0,998 0,000
Konstante -1,135 0,271 0,000 0,321
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Tabelle 52: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild (absolute Werte) und
Fruchtbarkeitsstérungen fiir den Beprobungszeitpunkt 3d p.p.

Absolute Leukozytenanzahl 3d B Standardfehler Sig. Exp(B)
p.-p- (in Gpt/l)

Lymphozyten -0,519 0,413 0,208 0,595
Konstante 0,277 1,430 0,847 1,319
Monozyten -2,701 3,340 0,419 0,067
Konstante -0,971 0,331 0,003 0,379
SeG -0,656 0,371 0,077 0,519
Konstante -0,313 0,670 0,640 0,731
StaG 2,806 1,133 0,013 16,539
Konstante -2,503 0,599 0,000 0,082
Eosinophile Granulozyten -3,956 3,024 0,191 0,019
Konstante -0,925 0,401 0,021 0,396
Basophile Granulozyten -368,002 243013,570 0,999 0,000
Konstante -1,156 0,278 0,000 0,315
juvenile Granulozyten -436,259 873760,219 1,000 0,000
Konstante -1,135 0,271 0,000 0,321

Tabelle 53: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild und Fruchtbarkeitsstérungen
fiir den Beprobungszeitpunkt 8d p.p.

Relativer Leukozytenanteil B Standardfehler Sig. Exp(B)
8d p.p. (in %)

Lymphozyten 0,034 0,013 0,009 1,034
Konstante -2,499 0,716 0,000 0,082
Monozyten 0,002 0,159 0,989 1,002
Konstante -0,714 0,197 0,000 0,490
SeG -0,044 0,012 0,000 0,957
Konstante 1,020 0,508 0,045 2,773
StaG 0,145 0,048 0,002 1,156
Konstante -1,316 0,268 0,000 0,268
Eosinophile Granulozyten -0,023 0,074 0,756 0,977
Konstante -0,666 0,224 0,003 0,514
Basophile Granulozyten 0,209 0,337 0,535 1,232
Konstante -0,751 0,181 0,000 0,472
Juvenile Granulozyten 0,500 0,376 0,184 1,648
Konstante -0,773 0,174 0,000 0,462
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Tabelle 54: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild (absolute Werte) und
Fruchtbarkeitsstérungen fiir den Beprobungszeitpunkt 8d p.p.

Absolute Leukozytenanzahl 8d B Standardfehler Sig. Exp(B)
p.-p- (in Gpt/l)

Lymphozyten -0,349 0,175 0,047 0,705
Konstante 0,431 0,584 0,460 1,539
Monozyten -2,654 2,601 0,308 0,070
Konstante -0,594 0,197 0,003 0,552
SeG -0,641 0,150 0,000 0,527
Konstante 0,960 0,398 0,016 2,610
StaG 0,964 0,577 0,095* 2,622
Konstante -0,965 0,233 0,000 0,381
Eosinophile Granulozyten -1,723 1,250 0,168 0,178
Konstante -0,484 0,225 0,031 0,616
Basophile Granulozyten 0,340 5,045 0,946 1,404
Konstante -0,707 0,180 0,000 0,493
juvenile Granulozyten 7,167 5,736 0,212 1295,722
Konstante -0,760 0,174 0,000 0,467

4.6.4 Retentio secundinarum

Es wurde untersucht, ob es einen Einfluss vom Differentialblutbild a.p. auf NGV p.p. gibt
(Tabelle 55). Fur WBC sowie relative und absolute Werte der Lymphozyten und
segmentkernige neutrophile Granulozyten wurden Berechnungen angestellt. Jedoch lieferte
dies keine signifikanten Ergebnisse. Die anderen Leukozyten wurden aufgrund mangelnder
Werte nicht berticksichtigt. Insgesamt konnten 15 Studienrinder einbezogen werden, welche
p.p. NGV in den Untersuchungszeitraumen entwickelten.

Aulerdem wurde untersucht, ob die Krankheit NGV Einflisse auf die Leukozyten besitzt.
Dazu wurden t-Tests flr normalverteilte und Mann-Whitney-U-Tests flir nicht als normal
verteilt angenommene Parameter verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 56 und Tabelle
57 sowie im Anhang dargestellt. Nur Parameter mit relevanten Zusammenhangen zur NGV
wurden aufgeflihrt. Dabei wurden flr 8d p.p. hoch signifikante (WBC) bzw. héchst
signifikante (segmentkernige Neutrophile und Lymphozyten) Ergebnisse erzielt. Milchkihe
mit NGV hatten héhere relative Mittelwerte der Lymphozyten und niedrigere relative
Mittelwerte der segmentkernigen neutrophilen Granulozyten. Zudem wurde ein Einfluss von
NGV bei Kiihen auf deren WBC und absoluten segmentkernigen Neutrophilen Werten 8d
p.p. gefunden.

84



Ergebnisse

Tabelle 55: Differentialblutbild fiir ausgewahite Parameter a.p. unter Betrachtung von

NGV p.p.

Blutbild 14d a.p. B Standardfehler Sig. Exp(B)

Gesamtleukozytenzahl 0,009 0,149 0,952 1,009
Konstante -1,956 0,957 0,041 0,141
Relative Lymphozytenanteil 0,010 0,029 0,741 1,010
Konstante -2,501 1,484 0,092 0,082
Relative SeG -0,001 0,030 0,965 0,999
Konstante -1,971 1,337 0,140 0,139
Lymphozytenanzahl 0,165 0,307 0,590 1,180
Konstante -2,452 0,969 0,011 0,086
SeG absolute Anzahl -0,034 0,311 0,913 0,967
Konstante -1,885 0,877 0,032 0,152

Tabelle 56: Zusammenhang zwischen NGV und Lymphozyten fiir die jeweiligen

Beprobungszeitpunkte

Lymphozyten (in %)

t-Test

Mittelwertdifferenz

gesunde Kiihe - NGV Kiihe

14d a.p.
3d p.p.
8d p.p.
28d p.p.
60d p.p.
100d p.p.

744
070*
,000
, 7126
,224
,966

-1,263
6,818
-13,914
1,028
4,063
-,250

Tabelle 57: Zusammenhang zwischen NGV und segmentkernigen neutrophilen
Granulozyten (relative Werte) fiir die jeweiligen Beprobungszeitpunkte

Segmentkernige Granulozyten
(in %)

t-Test

Mittelwertdifferenz
gesunde Kiihe - NGV Kiihe

14d a.p.
3d p.p.
8d p.p.
28d p.p.
60d p.p.
100d p.p.

,965
,932
,000
,598
275
,486

,168
-1,182
16,380
-1,570
-3,941
3,938
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4.6.5 Totgeburten

Wahrend der Untersuchungszeitraume erlitten 8 Kiilhe Totgeburten, Zusammenhange mit
dem Differentialblutbild wurden dahingehend untersucht. In Tabelle 58 ist erkennbar, dass
keine Einflisse der Leukozyten 14d a.p. auf Kiihe mit Totgeburten ermittelt werden konnten.
Die Identifizierung erfolgte mittels logistischer Regression. Sowohl relative (in %) als auch
absolute (in Gpt/l) Leukozytenwerte wurden mit einbezogen. Der Inhalt der Tabelle 59 und
Tabelle 60 gibt Aufschluss Uber Einflisse von Totgeburten auf das Differentialblutbild.
Zusatzlich finden sich dazu im Anhang die absoluten Werte. Als statistische Tests fanden der
t-Test (normalverteilte Parameter) und der Man-Whitney-U-Test Einsatz. Signifikante
Zusammenhange konnten nicht gefunden werden, die Tendenzen wurden mit ,**

gekennzeichnet.
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Tabelle 58: Zusammenhang zwischen Differentialblutbild und Totgeburten fiir den Be-
probungszeitpunkt 14d a.p, B — Regressionskoeffizient, Exp(B) — Odds Ratio

Blutbild 14d a.p. B Standardfehler Sig. Exp(B)
Gesamtleukozytenzahl -0,415 0,306 0,175 0,661
Konstante -0,835 1,714 0,626 0,434
Relative Lymphozytenanteil 0,060 0,037 0,101 1,062
Konstante -6,269 2,108 0,003 0,002
Relative Monozytenanteil -0,869 0,909 0,339 0,420
Konstante -2,808 0,448 0,000 0,060
Relative segmentkerniger -0,054 0,039 0,168 0,948
Granulozytenanteil

Konstante -0,942 1,500 0,530 0,390
Relative stabkerniger 0,168 0,224 0,453 1,183
Granulozytenanteil

Konstante -3,292 0,532 0,000 0,037
Relative eosinophiler -0,105 0,129 0,416 0,900
Granulozytenanteil

Konstante -2,542 0,722 0,000 0,079
Relative basophiler 0,457 0,721 0,526 1,579
Granulozytenanteil

Konstante -3,205 0,479 0,000 0,041
Lymphozytenanzahl 0,035 0,427 0,935 1,036
Konstante -3,160 1,386 0,023 0,042
Monozytenanzahl -16,322 16,217 0,314 0,000
Konstante -2,780 0,443 0,000 0,062
Segmentkernige -0,934 0,541  0,084* 0,393
Granulozytenenanzahl

Konstante -0,900 1,155 0,436 0,407
Stabkernige 2,183 3,480 0,530 8,874
Granulozytenenanzahl

Konstante -3,224 0,516 0,000 0,040
Eosinophile -2,656 2,297 0,247 0,070
Granulozytenenanzahl

Konstante -2,278 0,692 0,001 0,102
Basophile 6,793 11,955 0,570 891,871
Granulozytenenanzahl

Konstante -3,179 0,472 0,000 0,042
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Tabelle 59: Zusammenhang zwischen Totgeburten und Lymphozyten (relative Werte)
fur die jeweiligen Beprobungszeitpunkte

Lymphozyten (in %) t-Test

p Mittelwertdifferenz zwischen gesunden
und Kiihen mit Totgeburten

14d a.p. 0,355 7,695
3d p.p. 0,125 -12,936
8d p.p. 0,118 -8,310
28d p.p. 0,077* -8,243
60d p.p. 0,248 -5,185
100d p.p. 0,061* -9,083

Tabelle 60: Zusammenhang zwischen Totgeburten und segmentkernige neutrophile
Granulozyten (relative Werte) fur die jeweiligen Beprobungszeitpunkte

Segmentkernige Granulozyten t-Test
(in %) P Mittelwertdifferenz zwischen gesunden
und Kiihen mit Totgeburten

14d a.p. 0,164 6,492
3d p.p. 0,250 11,000
8d p.p. 0,235 6,878
28d p.p. 0,275 5,069
60d p.p. 0,472 3,401
100d p.p. 0,149 7,117
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5 Diskussion

5.1 Untersuchung des methodischen Fehlers

Zur Untersuchung des methodischen Fehlers bei der manuellen Differenzierung von
Blutausstrichen wurden in dieser Studie Mittelwerte, Standardabweichungen und
Variationskoeffizienten bestimmt. Diese Parameter sollten hauptsachlich zur Einschatzung
der Prazision bzw. Reproduzierbarkeit dieser Methode dienen. Es wurden aufgrund der
Praktikabilitat und Routinetauglichkeit 100 Leukozyten manuell differenziert. Eine Erhéhung
der ausgezahlten Zellen auf 200, 500 oder gar 1000 hatte eine Verbesserung der
Genauigkeit der Methode gebracht, ware jedoch auch mit deutlich erhéhtem personellen und
zeitlichen Aufwand verbunden gewesen, besonders in Anbetracht der hohen Anzahl an
differenzierten Blutausstrichen (Rimke, 1985; Weiser et al., 2007). Ein Vergleich mit einem
anderen Analyseverfahren fand nicht statt. Nach Houwen (2001) sind Untersucher nicht
immer gleicher Meinung beim Differenzieren der Zellen. Insbesondere bei Monozyten und
stabkernigen Neutrophilen verkomplizieren die komplexen morphologischen Kriterien eine
Einordnung. Jedoch wurden alle Ausstriche in dieser Studie vom Autor selbst differenziert.
Die ermittelten Durschnitte der Variationskoeffizienten von einem Praparat, welches zehnmal
an zehn verschiedenen Tagen differenziert wurde, ist in Tabelle 61 der aus der Literatur
entnommenen VK gegenubergestellt. Die Differenzierung erfolgte immer am gleichen
Arbeitsplatz. In der Tabelle stellen " bis * Mittelwerte dar, ' und 2 ergeben sich aus dem
mehrmaligen Differenzieren eines Praparates, > wurden vom mehrmaligen Differenzieren
zehn unterschiedlicher Praparate erhoben. Zusammenfassend erfolgten damit 100
Differenzierungen eines Praparates, welche zur Bestimmung der Inter- und Intraday-VK
benutzt wurden. Darlber hinaus fanden insgesamt 300 Differenzierungen von 10

verschiedenen Praparaten zur Ermittlung des Intraday-VK's statt.
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Tabelle 61: Verschiedene VK der Leukozyten-Differenzierung verglichen mit denen der

Literatur
Lymphozyten Eosinophile Basophile  Monozyten Neutrophile Referenz
SeG StaG
6,0 26,8 - R 7.3 ; 1
6,3 27,0 - R 7.8 ; 2
11,0 63,7 - R 6,9 i} 3
20.0% 12.2 79.5+48.8  133.6£49.8 77.4+356 13.1£ 9.3 8‘86%";‘?0 CBEL,
Fuentes-Arderiu
32,5 68,8 263,2 55,0 6,6 et al. (2007)b
Benattar und
10,3 27,7 110 22,5 5,3 Flandrin (1999)°
1536 ) ) ) ) Simson und

Groner (1995)9

(zur besseren Vergleichbarkeit alle in %)

1 Mittelwert von 10 Intraday-VK fiir einen Blutausstrich 10-mal differenziert an 10 verschiedenen
Tagen; 2 Durchschnitt von 10 Interday-VK flr einen Blutausstrich 10-mal differenziert an 10
verschiedenen Tagen; 3 Durchschnitt von 10 Intraday-VK fiir 10 Blutausstriche, welche jeweils 10-mal
an 3 verschiedenen Tagen differenziert wurden;

2100 oder 200 Zellen differenziert von Pferden (N=114) von 3 unterschiedlichen Untersuchern ; P —
100 Zellen differenziert von 58 Blutausstrichpaaren von 2 Untersuchern; ¢ — 500 Zellen differenziert
von mittels ,wedge-Technik“ angefertigten Blutausstrichen (N=7) von der gleichen Blutprobe; ¢ — 2x
200 Zellen Referenzmethode fiur das Differentialblutbild (absolute Werte durch Multiplikation mit
automatisiert bestimmten WBC) von N=697

Wenn nur ein Praparat differenziert wird, kénnte moglicherweise das Problem bestehen,
dass der Untersucher mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit einen sehr ahnlichen ,Weg*
durch das Praparat mikroskopiert und dadurch eine bessere Reproduzierbarkeit erreicht.
Verscharft wiirde dies mdglicherweise noch durch ein Belassen des Objekttragers auf dem
Objekttisch zwischen 2 Mikroskopier-Durchgéngen. In dieser Studie wurde u.a. ein zufallig
ausgewahltes Praparat 10-mal an 10 verschiedenen Tagen mikroskopiert. Trotz immer
neuen Einlegens des Objekttragers und einer immer neuen objektiven manuellen
Differenzierung kann eine falschlich bessere Reproduzierbarkeit durch ahnliche ,Wege* nicht
ganz ausgeschlossen werden. Zudem kann eine bessere Prazision mit weniger
Untersuchern und mehr ausgezahlten Zellen erreicht werden. Auf3erdem ist die Interday-
Variation, wie zu erwarten, groRer als die Intraday-Variation. Im Unterschied zu anderen
Studien wurden diese Praparate zufallig ausgewahlt und stammen von gesunden wie auch

kranken Tieren, was eine fur die Praxis realistischere Grundvoraussetzung bietet.
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5.2 Dynamiken des WeiRen Blutbildes im Laktationsverlauf

Wahrend des Lebens einer adulten Milchkuh durchlauft diese immer wieder den Zyklus von
Trachtigkeit, Abkalbung, Laktation und erneute Trachtigkeit, Trockenstellen, Abkalbung etc.
An diese einzelnen Stadien angepasst ist die Haltung, Fltterung und geforderte Leistung der
Milchrinder. Daraus lasst sich ableiten, dass moglicherweise auch die vitalen Parameter der
Klhe, speziell die Leukozyten, ebenfalls einem Zyklus unterliegen oder zumindest sich
einigen Zyklus- bzw. Laktationsphasen anpassen. Zum Beispiel ist die Transitphase eine
besonders anspruchsvolle, welche von hohem Kalziumbedarf, negativer Energiebilanz,
Regeneration des Uterus und nicht zuletzt hoher Krankheitsinzidenz und -schwere
gekennzeichnet ist (Sordillo und Raphael, 2013). Dies lasst auf veranderte Anzeichen im
Blutbild schliel3en, was in dieser Studie bei Hochleistungskiihen (>12.000 kg Milch/a)
untersucht wurde.

Diese Veranderungen umfassen die nachfolgenden Dynamiken, welche in dieser Studie mit
hoher Ahnlichkeit ebenfalls beschrieben wurden. Bereits von verschiedenen Autoren (Merrill
und Smith, 1954; Paterson, 1957; Guidry et al., 1976; Saad et al., 1989; Lee und Kehrli,
1998; Klinkon und Zadnik, 1999) wurde um die Geburt ein Anstieg oder gar ein Maximum der
WBC und Neutrophilen sowie ein Abfall der Lymphozyten und Eosinophilen dokumentiert.
Darauffolgend sind typische Veranderungen 5 bis 8d p.p.: Sinkende WBC und Neutrophile
sowie steigende Lymphozyten, Monozyten und Eosinophile. Die in dieser Studie gefundene
Dynamik der Leukozyten sind mit den Ergebnissen der Literatur vergleichbar. Um die Geburt
herum sind jedoch die Abstande der Beprobungstage etwas gréRRer, wodurch ein so praziser
Verlauf, wie beispielsweise bei Merrill und Smith (1954) ermittelt, nicht aufgezeigt werden
kann. Am Tag der Abkalbung wurden keine Blutproben entnommen. Zudem wurden hier die
Neutrophilen noch zusatzlich in segment- und stabkernige unterteilt. Allerdings sind die
durchschnittlichen Werte der segmentkernigen Neutrophilen wie in der Literatur 14d a.p.
hoher (ca. 42,7 + 1,1%) gegenulber 3d p.p. (ca. 36,3 + 5,1%). Ein Maximum der Neutrophilen
(segmentkernige + stabkernige) wurde gegebenenfalls durch die fehlende Beprobung am
Tag des Partus verpasst, jedoch konnte der sich anschlieRende Abfall gut dargestellt
werden. Die in diesen Untersuchungen auffallenden Veranderungen der stabkernigen
Neutrophilen umfassen 14d a.p. einen vergleichsweise niedrigen durchschnittlichen Wert
(1,1%) sowie einen maximalen 3d p.p. (5,1%). Dies konnte in Verbindung mit den eher
niedrigen Werten der segmentkernigen Neutrophilen 3d p.p. flr eine Linksverschiebung vom
regenerativen Typ hinweisend sein. Méglicherweise herrscht in dieser Zeit aufgrund des
Geburtsstresses, der starken metabolischen Belastung sowie der starken Belastung des
Immunsystems physiologischerweise eine erhdhte Regeneration der Neutrophilen, um diese
Abwehrschwache zu tUberwinden. Bei den Lymphozyten hingegen wurden 14d a.p. bereits
niedrige Werte (49,7%) ermittelt, 3d p.p. héhere Werte (54,9%). Damit war ein rascher
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Anstieg zu verzeichnen. Saad et al. (1989) wiesen 1d a.p. die niedrigsten Lymphozytenwerte
nach. Bei den eosinophilen Granulozyten sind erneut mit der Literatur vergleichbare
Dynamiken zu erkennen: 14d a.p. héhere (5,8%) und 3d p.p. niedrigere Werte (2,4%)
spiegeln wahrscheinlich den in der Literatur beschriebenen Abfall der Eosinophilen um die
Geburt herum wider. Man hatte wahrscheinlich bereits eine wieder steigende Tendenz 3d
p.p. mit einer zusatzlichen Bestimmung am Abkalbetag nachweisen kdnnen, da an diesem
der Tiefpunkt zu erwarten gewesen ware. Sowohl Corticosteroide als auch Katecholamine,
deren Ausschuittung durch Stress erhéht wird, flihren typischerweise zu einer Eosinopenie.
Diese kann auch durch exogene Administration hervorgerufen werden (Schalm et al., 1975;
Wittek, 2002).

Bei den Monozyten sind, ahnlich zur Literatur, bereits 3d p.p. signifikant erhdhte Werte zu
sehen, welche schnell wieder bis 8d p.p. absinken.

Die veranderte Immunabwehr zeigt sich auch in einer hohen Phagozytose-Aktivitat der
Neutrophilen vor und einer niedrigen bereits kurz nach der Kalbung (Guidry et al., 1976).
Neben der Phagozytose-Aktivitat sind auch weitere Funktionen der Neutrophilen stark
erniedrigt wie beispielsweise die zuféllige Migration oder Bildung der ROS (Kehrli et al.,
1989; Ingvartsen und Moyes, 2015). Die Grinde flr diese Immunschwache scheinen
vielfaltig und komplex zu sein. In dieser Multikausalitat scheinen niedrige Glukoselevel,
mdglicherweise hohe Ketonkdrper- und NEFA-Konzentration und hohe Cortisonspiegel zur
Geburt bzw. in der postpartalen Zeit, eine wichtige Rolle zu spielen (Galvao et al., 2010; Ster

et al., 2012; Ingvartsen und Moyes, 2015).

5.3 Referenzwerte
5.3.1 Allgemeine Referenzwerte

Bei den Referenzwerten sieht man Uber die Jahre zum Teil unterschiedliche Werte, was an
verschiedenen Rinderpopulationen, Bestimmungsverfahren und der Berechnung liegt. Des
Weiteren kdénnen veranderte Haltungs- und Futterungsbedingungen einen Einfluss besitzen
(Barnouin et al., 2004; Ingvartsen und Moyes, 2012). Auch die fortschreitende Eradikation
von Infektionskrankheiten, wie BVD oder BLV tragen zur Veranderung bei (Moennig und
Greiser-Wilke, 2003; Moennig et al., 2005; Esteban et al., 2009; Schirrmeier, 2014). Héhere
Neutrophile und niedrigere Lymphozytenhaufigkeiten sind in den Arbeiten des 21.
Jahrhunderts sowie in dieser Studie zu verzeichnen. Das bedingt auch ein hdheres N:L-
Verhaltnis. Die Referenzintervalle der Eosinophilen zeigen ebenfalls eine Entwicklung hin zu
niedrigeren Werten. Diese Veranderungen sind wahrscheinlich durch die stets erfolgte und
erfolgende genetische Selektion der Population der Milchrinder, in Verbindung mit héheren
Leistungsanforderungen, zu erklaren. Es sollten immer aktuelle Referenzintervalle verwendet

werden, um pathologische Befunde richtig von physiologischen abgrenzen zu kénnen. Mit
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Hinblick auf die Fehleranfalligkeit der manuellen wie auch automatisierten Analyseverfahren
sollten Interpretationen nur zusammen mit Anamnese und klinischen Untersuchungen
erfolgen und somit nur dieses Gesamtbild der klinischen Entscheidungsfindung dienen.
Einen Vergleich zwischen aktuellen Referenzwerten und denen dieser Studie soll Tabelle 62
bieten. George et al. (2010) bestimmten die WBC mittels AVIDA 120 und das
Differentialblutbild durch manuelle Differenzierung von 200 Zellen bei 58 BLV-negativen
Kihen. Herman et al. (2018) bestimmten die WBC mittels des Sysmex XT-2000iV
Blutanalysegerates und das Differentialblutbild u.a. durch die manuelle Differenzierung von
100 Zellen bei 152 BLV-freien Kiihen. Bei Moritz et al. (2013b) wurden die WBC durch
manuelle Auszahlung und das Differentialblutbild durch manuelle Differenzierung bestimmt.
Absolute Werte der Leukozyten-Fraktionen wurden bei allen drei Studien sowie bei dieser
Studie aus WBC und relativen Werten berechnet. Bei der Ermittlung der Referenzintervalle
wurden in dieser Studie nicht parametrische Verfahren genutzt, bei normalverteilten
Parametern zusatzlich auch parametrische. Jedoch empfehlen Friedrichs et al. (2012) ab
einer Anzahl von Uber 120 Referenzindividuen immer die Verwendung nicht parametrischer
Werte, weshalb diese bevorzugend genutzt werden sollten.

In dieser Studie durchgeflhrte Untersuchungen betreffen nur Milchrinder eines Bestandes.
Aufgestellte Referenzwerte sind als bestandsspezifisch anzusehen. Jedoch bestehen
zumeist keine grof3en Unterschiede bei den hamatologischen Parametern zwischen
unterschiedlichen Farmen (Lumsden et al., 1980). Die Kiihe in Deutschland gelten als
Brucellose und Rinderleukose (BLV) frei, aufgrund langjahrig bestehender, obligatorischer
amtlicher Uberwachungs- und Bekdmpfungsprogramme. Eine Untersuchung auf mégliche
andere Infektionen mit vermuteter immunsupprimierender Wirkung, z.B. Bovines
respiratorisches Synzytialvirus oder Paratuberkulose fand nicht statt. Klinische Anzeichen
solcher Infektionen waren nicht vorhanden. Eine mégliche Anwendung
immunsupprimierender Medikamente beispielsweise Glucocorticoide oder das Immunsystem
stimulierende Vakzination wurden nicht bericksichtigt. Medikamente mit primarer
immunmodulatorischer Wirkung wurden nicht eingesetzt. Wahrend der Untersuchungen
wurden Kihe in mehreren Laktationsstadien beprobt, signifikant unterschiedliche
Beprobungstage wurden zum Erstellen der allgemeinen Referenzwerte ausgeschlossen. In
den 2 Untersuchungszeitrdumen, mit Probenerhebung an 3 im ersten und an 6
unterschiedlichen Tagen im zweiten Zeitraum, wurden insgesamt 766 Blutproben
ausgewertet. Diese wurden von 192 einbezogenen Hochleistungsmilchkihen (>12.000 kg
Milch/a) zu verschiedenen Zeitpunkten der Laktation enthommen. Die Rinder waren
ausschlief3lich der Rasse Schwarzbunte bzw. Holstein-Friesian angehérig. Zu Beginn der
Studie wurden nur gesunde Kiihe ausgewahlt, jedoch kdnnen zu spateren Zeitpunkten auch

pathologische Prozesse aufgetreten sein, was einen klaren Nachteil bei der Aufstellung von
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Referenzintervalle darstellt. Bei dem Vergleich der Intervalle mit denen von George et al.
(2010) ist zu beachten, dass dort 200 Zellen ausgezahlt wurden und nach Rimke et al.
(1975) damit von Natur aus gewisse Unterschiede aufweisen. Aulderdem kann es durch die
Herstellung der Blutausstriche zu einer Ungleichverteilung der Leukozyten kommen, was vor
allem grof3e Lymphozyten und Monozyten betrifft. Diese finden sich haufig am Rand und in
der Fahne der Praparate wieder, was zu einer deutlichen Unterschatzung deren Haufigkeit
(ca. 5 bis 10%) fuhren kann (Stiene-Martin, 1980; Houwen, 2002). Dieses Phanomen kénnte
auch in dieser Studie vorliegen, zumal ein geringeres Referenzintervall fir Monozyten als in
der ausgewahlten Vergleichsliteratur aufgestellt wurde. Mitunter berihrte auch der Blutfilm
den Rand des Objekttragers, was eine ungleichmafige Verteilung noch beglinstigt haben
kdnnte.

Referenzintervalle kdnnen auch abhangig von Rasse und Geschlecht sein, eine Verwendung

von besonders kuhspezifischen Referenzintervallen kann von Vorteil sein.

Tabelle 62: Aktuelle Referenzintervalle (in %) der Literatur und dieser Studie im

Uberblick

Referenzwerte Referenzwerte nach | Referenzwerte Referenzwerte

der UC Davis Moritz et al. (2013b) | nach Herman et dieser Studie

2001 modifiziert al. (2018)

(George et al.,

2010)
Lymphozyten 54,7-66,7 2 45-65 27,8-86,1b 28,4-74,9 @
Neutrophile 21,4-75,02 25-45 9,7-70,8b 18,7-65,5 @
Stabkernige - 0-3 - 0-8,0°
Eosinophile 0-10,7° 1-10 1,4-30,6° 0-13,7b
Basophile 0-3,6° 0-2 0-2,8b 0-2b
Monozyten 0-9,5° 2-6 1,4-11,1° 0-3b

a parametrisch ? 95%-Intervall
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Tabelle 63: Aktuelle Referenzintervalle (in Gpt/l) der Literatur und dieser Studie im

Uberblick

Referenzwerte der UC | Referenzwerte Referenzwerte | Referenzwerte

Davis 2001 modifiziert | nach Moritz et al. | nach Herman | dieser Studie

(George et al., 2010) (2013b) etal. (2018)
WBC 49-12,0° 5-10 4,4-10,8° 2,8-10,6°
Lymphozyten 46-562 2,5-5,5 2,0-6,2" 1,4-5,02
Neutrophile 1,8-6,32 1,0-3,5 0,7-5,1b 0,2-5,3°
Stabkernige Jrare” 0-0,2 - 0-0,5b
Eosinophile 0-0,9° 0,3-1,5 0,1-2,2" 0-1,0°
Basophile 0-0,3° 0-0,1 0,0-0,2° 0-0,1b
Monozyten 0-0,82 0-0,3 0,1-0,8b 0-0,2°

a parametrisch ® 95%-Intervall

5.3.2 Referenzwerte im Laktationsverlauf

Diese Studie stellt fir WBC, Lymphozyten, segmentkernige und stabkernige Neutrophile
sowie fur Eosinophile eine signifikante Abhangigkeit vom Laktationsstadium fest. Jedoch
sind diese Unterschiede hauptsachlich im peripartalem Zeitraum bei den Proben von 14d
a.p. und 3d sowie 8d p.p. zu erkennen. Vor allem WBC, stabkernige Neutrophile und
Eosinophile zeigten dabei héchst signifikante Unterschiede. Fur die Gbrigen
Laktationsstadien fallen die Veranderung des Weil3en Blutbildes eher gering aus. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen Detilleux et al. (1995) in ihren Studien. Nazifi et al. (2008)
wiesen auflerdem einen signifikanten Unterschied im Differentialblutbild von Kihen 25-30d
p.p. und bereits wieder trachtigen 55-65d p.p. nach. Im ersten Untersuchungszeitraum
wurden zu einer geringeren Anzahl an Zeitpunkten Blutproben entnommen. Dadurch sind 3d
und 100d p.p. deutlich weniger Proben analysiert worden. Dies fuhrt auch zu einer statistisch
geringeren Aussagekraft an diesen Tagen.

Die Multikausalitat, die zur Immunsuppression in der Transitphase und insbesondere zur
Kalbung fiihrt, ist noch nicht vollends verstanden und bedarf weiterer Forschungen. Ein
héherer Bedarf an Neutrophilen p.p. mit regenerativer Linksverschiebung scheint

hauptséachlich von Anderungen im Hormonspiegel, hoher Stoffwechselbelastung sowie
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hohem Keimdruck im Euter und Reproduktionstrakt abzuhangen (Smith und Merrill, 1954;
Gunnink, 1984; Zerbe et al., 2000; Sheldon et al., 2006; Islam et al., 2014). Eine
norwegische Studie fand bei Kiihen mit besonders geringer Mastitis-Inzidenz niedrige
Haufigkeiten der Neutrophilen und der WBC a.p. (Kulberg et al., 2002). Eine Uberschielende
Reaktion des Immunsystems vor der Geburt kénnte zu einem hdéheren Verbrauch der
Immunzellen fihren, welche postpartal in einer Phase des héheren Bedarfs dann umso mehr
fehlen. Eigene Referenzwerte fir den peripartalen Zeitraum erscheinen sinnvoll, da typische
Veranderungen im Blutbild in diesem Zeitraum stattfinden und eine Interpretation mit den
ublichen Referenzintervallen zu Fehlern fihren kénnen.

Dies kann die Entscheidungsfindung erleichtern, v.a. beim Vorliegen einer mdglichen
Neutrophilie, Lymphopenie oder Eosinopenie. Insbesondere kann in diesen Phasen, aber
auch allgemein die Berechnung des N:L-Verhaltnisses von besonderem Nutzen sein (Weiss
und Wardrop, 2011; Weaver et al., 2018).

5.4 WeilRes Blutbild und Futteraufnahme

Rinder mit schmerzhaften Leiden fressen deutlich weniger. Zusatzlich kommt es durch
geringere Futteraufnahme schnell zu weiteren Veranderungen v.a. im Energie- und
Mineralhaushalt (Glucose, Ketonkdrper, NEFA, Kalium) dieser Kiihe. Bei entziindlichen
Erkrankungen kommt es ebenfalls in relativ kurzer Zeit zu einer Anderung im
Differentialbutbild. In dieser Studie wurde deshalb ein Zusammenhang zwischen TS-
Aufnahme sowie Pansenfillung und dem WeilRen Blutbild untersucht. Jedoch wurden bei der
TS-Aufnahme keine nennenswerten Korrelationen entdeckt. Ahnliche Ergebnisse lieferten
die statistischen Untersuchungen zwischen Pansenfillung und Differentialblutbild. Allerdings
wurde 3d p.p. eine geringe positive Korrelation zwischen segmentkernigen Neutrophilen und
der Pansenflillung sowie eine geringe negative Korrelation zwischen Lymphozyten und der
Pansenflllung ermittelt. Bei entzlindlichen Prozessen kann ein Abfall der segmentkernigen
Neutrophilen vorkommen, eine gesenkte Futteraufnahme konnte durch ein vermindertes
Wohlbefinden aufgrund dieser Prozesse bedingt sein. Untersuchungen von Meglia et al.
(2005) konnten in einem Futterungsversuch von trockenstehenden Milchkiihen nur sehr
geringe Einfliisse der Zusammensetzung und Menge der Ration auf die Anzahl und Funktion
der Leukozyten p.p. nachweisen. Es werden noch weitere Studien benétigt, um den Einfluss
der Futterung auf die Immunantwort besser zu verstehen. Ingvartsen und Moyes (2012)
propagieren die Beachtung der physiologischen Imbalance (Pl) und deren Auswirkung auf
die Immunkompetenz der Milchkihe speziell im peripartalen Zeitraum. Mit Hilfe der Pl und
darauf abgestimmter, verbesserter Fltterung kann eine bessere Immunantwort und
geringere Stoffwechselbelastung zur besseren Krankheitspravention von Transitkliihen
fuhren (Ingvartsen, 2006; Ingvartsen und Moyes, 2015). Kernkomponenten, die fir die PI

Berechnung ermittelt werden muissen, sind NEFA, BHB und Glucose.
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5.5 WeilRes Blutbild und ausgewahlte Erkrankungen

Die typischen Erkrankungen der Milchrinder v.a. im peripartalen Zeitraum sind Zeichen einer
erhdhten Belastung des Immunsystems und des Stoffwechsels. In dieser Studie wurden
deshalb auf Korrelationen zwischen den Leukozyten und Stoffwechselparameter BHB und
NEFA sowie die Wahrscheinlichkeit fur Stoffwechselerkrankungen, Klauenerkrankungen,
Mastitiden und Fruchtbarkeitsstérungen berechnet. Zusatzlich wurde untersucht, ob das
Differentialblutbild prognostische Aussagen tiber NGV zulasst und ob NGV einen Einfluss

auf das postpartale Weil3e Blutbild besitzt.

5.5.1 Stoffwechselerkrankungen (BHB, NEFA)

Fir BHB und NEFA wurden lediglich geringe Korrelation gefunden. Die 2d oder 3d p.p.
gemessenen BHB- und NEFA-Werte wiesen geringe negative Korrelationen mit den WBC
und segmentkernigen Neutrophilen 8 bzw. 28d p.p. auf. Die Ergebnisse kdnnten ein Hinweis
fur den negativen Einfluss der Ketonkérper bzw. NEFA auf die Immunantwort der Rinder
sein. Auch der negative Einfluss von BHB und NEFA auf die Aktivitat der Leukozyten,
speziell auf die Neutrophilen ist bereits zahlreich untersucht worden und mehr oder weniger
deutlich nachgewiesen (Ingvartsen und Moyes, 2015). Eine erhéhte Anzahl an Lymphozyten
in Kihen mit erhéhten BHB-Werten wie in den Ergebnissen der Untersuchungen von Schulz
et al. (2015), konnte in dieser Studie nicht belegt werden.

Zusatzliche statistische Untersuchungen fanden bei Milchrindern mit Stoffwechselerkrankung
(Hypokalzamie, Ketose, DLA) statt. Dabei schienen Kiihe mit einer vermehrten Anzahl an
eosinophilen Granulozyten 28d p.p. ein signifikant geringeres Risiko zu besitzen,
Stoffwechselerkrankungen auszubilden. Martinez et al. (2012) konnten nachweisen, dass
Kihe mit subklinischer Hypokalzamie erhohte BHB- und NEFA- Werte aufwiesen sowie ein
hoheres Risiko an Metritis zu erkranken, besalten. Zudem zeigten die Neutrophilen dieser
Rinder eine niedrige Aktivitat wie Migration oder Phagozytose. Immunzellen scheinen
hauptsachlich Glucose als Metabolit fliir die Energiegewinnung zu nutzen, auflerdem kénnen
sie Glutamin oder Tricarbonsauren verwenden (Pearce und Pearce, 2013). Untersuchungen
bei Labormausen suggerieren, dass Ketonkdrper nicht als Energiequelle der Leukozyten
dienen, NEFA’s jedoch moglicherweise schon (Newsholme et al., 1987). Jedoch
konstatierten einige Studien negative Auswirkungen auf die Aktivitat von Neutrophilen beim
Rind (Scalia et al., 2006; Hammon et al., 2006; Ster et al., 2012).

5.5.2 Fruchtbarkeitsstorungen

Rinder mit niedrigen WBC 8d p.p. und niedrigen segmentkernigen Neutrophilen haben
scheinbar eine héhere Wahrscheinlichkeit, Fruchtbarkeitsstérungen auszubilden. Héhere

Anzahlen an Lymphozyten und stabkernige Neutrophile 8d p.p. scheinen jedoch die

97



Diskussion

Wahrscheinlichkeit, dass Milchrinder Fruchtbarkeitstérungen zeigen, zu verringern. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch fir die 3d p.p. gemessenen Leukozytenhaufigkeiten gemacht.
Damit konnte eine héhere Nachbildung der Neutrophilen sowie ein niedriges N:L-Verhaltnis
eine protektive Wirkung vor Fruchtbarkeitsstérungen besitzen. Kim et al. (2005a)
beobachteten bei einer Studie Uber Endometritis neben héheren Serumwerten von TNF- a
auch erhéhte WBC, Lymphozyten, Monozyten, jedoch auch Neutrophile (ohne
Unterscheidung zwischen deren Alter). Aulerdem stellte sich eine erniedrigte

Phagozytoseaktivitat der Leukozyten a.p. als Risikofaktor fiir Endometritiden p.p. dar.

5.5.3 Retentio secundinarum

Mittels logistischer Regression konnte kein signifikanter Zusammenhang des
Differentialblutbildes a.p. mit dem NGV p.p. nachgewiesen werden.

Darlber hinaus wurden betroffene Kiihe auf Zusammenhange zwischen Retentio
secundinarum und dem Differentialblutbild an allen Beprobungstagen untersucht. Dabei
fanden t-Tests bzw. Mann-Whitney-U-Tests signifikante Einflisse der NGV auf das Weil3e
Blutbild. Eine hdchst signifikante Erhéhung der Neutrophilen sowie erniedrigte Lymphozyten
wurden bei erkrankten Rindern festgestellt. AuRerdem hatten betroffene Kuihe sich signifikant
unterscheidende WBC-Werte. Moretti et al. (2015) fanden jedoch deutlich erniedrigte
neutrophile Granulozyten in Kihen mit NGV und konnten diese Ergebnisse in einer weiteren
Studie wiederholen und prazisieren. So zeigten gesunde Rinder, wie auch erkrankte eine
Neutropenie zur Abkalbung, jedoch konnte in der Kontrollgruppe ein schnellerer Anstieg der
Neutrophilen verzeichnet werden im Gegensatz zu Milchkiihen mit NGV (Moretti et al.,
2016). Die Ergebnisse dieser Studie betreffen einen anderen Zeitraum von 8d p.p. im
Unterschied zu Moretti et al. (2016), welche bis 12h und zwischen 48 und 72h Studienkihe
beprobten. In dieser Studie wurden auch 3d p.p. Rinder beprobt, jedoch nur im 2.
Untersuchungszeitraum Blutbilder erstellt. Aufgrund dessen konnten nur wenige erkrankte
Kihe 3d p.p. einbezogen werden, was die statistische Aussagekraft senkt. Moglicherweise
waren mit einer grofieren Anzahl an einbezogenen Studienkihen 3d p.p. ahnliche
Ergebnisse erzielt worden. Die Funktion der Neutrophilen scheint, im Zusammenhang mit
gesenkter IL-8 Produktion, ebenfalls eine wichtige Ursache fiir die Entwicklung von NGV bei
Kihen zu sein (Kimura et al., 2002). Laut Moretti et al. (2016) eignet sich das
Differentialblutbild als prognostischer Indikator fur Milchkiihe mit hohem Risiko an Retentio
secundinarum zu erkranken. Jedoch ist unklar, ob Neutropenie der Grund oder nur ein erstes
Anzeichen des Syndroms einer NGV ist (Moretti et al., 2015). Dervishi et al. (2016) wiesen
bei Klihen, welche NGV entwickelten bereits 8 und 4 Wochen a.p. erhéhte Serumwerte von
Laktat, IL-1, IL-6, TNF und SAA nach.
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5.5.4 Totgeburt

Bei Kiihen mit Totgeburten wurde untersucht, ob das Differentialblutbild 14d a.p. statistisch
gesicherte Veranderungen zeigte. Jedoch wurden keine signifikanten Ergebnisse erzielt.
Allerdings waren wenige Studientiere von Infans mortuus betroffen. Chassagne et al. (1999)
fanden in ihren Untersuchungen heraus, dass eine Anzahl an Neutrophilen > 1950/mm?3 (1,95
Gpt/l) a.p. mit einem niedrigeren Risiko fur Holstein-Rinder, Totgeburten zu erleiden,
einherging. In den eigenen Untersuchungen wurden ohne signifikanten Einfluss, jedoch
numerisch betrachtet, niedrige segmentkernige Neutrophile a.p. mit einem héheren Risiko flr

Totgeburten assoziiert, welches mit den Ergebnissen der Literatur tGbereinstimmen konnte.

5.5.5 Klauenerkrankungen und Mastitiden

Bei Kihen, welche Klauenerkrankungen ausbildeten, konnte kein signifikanter
Zusammenhang zu den Leukozyten im Laktationsverlauf nachgewiesen werden.
FUr Mastitiden wurden keine Berechnungen durchgeflhrt, da zu wenig Kiihe mit dieser

Diagnose an den einzelnen Beprobungstagen einbezogen werden konnten.

5.5.6 Interventionsmoglichkeiten gegen die peripartale Immunsupression

Zur Verminderung der auf den Milchrindern lastenden negativen Einflisse in der
Transitphase sind zahlreiche Haltungs-, Managements- und Futterungsmalnahmen
publiziert. Diese kénnen alle zu einer besseren Immunkompetenz der Rinder beitragen.
Dabei kann insbesondere eine Kombination aus der Kontrolle der Kérperkondition mit
angepasster Fltterung a.p. und Ketonkoérper-Messung mit ggf. Substitution von
Propylenglykol oder Glycerol p.p., einer Ketose und dem Fettmobilisationssyndrom
vorbeugen (Edmonson et al., 1989; Drackley, 1999b; Staufenbiel und Schréder, 2004;
Barthmann, 2004; Goff und Horst, 2001). Des Weiteren sind ProphylaxemalRnahmen zur
Verminderung der klinischen und subklinischen Hypokalzamie, welche als Turoffner fir
zahlreiche Erkrankungen gilt, sinnvoll. Dies kann mit den sog. sauren Salzen in Form einer
Anionen-Ration geschehen. Hintergrund dieser Strategie sind die Arbeiten von Craige und
Stoll (1947), welche Alkalose als Ursache fiir Milchfieber identifizierten sowie die von Goff
und Horst (1997a), in denen demonstriert wurde, dass haufig eine kaliumreiche Futterung
zur Alkalose fuhrt. Bushinsky (1996) schlieRlich spezifizierte die Rolle des Saure-Basen-
Haushaltes im Kalzium-Stoffwechsel, insbesondere die Veranderung der PTH-Rezeptor-
Sensitivitat durch die erfolgende Alkalisierung. Die Folge war eine Entwicklung zahlreicher
Futterungsregime, welche nicht nur die Milchfieberinzidenz senkten, sondern auch die
Reproduktion und Herdengesundheit verbesserten, jedoch ein anspruchsvolles Management
erfordern (Staufenbiel et al., 2004b; Razzaghi et al., 2012). Andere MalRnahmen zur

Milchfieberprophylaxe umfassen die Gabe von Kalziumboli unmittelbar p.p., die Vitamin D-
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Substitution oder die Calcitonin-Injektion in Verbindung mit einer Anionen-Ration (Horst et
al., 2003; Oetzel und Miller, 2012; Vieira-Neto et al., 2017). Dartber hinaus sollte auf eine
generelle Vermeidung von Stress, sei er beispielsweise durch Neuzuordnung der
aufgestallten Rinder oder durch Hitze bedingt, geachtet werden. Zukuinftig kdnnen
immunmodulatorische Pharmaka, welche sich exemplarisch mit Pegbovigrastim erst am

Beginn ihrer Entwicklung befinden, die Immunabwehr der Milchkiihe zusatzlich starken.
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6 Schlussfolgerungen

>

Die Prazision der manuellen Leukozyten-Differenzierung liegt fiir Lymphozyten,
segmentkernigen Neutrophilen sowie flr Eosinophile Granulozyten im akzeptablen
Bereich. Bei Leukozyten mit geringem Vorkommen, wie z.B. basophile Granulozyten,

stabkernige Granulozyten und Monozyten ist die Prazision deutlich kleiner.

Stabkernige neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten sowie Monozyten

zeigen eine signifikante Laktationsdynamik.

Die Laktationsdynamik ist bei den Leukozyten mit hOheren methodischen Fehlern am
ausgepragtesten. Die Ursache darin liegt in ihrem seltenen und sprunghaften

Vorkommen.

Die Leukozytenwerte zeigen zwar signifikante Unterschiede im Laktationsverlauf,
jedoch liegen die Medianwerte und Uberwiegend auch das erste und dritte Quartil
innerhalb der in Deutschland Ublichen Referenzintervall von Moritz et al. (2013b).
Dies kann auch in Beziehung mit der gut gemanagten Herde stehen, die eine hohe

Milchleistung bei geringer Krankheitsinzidenz zeigte.

Insgesamt kann die Laktationsdynamik als geringgradig ausgepragt eingestuft
werden, welche nicht eigene Referenzintervalle erfordert. Am ehesten wirden eigene

Referenzintervalle jedoch in der unmittelbaren peripartalen Phase von Nutzen sein.

Von Vorteil ist eine Verwendung von Intervallen einer Referenzpopulation, welche
den zu untersuchenden Kiihen besonders nahekommen. In dieser Studie dienten

beispielsweise adulte weibliche Hochleistungsrinder der Rasse Holstein-Friesian.

Die in dieser Studie bestimmten bestandsspezifischen Referenzintervalle passen sich
denen in der Literatur publizierten von George et al. (2010) und Herman et al. (2018)
gut an. Zu denen in Deutschland Ublichen Intervallen von Moritz et al. (2013b)

bestehen hingegen auch gewisse Unterschiede.

Ante partum bestimmte Leukozytenwerte besitzen keine verwertbare Vorhersagekraft
fur die postpartale TS-Aufnahme, Pansenflllung, BHB- und NEFA- Konzentrationen
sowie Stoffwechselstérungen, Fruchtbarkeitsstérungen, Totgeburten, NGV und

Klauenerkrankungen.

Die postpartalen Leukozytenwerte weisen vereinzelt signifikante Zusammenhéange zu

den Erkrankungen auf, welche jedoch ohne weitere praktische Relevanz bleiben.
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In der Gesamtschau der Ergebnisse sind Leukozytenwerte weniger zur Erkennung
von Bestandsproblemen geeignet, sondern stellen einen klassischen Parameter in
der Diagnostik klinisch erkrankter Einzeltiere dar. Die Interpretation sollte aufgrund
des breiten Referenzbereiches unbedingt im Zusammenhang mit Vorbericht,

klinischen Befunden und Krankheitsverlauf geschehen.
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7 Zusammenfassung

Untersuchungen zu den Veranderungen im Weien Blutbild von Holstein Friesian
Milchkiihen 14 Tage ante partum bis 100 Tage post partum in Beziehung zur

Futteraufnahme und ausgewahlten Erkrankungen

Die hohe metabolische Beanspruchung der Milchkiihe in der Transitphase, vor allem durch
Geburt und negative Energiebilanz sowie deren Folgen flr den Stoffwechsel, fiihren zu einer
gesenkten Immunkompetenz der Tiere. Dies bedingt stets auch eine Veranderung im
Weilen Blutbild.

Zielstellung der Studie war es, zum einen Zusammenhange zwischen Anderungen der
Futteraufnahme und dem WeilRen Blutbild zu untersuchen. Zum anderen wurden der Einfluss
der peripartalen Phase und die damit verbundenen Krankheiten auf das Weilse Blutbild
Uberpruft. Die dabei untersuchten Assoziationen der Leukozyten mit anderen Parametern
umfassen die TS-Aufnahme, die Pansenfullung, BHB, NEFA, dem Komplex der
Stoffwechselkrankheiten, Totgeburten, Retentio secundinarum und Fruchtbarkeitsstérungen.
Daruber hinaus wurde die methodische Prazision der manuellen Leukozyten-Differenzierung
kontrolliert. Zusatzlich erfolgte die Aufstellung von bestandsspezifischen Referenzintervallen
fur einzelne Laktationsstadien, da besonders im peripartalen Zeitraum héchst signifikante
Unterschiede im Differentialblutbild zu verzeichnen sind. SchlieBlich wurden allgemeine

Referenzintervalle berechnet.

Die Studie erfolgte auf einem konventionellen Milchviehbetrieb in Sachsen-Anhalt in zwei
Untersuchungszeitraumen vom 04.05.2015 bis 07.04.2016 und 12.04.2016 bis 21.11.2016.
Als Probanden fungierten hochleistende Holstein-Friesian-Kiihe (>12.000 kg jahrliche
Milchleistung). Die Erhebung der Blutproben erfolgte im ersten Zeitraum an drei und im
zweiten an sechs unterschiedlichen Tagen. Insgesamt wurden 766 Blutproben ausgewertet,
welche von 192 einbezogenen, zu verschiedenen Laktationszeitpunkten mehrmals
beprobten Milchkiihen stammen. Die Herde gilt als frei von Brucellose und Rinderleukose
(BVL). Die Differentialblutbilder wurden manuell durch Bestimmung von 100 Zellen aus
gefarbten Ausstrichen erstellt. WBC wurden automatisiert mittels Impedanzmethode

bestimmt.

Die Prazision der manuellen Differenzierung der Leukozyten wurde Uber Inter- und Intraday-
Variationskoeffizienten dargestellt. Die Analyse der Blutausstriche wurde immer vom selben
Untersucher und am selben Arbeitsplatz durchgefiihrt. Die methodische Prazision der
manuellen Leukozyten-Differenzierung liegt fir Lymphozyten, segmentkernigen Neutrophilen

sowie fur Eosinophile Granulozyten im akzeptablen Bereich. Bei Leukozyten mit geringem
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Vorkommen, wie bei basophilen Granulozyten, stabkernigen Granulozyten und Monozyten

ist die Prazision deutlich kleiner.

Der Laktationsverlauf hatte einen signifikanten (p<0,05) bis héchst (p<0,001) signifikanten
Einfluss auf den Uberwiegenden Teil der Leukozytenfraktionen. Besonders deutliche
Dynamiken zeigten dabei die stabkernigen neutrophilen Granulozyten, die eosinophilen
Granulozyten und die Monozyten. Im Laktationsverlauf ist der Abschnitt mit den deutlichsten
Veranderungen der unmittelbare peripartale Zeitraum.

Im Differentialblutbild 14d a.p. sind die segmentkernigen Neutrophilen signifikant (p<0,05)
hoher (42,7%) als 3d p.p. (36,3%). Die Stabkernigen treten in Abgrenzung dazu 14d a.p. in
niedriger Zahl auf (1,1%) auf und erreichen 3d p.p. schlieRlich ihr Maximum (5,1%). Der
relative Anteil der Lymphozyten lag 14d a.p. niedrig (49,7%) und steigt 3d p.p. bereits wieder
an (54,9%). Die Ergebnisse verdeutlichen den Einfluss der Geburt auf die Leukozyten. Sie
sind durch niedrige Lymphozyten a.p. und einem plétzlichen Abfall der Neutrophilen p.p.
sowie einen damit verbundenen Anstieg der Stabkernigen gekennzeichnet.

Die Verwendung von spezifisch angepassten Referenzintervallen im Laktationsverlauf ist
nicht nétig, da trotz Dynamik die Leukozytenwerte nicht wesentlich aufierhalb der Gblichen

Referenzintervalle liegen.

Bei den in dieser Studie ermittelten herdespezifischen Referenzintervallen des gesamten
Zeitraumes fur hochleistende Milchrinder der Rasse Holstein Friesian wurden signifikant
unterschiedliche Tage im Laktationsverlauf ausgeschlossen. Sie zeigen geringe
Unterschiede zu den sonst Ublicherweise in Deutschland verwendeten Referenzwerten von
Moritz et al. (2013b).

Es sind gering positive Korrelationen zwischen segmentkernigen Neutrophilen und der
Pansenflillung sowie gering negative Korrelation zwischen Lymphozyten und Pansenfiillung
3d p.p. nachgewiesen worden. Zwischen TS-Aufnahme der Milchkihe und den Leukozyten
im Laktationsverlauf bestanden keine Korrelationen. Fir gemessene BHB und NEFA
Serumwerte wurden 2d bzw. 3d p.p. geringe negative Korrelationen mit den WBC und
segmentkernigen Neutrophilen 8 bzw. 28d p.p. berechnet.

Niedrige WBC und niedrige segmentkernige Neutrophile bei Milchkiihen 8d p.p. sind
scheinbar mit einer héhere Wahrscheinlichkeit verbunden, postpartale
Fruchtbarkeitsstérungen auszubilden bzw. ausgebildet zu haben. Hingegen scheinen héhere
Lymphozyten und stabkernige Neutrophile 8d p.p. die Wahrscheinlichkeit, dass Milchrinder
Fruchtbarkeitstdrungen zeigen, zu verringern. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang
zwischen Differentialblutbild a.p. mit der NGV p.p. nachgewiesen werden. Einen hdchst

signifikanten Zusammenhang mit NGV konnte jedoch im postpartalen Zeitraum gefunden
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werden. Erkrankte Milchkiihe wiesen 8d p.p. eine Erhéhung der Neutrophilen sowie eine

Verringerung der Lymphozyten gegeniber deren Mittelwerten auf.

Die gefunden Assoziationen zu den Erkrankungen bleiben damit ohne besondere Relevanz
fur die Praxis.

In der Gesamtschau der Ergebnisse ist das Differentialblutbild weniger zur Erkennung von
Bestandproblemen geeignet, sondern dient mehr als eine weiterfiihrende
Untersuchungsmethode in der Einzeltierdiagnostik. Die Interpretation muss aufgrund des

breiten Referenzintervalls in Verbindung mit den klinischen Befunden erfolgen.
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8 Summary

Changes in the white blood picture of high yielding Holstein Friesian cows 14 days
ante partum to 100 days post partum in relation with feed intake and some selected

diseases

The critical phase for dairy cows is the transition period at calving, involving hormonal
changes, negative energy balance at the start of lactation, as well as nutritional changes.
These changes are challenging for the immune system, resulting in a high disease incidence.

This is reflected by typical leukocyte changes.

There were 5 objectives of this study:

(1) To examine the relationship between feed intake and the differential hemogram with
respect to its prognostic value.

(2) The influence of the periparturient phase with associated diseases on the white blood
differential were examined. The selected parameters include dry matter intake, rumen fill
score, B-hydroxybutyrate (BHB), non-esterified fatty acids (NEFA), metabolic disorders, still
birth, retained placenta, as well as reproduction disorders.

(3) The precision of a manual leukocyte differential was verified.

(4) Reference intervals were created for different time points during lactation. Significant
changes have been observed around calving.

(5) General farm specific reference intervals for high yielding dairy cows have been
established with exclusion of those sampling dates which showed significant differences of

specific leukocyte values in comparison with values of other sampling dates.

The study was conducted on a dairy farm in Saxony-Anhalt. It took place in two different
periods, the first one from 04.05.2015 — 07.04.2016, and the second from 12.04.2016 —
21.11.2016. High yielding Holstein-Friesian cows (>12.000 kg annual milk yield) were used.
Examination and sample collection were carried out by veterinarians on three different dates
for each cow in the first period and six different dates in the second period. In all, 766 blood
samples from different stages in lactation derived from 192 cows were evaluated. The herd is
presumed to be free from brucellosis and bovine leukemia virus. The white blood cell
differential was determined by counting and differentiating 100 leukocytes on stained blood

smears. For the total number of WBC, automated analysis was used.

The precision of the manual method was evaluated by using an interday and intraday
coefficient of variation. The manual analysis was always performed on the same workplace

by the same examiner. The precision of the manual method is in an acceptable field for
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lymphocytes, polymorphonuclear neutrophils, and eosinophils. Leukocytes with decreased

appearance (basophils, bands, or monocytes) showed a lesser precision.

The stage in lactation showed a significant (p<0,001) influence on most of the different
leukocytes. Particularly band neutrophils, eosinophils, and monocytes showed notable

dynamics during lactation, especially around calving.

The differential blood picture shows 14d ante partum (a.p.) significant (p<0,05) increased
(42,7%) polymorphic nuclear neutrophils compared with 3d post partum (p.p.) (36,3%). The
band neutrophils instead are showing low numbers (1,1%) 14d a.p. and increase up to a
maximum (5,1%) 3d p.p. The lymphocyte percentages are at low levels (49,7%) 14d a.p. and
increases 3d p.p. (54,9%). These results illustrate the influence of calving on the leukocytes.
The influence is characterized by low lymphocyte values before calving and a sudden
decrease in polymorphonuclear neutrophils as well as the associated increase in band
neutrophils after calving. The establishment of specific lactation adapted reference intervals
are not necessary, because despite prominent dynamics, the leukocyte values did not lay

considerably outside the common intervals.

In this study general leukocyte reference intervals were established for high yielding dairy

Holstein-Friesian cows. Days in lactation with significant different values were excluded.

Furthermore, the polymorphonuclear neutrophils have been found positively correlated with
the ruminal fill, and the lymphocytes are slightly negatively correlated with the rumen fill 3d
p.p. A correlation has not been found of any leukocytes with the dry matter intake at any
point in time during lactation. Besides, the serum values of NEFA and BHB showed a
negative correlation with the 8d and 28d p.p. determined leukocytes and polymorphonuclear
neutrophils. Cows with low WBC and polymorphonuclear neutrophils 8d p.p. seem to have a
higher risk for reproduction disorders. However, higher lymphocyte and band neutrophil
values seem to be protective against reproduction disorders. There has not been found a
significant relation between the white blood cell differential a.p. and retained placenta. Cows
with retained placenta showed highly significant increased neutrophils and decreased

lymphocytes p.p.

To put it in a nutshell, those findings are of minor clinical relevance. The white blood cell
differential does not appear to be the appropriate diagnostic method at herd level, but instead
it is a diagnostic method for the individual cow. The interpreting of the leukogram must be

under consideration of the results derived from the clinical examination.
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10 Anhang

Anhang

Intraday- und Interday-Fehler der stabkernigen neutrophilen Granulozyten und der Monozyten

Tabelle 64: Methodische Fehler bei der Differenzierung der stabkernigen Granulozyten

Intraday
essung 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | SD VK
Tag
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0,316 0,100 (3,162)
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
6 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0,316 0,100 (3,162)
7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,316 0,100 (3,162)
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
9 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,316 0,100 (3,162)
10 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0,422 0,200 (2,108)
Interday  SD 0,422 0,000 0,000 0,000 0,316 0,000 0,483 0,000 0,000 0,000 M 0,060 (2,951)
M 0,200 0,000 0,000 0,000 0,100 0,000 0,300 0,000 0,000 0,000 . 0,060
VK (2,108) (3,162) (1,610) (2,294)
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Tabelle 65: Methodische Fehler bei der Differenzierung der Monozyten

Intraday
essung 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | SD VK
Tag
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0,316 0,100 (3,162)
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
9 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0,316 0,100 (3,162)
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,000 0,000 -
Interday SD 0,000 0,000 0,000 0,316 0,000 0,316 0,000 0,000 0,000 0,000 M 0,020 (3,162)
M 0,000 0,000 0,000 0,100 0,000 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000 . 0,020
VK (3,162) (3,162) (3,162)
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Variationskoeffizient der einzelnen Praparate an drei verschiedenen

Differenzierungsdurchgdangen

Tabelle 66: Variationskoeffizient der jeweiligen Praparate beim ersten

Anhang

Differenzierungsdurchgang (10-mal jedes Praparat)

Prdparat Lymphozyten Monozyten Segmentkernige Stabkernige  Eosinophile
1 0,121 2,108 0,078 - 0,515
2 0,112 2,108 0,065 - 0,471
3 0,26 3,16 0,056 1,610 1,610
4 0,195 - 0,038 0,428 -

5 0,084 - 0,115 0,986 -

6 0,129 2,108 0,129 0,329 1,291
7 0,08 2,108 0,197 - 0,235
8 0,067 - 0,021 3,162 0,316
9 0,092 - 0,074 3,162 0,787
10 0,121 2,108 0,078 - 0,515
Mw 0,1 2,3 0,1 1,6 0,7
SD 0,06 0,43 0,05 1,28 0,49
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Tabelle 67: Variationskoeffizient der jeweiligen Praparate beim zweiten
Differenzierungsdurchgang (10-mal jedes Préaparat)

Prdparat Lymphozyten Monozyten Segmentkernige Stabkernige  Eosinophile
1 0,085 - 0,068 0,904 0,351
2 0,144 - 0,056 1,7 0,547
3 0,175 2,108 0,029 1,17 1,176
4 0,132 - 0,036 0,570 2,108
5 0,056 1,610 0,066 0,815 -

6 0,157 3,162 0,033 0,238 1,414
7 0,058 1,610 0,166 3,162 0,225
8 0,095 1,419 0,049 - 0,383
9 0,104 2,108 0,069 1,176 0,791
10 0,085 - 0,068 0,903 0,351
Mw 0,1 2,0 0,1 1,2 0,8
SD 0,04 0,63 0,04 0,85 0,63

139



Tabelle 68: Variationskoeffizient der jeweiligen Praparate beim dritten

Anhang

Differenzierungsdurchgang (10-mal jedes Préaparat)

Prdparat Lymphozyten Monozyten Segmentkernige Stabkernige  Eosinophile
1 0,068 - 0,042 3,162 0,418
2 0,102 - 0,041 3,162 0,408
3 0,148 - 0,029 1,165 1,000
4 0,138 - 0,029 0,457 1,610
5 0,056 - 0,080 0,768 2,108
6 0,129 - 0,040 0,168 1,291
7 0,056 1,405 0,174 3,162 0,311
8 0,129 1,7 0,061 - 0,346
9 0,08 2,108 0,063 1,748 0,602
10 0,068 - 0,042 3,162 0,418
Mw 0,1 1,7 0,1 1,9 0,9
SD 0,04 0,35 0,04 1,29 0,63
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Anhang

Absolute und relative Werte der basophilen und juvenilen Granulozyten zu den
jeweiligen Beprobungszeitpunkten

Fir die basophilen Granulozyten ergeben sich an den jeweiligen Tagen folgende Anzahlen N
an beprobten Studienkihen: N(-14)=139; N(3)=81; N(8)=167; N(28)=176; N(60)=171;
N(100)=63 fur die prozentualen Werte. Flr die absoluten Werte wurden folgende Anzahl an
Studienkihe einbezogen: N(-14)=138; N(3)=80; N(8)=166; N(28)=176; N(60)=170;
N(100)=61.

Bei den relativen Werten der juvenilen Granulozyten wurden an den jeweiligen Tagen
folgende Anzahlen N an Studienkihen beprobten: N(-14)=139; N(3)=81; N(8)=167;
N(28)=176; N(60)=171; N(100)=63. Fur die absoluten Werte wurden folgende Anzahl an
Studienkihe einbezogen: N(-14)=139; N(3)=80; N(8)=166; N(28)=176; N(60)=171;
N(100)=63.
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Abbildung 12: Basophiler Granulozytenanteil (in %) zu den jeweiligen
Beprobungszeitpunkten relativ zur Kalbung (in d)
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Abbildung 13: Basophile Granulozytenanzahl (in Gpt/l) zu den jeweiligen
Beprobungszeitpunkten relativ zur Kalbung (in d)
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Abbildung 15: Juvenile Granulozytenanzahl (in Gpt/l) zu den jeweiligen
Beprobungszeitpunkten relativ zur Kalbung (in d)

Tabelle 69: Mann-Whitney-U-Test zur Ermittlung des Einflusses von NGV auf die WBC
zu den jeweiligen Beprobungstagen

WBC zu den Beprobungstagen p-Wert
14d a.p. ,549
3d p.p. Berechnung nicht méglich
8d p.p. ,009
28d p.p. ,511
60d p.p. ,316
100d p.p. Berechnung nicht méglich

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,050.

Tabelle 70: Mann-Whitney-U-Test zur Ermittlung des Einflusses von NGV und
segmentkernigen neutrophilen Granulozyten (absolute Werte) fiir
die jeweiligen Beprobungszeitpunkte

Segmentkernige Granulozyten zu den p-Wert
Beprobungstagen
14d a.p. 734
3d p.p. Berechnung nicht méglich
8d p.p. ,000
28d p.p. ,762
60d p.p. 421
100d p.p. Berechnung nicht méglich

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,050.
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Tabelle 71: Mann-Whitney-U-Test zur Ermittlung des Einflusses von NGV auf
Monozyten zu den jeweiligen Beprobungstagen

Monozyten zu den Beprobungstagen p-Wert
14d a.p. ,040
3d p.p. ,355
8d p.p. ,075*
28d p.p. ,967
60d p.p. A77
100d p.p. ,837

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,050.

Tabelle 72: Zusammenhang zwischen Totgeburten und Lymphozyten fiir die jeweiligen
Beprobungszeitpunkte

Lymphozyten (in Gpt/l) t-Test

P Mittelwertdifferenz zwischen gesunden

und Kiihen mit Totgeburten

14d a.p. 0,935 -0,03306
3d p.p. 0,069* -1,09426
8d p.p. 0,900 0,05072
28d p.p. 0,511 0,23876
60d p.p. 0,331 -0,40777
100d p.p. 0,625 -0,21843
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Tabelle 73: Zusammenhang zwischen Totgeburten und WBC fiir die jeweiligen
Beprobungszeitpunkte

WBC zu den Beprobungstagen (in Gpt/l) p-Wert
14d a.p. 0,153
3d p.p. ,9632
8d p.p. 0,116
28d p.p. 0,110
60d p.p. 0,394
100d p.p. ,7002

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,050.

Tabelle 74: Zusammenhang zwischen Totgeburten und segmentkernigen neutrophilen
Granulozyten fiir die jeweiligen Beprobungszeitpunkte

Segmentkernige Granulozyten zu den p-Wert
Beprobungstagen (in Gpt/l)
14d a.p. 0,115
3d p.p. ,6292
8d p.p. 0,106
28d p.p. 0,180
60d p.p. 0,848
100d p.p. ,3002

Asymptotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,050.
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