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1 Einleitung

Eine bedarfsgerechte Spurenelementversorgung ist Voraussetzung fiir eine optimale
Herdengesundheit und -produktivitit. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, das Monitoring
der Spurenelementversorgung in die Bestandsbetreuung von Milchviehherden zu
integrieren. Insbesondere beim Auftreten unspezifischer Krankheitserscheinungen in einer
Milchviehherde werden zur Abkldrung der Verdachtsdiagnose

(X3

,»Spurenelementunterversorgung oder -versorgungsstorung‘‘ diagnostische Mallnahmen
eingeleitet. Das diagnostische Vorgehen wird iiblicherweise durch die Quantifizierung der
Spurenelemente in verschiedenen Probenmedien bestimmt. Aufgrund der hohen
Praktikabilitdt wird das Substrat Blut (Serum, Plasma, Vollblut) am hiufigsten eingesetzt.
Wesentlich seltener finden andere Substrate wie Leber oder Haar Verwendung. Die in der
Literatur flir die einzelnen Substratkonzentrationen aufgefiihrten Referenzbereiche sind
vielzéhlig und hochst variabel. Zumeist finden sich keine Angaben zum labortechnischen
Verfahren und der Bestimmungsmethode. Die tiergesundheitliche Relevanz der
auftretenden Abweichungen von den angewendeten Referenzbereichen ist oft schwierig
einzuschédtzen, da in der Regel eine bedarfsgerechte oder hohe Spurenelementversorgung
besteht und Normabweichungen sowohl bei verddchtigen als auch bei unverddchtigen
Herden auftreten (Gelfert und Staufenbiel 1998). Hierdurch wird die diagnostische
Eignung der verwendeten Substrate bzw. der Referenzbereiche in Frage gestellt.

Die vorliegende Arbeit setzt sich zum Ziel, die Spurenelementdiagnostik von Cu, Mo, Fe,
Zn, Mn und Se bei Milchkiihen transparenter zu machen und Empfehlungen zur
Diagnostik zu erarbeiten.

Hierzu sollen an einer bedarfsgerecht bis hochversorgten Population von Milchkiihen
Referenzbereiche, fiir die durch ICP-OES-Technik analysierten
Spurenelementkonzentrationen der Substrate Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber und
Haar erstellt werden. Weiterhin sollen durch die Ermittlung von Zusammenhédngen
zwischen den untersuchten Substratkonzentrationen und dem Verhalten der
Substratkonzentrationen im Laktationsverlauf unter Beriicksichtigung der aktuellen
Literatur Riickschliisse auf die diagnostische Eignung und Aussagekraft von
Spurenelementversorgung bzw. -status gezogen werden. Ferner soll die Eignung des
Poolprobenverfahrens fiir verschiedene Plasma- und Vollblutspuren-

elementkonzentrationen iiberpriift werden.



2 Literaturibersicht

2.1 Herdendiagnostik

Die wichtigsten Fragen, die mit der Spurenelementdiagnostik auf Herdenebene
einhergehen, sind, welche und wie viele Tiere in einer Herde zu untersuchen sind, welcher
statistische Ansatz zur Datenanalyse heranzuziehen ist, welche diagnostischen Indikatoren
genutzt werden, welche Referenzgrenzen diesbeziiglich zur Interpretation der
Analyseergebnisse verwendet werden und wie grof3 das Vertrauen in die Ergebnisse ist
(Herdt und Hoff 2011).

Sofern klinische Erscheinungen einen Verdacht auf einen Spurenelementmangel oder eine
-intoxikation lenken, sollten ausschliefllich die Verdachtstiere untersucht werden. Bei der
routinemiBigen Uberpriifung der Spurenelementversorgung sollten hingegen nur klinisch
unauffillige Tiere in die Untersuchung aufgenommen werden (Herdt und Hoff 2011).

Die Diagnostik auf Herdenebene ist nur sinnvoll, wenn eine angemessene Anzahl von
Tieren in die Untersuchung einbezogen wird (Herdt et al. 2000; Oetzel 2004; Herdt und
Hoff 2011). Die Bildung von vergleichbaren Kuhgruppen (gleiches Laktations- und
Gestationsstadium) wird von den meisten Autoren empfohlen (Payne et al. 1970; Rossow
et al. 1987; Ingraham und Kappel 1988; Herdt et al. 2000; Oetzel 2004).

Grundsétzlich werden zwei unterschiedliche Stichprobenverfahrenstests unterschieden.
Herdentestergebnisse ~ konnen  entweder anhand von  Abweichungen  des
Gruppenmittelwerts einer Stichprobe von einem Referenzmittelwert bewertet werden
(Willer 1982; Herdt et al. 2000) oder anhand des Verhéltnisses von Analysewerten einer
Stichprobe, die liber oder unter einem Referenzgrenzwert liegen (Oetzel 2004; Herdt und
Hoff 2011).

Die Grundlage fiir die Nutzung von Gruppenmittelwerten einer Stichprobe ist, dass
Milchkithe eines Laktationsstadiums, die wunter gleichen Fiitterungs- und
Haltungsbedingungen gehalten werden, einheitlich in der Auslenkung der zu
untersuchenden Analyten reagieren. Dieses konnten Willer et al. (1976) bei verschiedenen
Stoffwechselmetaboliten beobachten.

Bei der Nutzung von Stichprobenmittelwerten sind fiir die Stichprobenplanung
Informationen iiber den Verteilungstyp und den Schitzwert der Varianz (6°) des Analyten
erforderlich. Zudem miissen vorab das Risiko der Fehleinschitzung erster Art (o) und
zweiter Art (B) sowie die zu sichernde Mindestabweichung des Stichprobenmittelwerts

vom Referenzpopulationsmittelwert (ds) festgelegt werden (Willer 1982). Bei
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normalverteilten Analyten und solchen mit méBiger Schiefe ergibt sich bei bekannter
Varianz zur Berechnung des Stichprobenumfangs unter zweiseitiger Fragestellung

folgende Formel:
n = c7/d(uy - g2 + Uy )’

Die Werte fiir die wichtigsten Quantile der Normalverteilung ((u; - o2 + u; - 5)2) sind in
gingigen Statistikbiichern tabelliert aufgefiihrt (Willer 1982; Graf et al. 1998).

Rossow et al. (1987) empfehlen, die relevante Mindestabweichung des Mittelwerts der
Stichprobe mit einer Standardabweichung und o und B mit 10 % bzw. 5 % festzulegen.
Hierbei ergibt sich ein Stichprobenumfang der ungefihr n = 10 entspricht und nach
Auffassung der Autoren im Allgemeinen als ausreichend zu betrachten ist.

Der wesentliche Vorteil von Stichprobenmittelwerten gegeniiber Einzelwerten liegt darin,
dass sie durch Poolwerte ersetzt werden kdnnen. Fiir eine Vielzahl von Analyten ist davon
auszugehen, dass der Analysewert, der aus den Einzelproben hergestellten Poolprobe
gemessen wird, den gleichen Informationsgehalt beinhaltet, wie der Mittelwert der
analysierten Einzelproben (Lehwenich 1999; van Saun 2007). Dieses ist mit einer
erheblichen Reduktion der Analysekosten verbunden und vergrofert die Umsetzbarkeit
routinemafiger Untersuchungen in Milchviehherden (van Saun 2007).

Da sich der Mittelwert einer Stichprobe aus Einzelwerten zusammensetzt, die oberhalb und
unterhalb des Mittels liegen, ist davon auszugehen, dass die Referenzgrenzen der Mittel-
bzw. Poolwerte enger liegen als die der Einzelwerte (Herdt et al. 2000). Bisher sind
Referenzbereiche flir Spurenelementsubstratkonzentrationen allerdings nicht verfligbar
(Herdt und Hoff 2011).

Nach Willer (1982) werden zweiseitige Referenzgrenzen (Ry,) zur Beurteilung von
Stichprobenmittelwerten ~ wie  Konfidenzgrenzen aus dem  Mittelwert  der
Referenzpopulation (u), dem Standardfehler des Mittelwerts o/v/n und dem festgelegten

Quantil der Normalverteilung (u;. o) berechnet. Die entsprechende Formel lautet:

Rujo =+ (u1.42) 60

Bei der Verwendung von Einzelwerten sind bei der Stichprobenplanung die Grofe der zu

untersuchenden Population und Kenntnis der kritischen Prévalenz der Erkrankung



Literaturiibersicht

notwendig. Zudem muss die statistische Sicherheit des Erreichens der kritischen Pravalenz
vorab festgelegt werden (Dohoo et al. 2003). Die Formel zur Berechnung des

Stichprobenumfangs lautet hiernach wie folgt:

n=(1-o""MxN-PxN-1)2)

Die GroBBe der Population spielt hierbei nur eine geringe Rolle. Beispielsweise sind bei
einer PopulationsgroB3e (N) von 50 bis 1000 Tieren, einer kritischen Pravalenz (P) von 10
% bzw. 20 % und einer Konfidenz (1 - a) von 75 % im ersteren Fall 12 und im letzteren
Fall 6 bis 7 Tiere zu beproben. Legt man eine statistische Sicherheit von 95 % zugrunde,
sind im ersteren Fall 14 und im letzteren Fall 12 bis 14 Tiere zu untersuchen.

Als guter Grundstock wird von anderen Autoren unabhidngig vom
Stichprobentestverfahren ein zu untersuchende Gruppengrofle von n = 7 empfohlen (Payne
et al. 1970; Herdt et al. 2000).

Die Auswahl eines geeigneten diagnostischen Indikators hdngt von der Physiologie und
dem Metabolismus des jeweiligen Spurenelements ab und variiert mit dem Zweck der
Untersuchung (Herdt et al. 2000; Herdt und Hoff 2011).

Die in der Literatur verwendeten diagnostischen Indikatoren und die diesbeziiglich

ausgewiesenen Referenzwertangaben werden in den folgenden Kapiteln dargestellt.
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2.2  Kupfer

2.2.1 Physiologie und Metabolismus

In biologischen Systemen ist Kupfer im oxidierten (Cu®") und reduzierten (Cu”) Zustand
zu finden (Tapiero et al. 2003). Es wird fiir eine Vielzahl physiologischer Prozesse,
einschlieBlich der Neurotransmitter-Biosynthese, des oxidativen Stoffwechsels, des
Schutzes gegen reaktive Sauerstoffspezies und der Angiogenese bendtigt (Kuo et al. 2006;
Nose und Thiele 2010). Unter anderem bildet es das aktive Zentrum der Metalloproteine
Dopamin-B-Hydroxylase, Tyrosinase, Lysyl-Oxidase, Cytochrom-C-Oxidase und
Monoamino-Oxidase (Paynter 1987; Linder und Hazegh-Azam 1996; Broderius und
Prohaska 2009).

Die Absorption des Nahrungskupfers erfolgt bei allen Sdugetieren im Diinndarm, vor allem
im Duodenum und Jejunum. Kupfer wird liber den transmembranen Cu-Transporter Ctrl
entlang eines Konzentrationsgradienten durch die apikale Membran in die Mukosazelle
befordert, was die Reduktion von zweiwertigem Nahrungskupfer zu Cu’ durch eine
Metalloreduktase voraussetzt (Nose und Thiele 2010). Der Ctrl konnte bei verschiedenen
Nagerspezies, Schweinen und Menschen bereits nachgewiesen werden (Kuo et al. 2006;
Nose et al. 2010). Der Divalent Metal Transporter 1 (DMT1) ist ein weiterer potenzieller
Cu-Transporter in der apikalen Membran. Im Zytoplasma des Enterozyten wird Kupfer
entweder durch Kupferchaperone zur basolateralen Membran befordert oder an Glutathion
oder Metallothionein gebunden. An der basolateralen Membran gelangt es durch eine
kupferabhéngige ATPase energieabhingig ins Blut oder den Interstitialraum (Nose und
Thiele 2010).

Das resorbierte Kupfer wird im Blut sowohl an Albumin und Aminosduren gebunden als
auch in Form von Transcuprein zur Leber transportiert (Linder et al. 1999). Hier wird es
zur Synthese von Coeruloplasmin genutzt oder in Form von Metallothionein gespeichert
(Cousins 1985; Bremner 1987; Linder et al. 1998). Das Coeruloplasmin befordert Kupfer
in die verschiedenen Korpergewebe, wo es zur Biosynthese von Kupferschliisselenzymen
genutzt wird (Frieden 1986; Linder et al. 1998).

Die Kupferhomoostase wird bei Sdugetieren in unterschiedlichem Umfang durch Kontrolle
von Absorption, Speicherung und bilidrer Exkretion aufrechterhalten. Wiederkduer haben
im Vergleich zu Nicht-Wiederkduern eine geringe Kontrolle iiber die Absorption. Sie
speichern Kupfer bei nutritiver Uberversorgung in der Leber (Suttle 2010). Die

Resorptionsrate des Kupfers schwankt bei Wiederkduern zwischen 1 % und 10 %
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(Hidiroglou et al. 1990; Underwood und Suttle 1999). Die Exkretion des absorbierten
Kupfers erfolgt iiberwiegend iiber die Gallenfliissigkeit (Gooneratne et al. 1989; Gustafson
und Olsson 2004).

2.2.2 Mangel

Der Kupfermangel tritt als primdrer Mangel infolge einer unzureichenden
Kupferversorgung oder als sekunddrer Mangel infolge einer Storung der Resorption
und/oder einer Inhibierung der kupferhaltigen Enzyme auf (Gengelbach et al. 1994).

Ab einem Gehalt von weniger als 8 mg/kg TS in der Ration ist mit dem Auftreten eines
primdren Kupfermangels zu rechnen (Underwood 1977), wobei sich der Bedarf bei
Anwesenheit von Antagonisten im Futter erhoht. Die in der Literatur angegebenen
Empfehlungen fiir die Versorgung von Milchkiihen mit Kupfer sind in Tab. 1 dargestellt.
Die Atiologie des sekundiren Kupfermangels beruht bei Wiederkiiuern iiberwiegend auf
einer komplexen Wechselwirkung zwischen Kupfer, Molybdén, Schwefel und Eisen im
Pansen (Humphries et al. 1983; Suttle 1991; Mackenzie et al. 1997; Spears 2003; Gould
und Kendall 2011).

Bei Molybdén- und Schwefelexposition wird im Pansen die Bildung von Thiomolybdaten
(TMT) gefordert, welche mit Kupfer zu schwerloslichen, nicht resorbierbaren TMT-
Komplexen reagieren. Zudem koénnen durch Kupfer nichtabgesittigte TMT resorbiert
werden und sich in der Folge mit den kupferhaltigen Enzymen im Gewebe verbinden,
deren biologische Funktion dadurch gehemmt wird (Mackenzie et al. 1997). Ein Gehalt
von mehr als 5 mg Mo/kg TS oder ein Verhiltnis von Kupfer zu Molybdén kleiner 10 bis 6
zu 1 in der Futterration wird als kritisch angesehen (NRC 2005). Eisen in zweiwertiger
Form (Fe*") konkurriert mit Kupfer um den Transportmechanismus im Duodenum (Hansen
und Spears 2009). Ferner fiihrt eine Uberversorgung mit Eisen in Kombination mit
Schwefel zur Bildung von nicht resorbierbaren Kupfer-Eisen-Schwefel-Komplexen im
Pansen (Mackenzie et al. 1996). Als weitere Antagonisten werden Ag, Ca, Cd, Hg, P, Pb
und Zn genannt (Hidiroglou et al. 1990; Flachowsky 2000; NRC 2001).

Anzeichen eines Kupfermangels sind in der Regel unspezifisch und nicht pathognomisch
(Smart et al. 1992). Andauernder und starker Kupfermangel &uBlert sich in einer
Veridnderung der Haarfarbe, der Haartextur, einer verminderten Wachstumsrate, Animie,
Fruchtbarkeitsstorungen (Hidiroglou et al. 1990; Underwood und Suttle 1999; NRC 2001)
und verminderter Immunkompetenz (Arthington et al. 1996; Gengelbach und Spears 1998;
Cerone et al. 2000; Spears und Weiss 2008).
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Die Entwicklung des Kupfermangels kann in vier progressive Stufen eingeteilt werden:
Verarmung (Phase 1), Defizit (Phase 2), Dysfunktion (Phase 3) und Krankheit (Phase 4)
(Suttle 1986b; Underwood und Suttle 1999) (Abb. 1).

Wihrend der Verarmungsphase werden die in der Leber gespeicherten Kupferreserven
mobilisiert und in die Zirkulation abgegeben, wodurch der Plasmaspiegel konstant
gehalten wird. Die Phase des Defizits tritt nach Erschopfung des Leberkupferspeichers ein
und sie geht mit dem Absinken der Plasmakupferkonzentration (Pl-Cu) einher. Die
Abgrenzung der darauf folgenden dritten und vierten Phase ist schwierig. Sie sind von der
Abnahme der Konzentration bzw. Aktivitit der kupferabhdngigen Enzyme und dem

Auftreten der oben genannten klinischen Symptome gekennzeichnet.

Tab. 1: Empfehlungen zur Kupferversorgung von Milchkiihen (mg/kg TS).

ARC (1980) NRC (1989) NRC (2001) GfE (2001)

650 kg KG mit 40 1 Milch/Tag 10,7 10 15,7 10 - 20*
650 kg KG, 270. Triichtigkeitstag 13,9 10 13,7

*: Milchrinder.

Speicher  Transport Funktion
A (Leber-Cul) (Plasma-Cul) (Cytochromoxidase-C-Oxidase/,
Lysyloxidase|, Superoxiddismutase|)
100
L
o
E_ Klinische Anzeichen
8 Depigmentation,
g- Verlust der Haarstruktur,
N Herzversagen
’\\\\___
marginaler Status
A -
Entleerung Mangel Dysfunktion Krankheit ™

Zeit

Abb. 1: Abfolge der biochemischen Verdnderungen im Verlauf der Kupferverarmung nach
Underwood und Suttle (1999).
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2.2.3 Uberversorgung und Intoxikation

Je nach Hohe und Dauer der Nahrungskupferbelastung werden die akute und die
chronische Form der Kupfervergiftung voneinander unterschieden (NRC 2005; Dirksen et
al. 2000).

Erstere konnte durch die einmalige orale Aufnahme von 200 mg Cu/kg KG bei Rindern
provoziert werden (NRC 1980).

Die chronische Kupfervergiftung ist bei Wiederkduern ein zweiphasiger Prozess (Bremner
1998; Laven et al. 2004a). In der klinisch unauffilligen Kumulationsphase kommt es durch
fortgesetzte Aufnahme subtoxischer Kupfermengen zur Akkumulation von Kupfer im
Lebergewebe. Die anschlieBende Phase der hdmolytischen Krise setzt plétzlich ein und
verlduft (per)akut (Bremner 1998; Lopez-Alonso 2008). Sie ist durch das massenhafte
Auftreten von hepatozelluldren Nekrosen gekennzeichnet und geht mit erhdhten
Leberenzymaktivitidten (AST, GGT) und Kupferwerten groBer 3000 bis 20000 pg/l im
Plasma einher (Bidewell et al. 2000). Wéhrend der Akkumulationsphase kann es zu
subklinischen Intoxikationserscheinungen kommen, die sich in einer schlechteren
Futterverwertung und geringer Gewichtszunahme &duflern (Engle und Spears 2000;
Minervino et al. 2008). Die Empfanglichkeit flir eine Kupferintoxikation scheint von
verschiedenen Faktoren abhidngig zu sein, welche Tierart, Rasse, Alter und
Futterzusammensetzung einschlieBen (Bremner 1998). Junge Wiederkduer sind anfalliger
als adulte (Todd 1969).

Klinische Intoxikationsanzeichen schlieBen Anorexie, Lethargie, Ikterus und
Héamoglobinurie ein (Stogdale 1978; Perrin et al. 1990; Bradley 1993; Hamar et al. 1997;
Minervino et al. 2009). Nach Verfiitterung von 37,5 mg Cu/kg TS iiber den Zeitraum von
zwei Jahren konnte Bradley (1993) Intoxikationserscheinungen bei Milchkiihen
beobachten. Der maximal tolerierbare Kupfergehalt wurde von 100 mg/kg TS auf
40 mg/kg TS fiir Rinder herabgesetzt (NRC 2005).
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2.2.4 Diagnostik

2.2.4.1 Blut

Serum, Plasma, Vollblut

Das Vollblut beinhaltet neben dem freien und proteingebundenen Kupfer das in den
Erythrozyten inkorporierte Kupfer und gibt aufgrund der ausgedehnten biologischen
Halbwertszeit der Erythrozyten eher den historischen Versorgungsstatus wieder (Laven
und Livesey 2006). Das Verhdltnis zwischen erythrozytirem Kupfer und Plasmakupfer ist
anndhernd gleich (Paynter 1987).

Im Serum/Plasma liegt Kupfer iiberwiegend in Form des Enzyms Coeruloplasmin (Cp)
vor. Im Geringeren ist es an Albumin, Transferrin und Aminosduren gebunden. Die
Serumkupferkonzentration ist durch die Sequestrierung des Coeruloplasmins wihrend des
Gerinnungsprozesses geringer als die entsprechende Plasmakupferkonzentration (Paynter
1982). In einer Studie von Kincaid et al. (1986) entsprachen die Serumwerte bei
hochsignifikanter Korrelation (> = 0,99) 80 % bis 90 % der Plasmawerte. Hingegen fanden
Laven und Livesey (2006) einen geringeren Zusammenhang (> = 0,60) zwischen den
beiden Parametern. Aufgrund der groBen individuellen Schwankung des Kupferverlustes
bei der Gerinnung halten Paynter (1982) sowie Laven und Livesey (2006) Serum zur
Beurteilung des Kupferstatus fiir weniger geeignet.

Der Plasmaspiegel wird von verschiedenen Variabilititsfaktoren beeinflusst (Kincaid
2000). Zyklusstatus (Small et al. 1997), Infektionen (Paynter 1987), Stress (Nockels et al.
1993) und Genetik (Du et al. 1996) haben einen signifikanten Einfluss auf die Serum-
/Plasmakupferkonzentration von Rindern.

Bei hoher nutritiver Molybdin- und Schwefelbelastung (Mo > 8 mg/kg TS und S > 3 g/kg
TS) ist von einer Resorption von TMT auszugehen (Suttle 2008). Unter diesem Umstand
ziehen einige Autoren die Bestimmung des trichloressigséureldslichen Kupfers im Plasma,
der der totalen Plasmakupferkonzentration vor, da hierbei nur das metabolisch aktive und
nicht das durch TMT-Komplexe gebundene Kupfer quantifiziert wird (Suttle 2008;
Livesey et al. 2010).

Der Nutzen von Serum/Plasma als Diagnostikum héngt von der zu erwartenden Prévalenz
und Schwere des Kupfermangels ab (Vermunt und West 1994; Tessman et al. 2001;
Quiroz-Rocha et al. 2003). Geringe Plasmawerte sind fast immer die Konsequenz eines
starken Kupfermangels und Ausdruck eines entleerten Leberkupferspeichers (Milne et al.

1990; Tessman et al. 2001). Zum Nachweis einer chronischen Kupferiiberversorgung ist
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die Bestimmung der Serum-/Plasmakupferkonzentration allerdings ungeeignet (Lopez-
Alonso et al. 2006; Lopez-Alonso 2008). Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Serum-,

Plasma- und Vollblutkupferkonzentration von Rindern sind in Tab. 2 aufgefiihrt.

Tab. 2: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Serum-, Plasma- und Vollblutkupferkonzentration
von Rindern (ug/l).

Quelle Substrat | Defizitir = Marginal = Adéquat Toxisch
Herdt und Hoff (2011) S 600 - 1100
Spolders et al. (2010) S 510-1210
Ouweltjes et al (2007) 477 - 1144
Ohlschliiger (2006) S 510 - 1140
Vermunt und West (1994) S 500 - 1140
Suttle (1993) S > 480
Naylor et al. (1989) S <570
Maas (1987) S <500 700 - 1300 > 5000
Anke und Risch (1979) S > 650
Fiirll (2005) Pl 790 - 2080
McDowell (2003) Pl <600 600 - 1050
Bidewell et al. (2000) Pl 3200 - 20500
Kincaid (2000) Pl <200 500 - 700 700 - 900 >1200
Gelfert und Staufenbiel
(1998) Pl <450
Mackenzie et al. (1996) Pl <510 510-760 760 - 1460 > 1460
Rossow und Bolduan
(1994) Pl 800 - 1200
Suttle (1993) Pl <250 > 600
Smart et al. (1992) Pl <550 550-700 800 - 1200
Maas (1987) Pl <500 700 - 1300 > 5000
McDowell (2003) Vb <600 600 - 1050
Rogers (1996) Vb 448 - 559  600-681 682 -1232
Suttle (1993) Vb > 670

S :Serum, PI: Plasma, Vb: Vollblut.

Coeruloplasmin (Cp)

Das Coerulopasmin ist ein Kupfertransportprotein mit Oxidaseaktivitit, welches Fe*™ zu
Fe’*oxidiert und somit eine wichtige Funktion in der Himoglobinsynthese und im
Eisenmetabolismus besitzt (Cousins 1985). Das bovine Cp hat ein Molekulargewicht von
132 kDa und beinhaltet sechs bis acht Kupferatome (Cousins 1985; Spears und Weiss
2008), was einer Bindung von 75 bis 90 % des Plasmakupfers an das Cp entspricht
(Bingley und Dick 1969; Telfer et al. 1996). Die Halbwertszeit des Enzyms betrdgt 3 bis
5 Tage, wobei es konstant von der Leber synthetisiert und freigesetzt wird (Mackenzie et

al. 1997).

10



Literaturiibersicht

Die Bestimmung der Cp-Aktivitdt im Serum/Plasma wird grundsétzlich als gleichwertiger
Ersatz fiir die Bestimmung der Kupferkonzentration in den beiden Substraten bewertet
(Paynter 1987; Wikse et al. 1992; Ward und Spears 1997; Underwood und Suttle 1999).

Nach Verbrauch der Leberkupferreserven besteht eine enge Korrelation zwischen der Cp-
Aktivitdt und der Leberkupferkonzentration, was durch eine rapide Abnahme der Aktivitit
des Enzyms gekennzeichnet ist (Paynter 1987). Blakley und Hamilton (1985) konnten eine
hohe Korrelation zwischen der Cp-Aktivitit und der Kupferkonzentration im Serum
(r=10,83) sowie zwischen der Cp-Aktivitdit und der Kupferkonzentration im Plasma
(r=0,60) feststellen. Die Bestimmung ist allerdings weniger robust und wiederholbar als
die Bestimmung des Serum-/Plasmakupfers. Weiterhin ist zu beachten, dass das Cp ein
Akute-Phase-Protein ist (Barber und Cousins 1988; Laven et al. 2004b) und bei

Entziindungen stirker als das totale Plasmakupfer reagiert (Laven et al. 2007).

Erythrozyten-Superoxid-Dismutase (ESOD)

Die ESOD ist ein kupferabhingiges Enzym. Anndhernd 60 % des Kupfers in den
Erythrozyten sind mit der Aktivitdt des Enzyms assoziiert (Kincaid 2000). Das Enzym
katalysiert die Dismutation von Superoxidradikalen zu Wasserstoffperoxiden im Zytosol
(Halliwell und Guttridge 1999) und gehort somit zum Antioxidanssystem des Organismus.
Eine Aktivititsminderung weist auf einen starken und langandauernden Kupfermangel hin
(Paynter 1987; Wikse et al. 1992) (Abb. 1: Phase 3 und 4). Xin et al. (1991) konnten bei
einem Versuch mit Mastbullen nach achtmonatiger molybdéninduzierter Kupferverarmung
bei den Versuchstieren eine signifikant niedrigere mittlere ESOD-A gegeniiber den
Kontrolltieren nachweisen. Suttle und McMurry (1983) schlagen eine Kombination von
Superoxid-Dismutase-Aktivitdt, Haar- und Plasmakupferkonzentration zur zeitlichen

Einordnung des Kupfermangels vor (Tab. 3).

Tab. 3: Schema fiir den kombinierten Gebrauch dreier Kupferstatusindikatoren zur Diagnose
eines subklinischen und klinischen Kupfermangels nach McMurry und Suttle (1983).

ESOD-A Haar Plasma .
Beurteilun
mg/g Himoglobin mg/kg TS mg/l g
zeitlich begrenzter Mangel,
> 0.3 > 6,64 <059 Leistungsverbesserung unwahrscheinlich
ausgedehnter Mangel,
<03 <4,00 <059 Leistungsverbesserung wahrscheinlich
<03 <400 ~0.59 aktuelle Erholung des Kupferstatus oder

Infektion oder Stress

ESOD-A: Erythrozyten-Superoxid-Dismutase-Aktivitt.

11
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Weitere kupferabhingige Enzyme

Bei kupferdefizitiren Rindern konnte ein Aktivitdtsverlust verschiedener kupferabhéngiger
Enzyme, wie der Cytochrom-C-Oxidase (Boyne 1978; Cerone et al. 2000), der Plasma-
Diamin-Oxidase (Legleiter und Spears 2007) und der Lysyl-Oxidase (Kincaid 2000)

beobachtet werden. Referenzwerte wurden fiir Rinder bisher nicht etabliert.

Coeruloplasmin-Aktivitit-Plasmakupferkonzentration-Verhaltnis

Die Eignung des Coeruloplasmin-Aktivitdt-Plasmakupferkonzentration-Verhiltnisses wird
kontrovers diskutiert (Suttle 2008). Nach Telfer et al. (2006) und Kendall et al. (2001)
kann schon  bei milder =~ Molybdénexposition die Bestimmung der
Plasmakupferkonzentration zu einer falschen Aussage liber den Kupferstatus des Rindes
fiihren, da signifikante Mengen des metabolischen Kupferpools durch Bildung von Kupfer-
TMT-Komplexen biologisch nicht verfiigbar sind (Mackenzie et al. 1996). Absorbiertes
TMT fiihrt durch Komplexierung mit dem Coeruloplasmin zu einer Aktivititsverringerung
des Enzyms. Hierdurch verringert sich das Verhiltnis der
Coeruloplasmin-Aktivitdt zur Plasmakupferkonzentration, was nach der Ansicht von
verschiedenen Autoren (Kendall et al. 2001; Telfer et al. 2004; Telfer et al. 2006)
diagnostisch zum Nachweis einer molybdidnabhingigen Kupferverwertungsstérungen bzw.
einer Molybdénintoxikation genutzt werden kann. Hingegen wird der diagnostische Nutzen
des gebildeten Verhiltnisses von anderen Autoren angezweifelt (Quiroz-Rocha et al. 2003;
Laven et al. 2006; Suttle 2008). Diese Methode bietet nach Laven et al. (2007) gegeniiber

konventionellen Methoden keinen Vorteil.

2.2.4.2 Leber und Niere

Das Lebergewebe wird als Goldstandard zur Beurteilung des Kupferstatus von
Wiederkauern betrachtet (Wikse et al. 1992; Clark und Ellison 1993; Auza et al. 1999;
Minatel und Carfagnini 2002; Lopez-Alonso 2008; Balemi et al. 2010). Als Speicherorgan
spiegelt die Leber die vorrausgegangene Kupfersupplementierung wider, aber nicht
notwendigerweise den funktionellen Kupferstatus (Suttle 1986b; Laven und Livesey 2006).
Demzufolge wird die Phase der Kupferverarmung (Phase 1) besser wiedergegeben als die
Phasen des Defizits, der Dysfunktion und der Krankheit (Phase 2 bis 4) (Suttle 1986a)
(Abb. 1). Ein definitiver unterer Lebergrenzwert, unter dem die Leistung und Gesundheit
von Rindern voraussichtlich gestort ist, kann nach Suttle (1986b; 2010) daher nicht

festgelegt werden. Nach seiner Auffassung sind Rinder ab einer Kupferkonzentration von 6
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bis 20 mg/kg TS einem Risiko und ab einer Konzentration von weniger als 6 mg Cu/kg TS
in der Leber einem hohen Risiko ausgesetzt, eine kupferabhidngige Stérung mit oben
beschriebenen Symptomen zu entwickeln. Claypool et al. (1975) beobachteten bei
Rindern, dass nur Leberkupferkonzentrationen geringer 40 mg/kg TS mit einer
Plasmakupferkonzentration kleiner 500 pg/l assoziiert waren, was nach Hansen et al.
(2008) auf einen unzureichenden Leberspeicher zur Aufrechterhaltung des
Plasmakupferspiegels hinweist.

Nach Lopez-Alonso (2008) ist die Bestimmung des Leberkupfergehaltes momentan die
einzige verfiigbare Methode, um eine chronische, subklinische Kupferakkumulation bei
Rindern nachzuweisen. Die Festlegung einheitlicher = Grenzwerte fiir die
Leberkupferkonzentration zur Abgrenzung einer addquaten Kupferversorgung,
subklinischer Intoxikation und Intoxikation erscheint allerdings ebenfalls schwierig (Tab.
4). In den meisten Fillen sind klinische Erscheinungen mit Kupfergehalten groBer 1000
mg/kg TS in der Leber assoziiert (Underwood und Suttle 1999). Minervino et al. (2008)
konnten bei Rindern eine erhohte GGT-Aktivitit ab einem Lebergehalt von 1000 mg
Cu/kg TS feststellen, was fiir eine beginnende Leberzellschdadigung sprechen kann.

Die Nierenkupferkonzentration bietet im Vergleich zur Leberkupferkonzentration keinen
Vorteil zum Nachweis eines Kupfermangels, aber sie ist niitzlich zur Diagnose einer
Kupferintoxikation = (Paynter 1987). Referenzgrenzen wund -bereiche fiir die

Nierenkupferkonzentration von Rindern sind in der Tab. 5 aufgefiihrt.

Tab. 4: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Leberkupferkonzentration von Rindern (mg/kg TS).

Quelle Defizitir Marginal Adiquat Toxisch
Herdt und Hoff (2011) 50 - 600
Grace et al. (2010) <22 22,3-118 > 940 (Risiko)
Ouweltjes et al.(2007) <25 25-100 100 - 600 > 800
Suttle (2010) <6 6-20
Lopez-Alonso (2008) > 438
Fiirll (2005) 30-350
McDowell (2003) 100 - 400
Bidewell et al. (2000) > 508
Kincaid (2000) <33 33-125 125 - 600 > 1250*
Puls (1994) 2-37 19-93 93-370 > 025
Vermunt und West (1994) >22
Maas (1987) <25 25-100 >2000
Claypool et al. (1975) <40
Smith und Coup (1973) <5
Ammerman (1970) <25 100 - 300
*: variabel.
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Tab. 5: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Nierenkupferkonzentration von Rindern (mg/kg

T8S).
Autor Defizitir Marginal Adiquat Toxisch
Bidewell et al. (2000) >41]
Puls (1994)* 1-5 5-5,5 4-6 10-122
Suttle (1986a) 12,7 - 19,1 > 25,4 (Cortex)

*: in mg/l Feuchtsubstanz.

2.2.4.3 Haar

Das Haar wird als geeigneter Indikator angesehen, um einen Kupfermangel beim Rind
nachzuweisen (Anke und Risch 1979). Im Vergleich zum Substrat Plasma vollzieht sich
die Verdnderung der Haarkupferkonzentration wahrend einer Kupferverarmung und
-auffiillung langsamer (Suttle und Angus 1976). Suttle und McMurry (1983) bevorzugen
daher die Haarkupferkonzentration zum Nachweis von kupferabhdngigen Stérungen, da sie
trager auf eine Kupferverarmung reagiert und somit eine engere Korrelation zu klinischen
Erscheinungen hat (Phase 3 und 4). Die Haarkupferkonzentration verhilt sich sensitiv bei
Verdnderung der Leberkupferreserve unter 20 mg/kg TS (Kellaway et al. 1978). Kellaway
(1978) und Suttle und McMurry (1983) konnten in Kupferdepletionsversuchen bei Kilbern
einen zeitlich linearen Abfall der Haarkupferkonzentration im Vergleich zu einem
exponentiellen Abfall der Plasmakupferkonzentration beobachten. Referenzgrenzen und

-bereiche fiir die Haarkupferkonzentration von Rindern sind in der Tab. 6 aufgefiihrt.

Tab. 6. Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Haarkupferkonzentration von Rindern (mg/kg TS).

Quelle Defizitiir Marginal Adiquat
Fiirll (2005) 6,6 - 10,4
Puls (1994) 1,0-6,7 43-83 6,7-32
Maas (1987) >6,0
Anke und Risch (1979) >6,0
Kellaway et al (1978) <4
Wiesner (1970) 8-15
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2.3 Molybdin

2.3.1 Physiologie und Metabolismus

Molybdin befindet sich im Periodensystem in der gleichen Hauptgruppe wie Chrom und
Wolfram und weist mit letzterem vergleichbare chemische Eigenschaften auf. Als
vielseitiges Element besitzt es verschiedene Oxidationsstufen. Wéhrend die niedrigen
Oxidationsstufen (Mo” bis Mo®") nicht in biologischen Systemen vorkommen, bildet drei-
bis sechs-wertiges Molybddn eine Reihe von Komplexen mit Sauerstoff- oder
Stickstoffdonorliganden und mit Halogenen. Im Boden und Grundwasser liegt Molybdén

vorwiegend in Form des Molybdat-Anions (MoO? , ) vor (Burguera und Burguera 2007).

Molybdin bildet das aktive Zentrum der Enzyme Aldehydoxidase, Sulfitoxidase und
Xanthinoxidase (Cao et al. 2010; Buitkamp et al. 2011) und ist wahrscheinlich essenziell
fiir alle hoheren Tiere (Johnson 1997). Die Absorption des Molybdins (Mo*") erfolgt beim
Wiederkduer entlang der Duodenalmucosa durch einen sittigbaren, carrier-vermittelten
Transport (Mason und Cardin 1977). Die Resorptionsrate des Molybdédns hédngt im
Wesentlichen von der chemischen Form ab (Vyskoc¢il und Viau 1999). Wasserlosliche
Molybdéinverbindungen wie Natrium- und Ammoniummolybdidnat werden von
Wiederkduern gut resorbiert (Grace und Suttle 1979). Die Ergebnisse von Swan et al.
(1998) suggerieren dariliber hinaus bei exzessiver Molybddnzufuhr einen nicht séttigbaren,
passiven Resorptionsvorgang. Das absorbierte Molybdidn wird in Form von Molybdaten
spezifisch an ein a,-Makroglobulin gebunden und transportiert. Des Weiteren liegt es mit
dem Protein Spectrin an die Erythrozytenmembran assoziiert im Blut vor (Barceloux
1999b). Als Speicherorgane werden Knochen, Leber, Niere und Milz genannt (Dirksen et
al. 2006). Die Ausscheidung des Molybdins erfolgt sowohl iiber die Faeces als auch iiber
den Harn, wobei letzter bei hoher Molybdénversorgung eine bedeutende Rolle spielt

(Barceloux 1999b; Suttle 2010).

2.3.2 Mangel

Ein natiirlicher Mangel wurde bei Rindern bisher in der Literatur nicht beschrieben. Anke
et al. (1985) konnten durch Verfiitterung einer halbverarmten Molybdanration (24 pg
Mo/kg TS) an Ziegen einen primdren Molybdinmangel erzeugen, der sich durch
vermindertes Wachstum, geringere Reproduktionsleistung und erhdhte Sterblichkeit bei

Lammern und Muttertieren dullerte.
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2.3.3 Uberversorgung und Intoxikation

Neben der antagonistischen Wirkung auf die Kupferhomdostase hat Molybdan eine direkt
toxische Wirkung bei Wiederkduern. Als klinische Anzeichen einer Molybdanosis werden
beschrieben: steifer, schwankender Gang, Lahmheit und Haardepigmentation (Majak et al.
2004; Majak et al. 2006), Anorexie, Durchfall und Gewichtsverlust (Ward 1978;
Lesperance et al. 1985; Majak et al. 2004) sowie Reproduktionsstorungen in vivo
(Phillippo et al. 1987) und vitro (Kendall et al. 2006). In verschiedenen Versuchen konnten
durch halbverarmte Kupferrationen, ab einem Rationsgehalt von 5 mg Mo/kg TS,
schlechtere Immunfunktionsindices bei Kélbern, Mastbullen und Milchkiihen festgestellt
werden (Ward und Spears 1997; Gengelbach und Spears 1998). Die maximal tolerierbare
Molybdinkonzentration im Futter wurde vom NRC (2005) auf 5 mg/kg TS Futter fiir
Rinder festgelegt. Ein Kupfermolybdénverhidltnis von unter 2 zu 1 im Futter erhoht das
Risiko einer Molybdinvergiftung bei Rindern (Miltimore und Mason 1971; Raisbeck et al.
2006), besonders in Zusammenhang mit einer Futterschwefelkonzentration von tiber 3 g/kg
TS. Unabhédngig von der Kupfersupplementierung erzeugen 100 mg Mo/kg TS
Intoxikationserscheinungen bei Rindern (Lesperance und Bohman 1963; NRC 2005).

2.3.4 Diagnostik

Die klinischen Anzeichen einer Molybdédnose und eines Kupfermangels sind schwierig
abgrenzbar. Hiufig geht die Entstehung einer Molybdadnose unter natiirlichen Bedingungen
mit einem Kupfermangel beim Wiederkduer einher. Daher steht die Diagnostik des
sekundidren Kupfermangels unter Praxisbedingungen im Vordergrund. Hierbei wird die
Diagnose durch abweichende Kupferstatusindices gefiihrt und durch hohe
Molybdéinkonzentration oder ein geringes Kupfer-Molybddn-Verhiltnis im Futter
atiologisch begriindet. Bei auf molybddankontaminierten Weiden gehaltenen Rindern
konnten Raisbeck et al. (2006) erhohte Gewebekonzentrationen an Molybdén nachweisen,
aber nicht mit Intoxikationserscheinungen in Verbindung bringen. Suttle (2010) folgert aus
diesen Ergebnissen, dass es keinen spezifischen biochemischen Test gibt, um eine
Molybdénose nachzuweisen. Referenzgrenzen und -bereiche aus der Literatur sind fiir die
Substrate Serum, Plasma, Leber und Haar in Tab. 7 aufgefiihrt.

Da unter Feldbedingungen kein Molybdidnmangel bei Wiederkduern auftritt, sind keine

Referenzuntergrenzen fiir Gewebekonzentrationen etabliert (Kincaid 2000).
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2.3.4.1 Blut

Der Blutmolybdénspiegel reflektiert die aufgenommene Menge des Nahrungsmolybdéns
von Rindern (Clawson et al. 1972; Ward 1978; Gardner et al. 2003; Raisbeck et al. 2006).
Nach einmaliger Aufnahme von molybdankontaminiertem Futter (7,4 g Mo/kg TS) konnte
eine bis zu 430fach erh6hte Molybdénkonzentration im Plasma von Mastbullen festgestellt

werden (Swan et al. 1998).

2.3.4.2 Leber

Hohe Molybdénfuttergehalte in Verbindung mit einer geringen Kupferzufuhr fithren zur
Akkumulation von Molybdén in der Leber (Clawson et al. 1972; Lesperance et al. 1985;
Xin et al. 1991; Majak et al. 2004; Raisbeck et al. 2006; Pinto-Santini et al. 2007). Die
tiber 8 Monate dauernde Verfiitterung von 10 mg Mo/kg TS in einer kupferverarmten
Ration fiihrte bei Mastbullen zu einer vierfach hdéheren Molybdénkonzentration
(15,98 mg/kg TS vs. 3,61 mg/kg TS) und einer 16fach geringeren Kupferkonzentration im
Lebergewebe als bei der Kontrollgruppe (Xin et al. 1991). In einer Untersuchung von
Majak et al. (2006) konnte bei molybddnexponierten Weiderindern eine vermehrte
Inzidenz von Durchfall und Lahmheit mit erhdhten Leber- und Serummolybdanwerten in

Verbindung gebracht werden.

2.3.4.3 Haar

Grundsitzlich spiegelt das Deckhaar nach Anke und Risch (1979) sowohl einen
Molybddnmangel als auch eine Molybdédnose zuverlédssig wider. Selbst die Einwirkung der
Mo-Antagonisten Kupfer, Schwefel und Wolfram wird nach Auffassung der Autoren
durch den Haarmolybdéngehalt reflektiert.

Tab. 7: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Molybddnkonzentration diverser Gewebe von

Rindern.
Quelle Substrat | Einheit Adiquat Toxisch
Herdt und Hoff (2011) Leber ng/kg TS 1000 - 4000
Ouweltjes et al. (2007) Leber pg/kg TS 2000 - 4000 > 7000
Grotelueschen et al. (2001) Leber ng/kg TS 500 - 5000
Puls (1994) Leber ng/kg TS 520 - 5200 > 7400
Herdt und Hoff (2011) Serum ng/l 2-35
Puls (1994) Plasma ng/l 10 - 100 > 100
Anke und Risch (1979) Haar ng/kg TS > 3500
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2.4 Eisen

2.4.1 Physiologie und Metabolismus

Eisen fungiert im tierischen Organismus {iberwiegend als Bestandteil des Héms in
Héamoglobin und Myoglobin. Es wird zudem als Kofaktor fiir verschiedene Enzyme
benodtigt, wie der Cytochromoxidase, der Myeloperoxidase, der Katalase und des
Cytochroms P-450 (Aisen et al. 1999; NRC 2001; Weiss 2010). Das retikuloendotheliale
System von Leber und Milz sowie das Knochenmark bilden die Eisenspeicher des Korpers
(McDowell 2003; Harvey 2008). In diesen Geweben bilden Ferritin und Hdmosiderin die
zelluldren Speicherformen des Eisens.

Eisen wird im Duodenum durch aktiven Transport absorbiert. Die Eisenresorption setzt die
Reduktion von Fe’ zu Fe*" voraus, da lediglich zweiwertiges Eisen aktiv resorbiert werden
kann (Flachowsky 2000). Die Passage aus dem Darmlumen durch die apikale Membran
der Enterozyten wird pH-abhdngig mit Hilfe eines speziellen Eisentransporters, des
Divalent Metal Transporters 1 (DMT1), bewerkstelligt (Nemeth et al. 2004). An der
basolateralen Membran wird Fe*" unter ATP-Verbrauch mit Hilfe des transmembranen
Eisentransporters Ferroportin 1 ins Portalblut ausgeschleust. Durch die membranstindige
kupferabhingige Ferroxidase Hephistin wird Fe*" hierbei zu Fe’* katalysiert (Steele et al.
2005). Apotransferrin nimmt im Plasma zwei Ionen Fe'* auf, um sie zu den
Speichergeweben zu befordern, wo sie mittels des Transferrin-Releasing-Faktors in die
Zellen aufgenommen werden (Steele et al. 2005; Han 2011).

Bei physiologischem Eisenspeicher wird der Korpereisengehalt durch Recycling des
Eisens relativ konstant gehalten (Boila 1987; McDowell 2003). Weder die renale noch
faccale Exkretion haben eine nennenswerte Bedeutung zur Aufrechterhaltung der
Eisenhomoostase (Grassman und Kirchgessner 1973).

Den bedeutsamsten Homdostasemechanismus des Eisenmetabolismus stellt die Regulation
der Eisenabsorption dar, welche im Verhédltnis zum Korpereisenspeicher via Hepcidin
erfolgt (Verga Falzacappa und Muckenthaler 2005; Beard und Han 2009). Hepcidin hemmt
durch die Internalisierung und Zerstorung des Ferroportin 1 den Transport des Eisens
durch die basolaterale Membran (Nemeth et al. 2004).

Hansen et al. (2010a; 2010b) konnten die eisenregulatorischen Proteine DMT]I,
Ferroportin, Hephédstin und Hepcidin erstmals bei Rindern nachweisen, was fiir eine starke
Homologie des Eisenstoffwechsels bei Sdugetieren spricht. Van Bruwaene et al. (1984)

gibt die Resorptionsrate des Futtereisens fiir adulte Rinder mit 0,5 % bis 2 % an.
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2.4.2 Mangel

Unter natiirlichen Bedingungen ist bei adulten Wiederkduern mit einem Eisenmangel nicht
zu rechnen. 50 mg Fe/kg TS werden bei ruminierenden Rindern jeglicher
Produktionsrichtung als ausreichende Versorgung angesehen (Tab. 8).

Bei ausschlieBlich milchgetrdnkten Kidlbern hingegen tritt der Eisenmangel hdufig auf
(Mollerberg 1975; Lindt und Blum 1994a; NRC 2001; Mohri et al. 2004), da die
vorgeburtlich angelegten Eisenreserven des Foetus bei Trankung mit Vollmilch (3 mg
Fe/kg TS (Bremner und Dalgarno 1973), 1 mg Fe/kg TS (Suttle 2010)) nicht ausreichen,
um das Auftreten von Mangelerscheinungen zu verhindern (GfE 2001). Die Arbeiten von
Bernier et al. (1984) und Lindt und Blum (1994b) zeigten, dass die Verfiitterung einer fiir
adulte Tiere ausreichenden Ration von 39 mg Fe/kg TS bzw. 50 mg Fe/kg TS an
praruminante Kéilber zwar zu keiner Wachstumsretardierung fiihrte, allerdings leichte
Andmiesymptome und Hellfleischigkeit des Schlachtkorpers zur Folge hatte.
Grundsitzlich besteht Ubereinstimmung dariiber, dass junge Wiederkiuer einen hoheren
Eisenbedarf haben als adulte (Mohri et al. 2004; Eisa und Elgebaly 2010).

Die FEisenmangelanimie ist mit zahlreichen klinischen Symptomen assoziiert,
einschlieBlich blasser Schleimhéute, Lethargie, allgemeiner Schwiche,
Wachstumsretardierung und erhohter Krankheitsanfélligkeit (Gygax et al. 1993; Volker
und Rotermund 2000; Heidarpour Bami et al. 2008; Eisa und Elgebaly 2010).

Die Entwicklung des Eisenmangels ldsst sich in drei (Johnson 1990) bzw. vier Phasen
(Suttle 2010) einteilen. Die erste Stufe ist durch eine Verringerung des Eisenspeichers in
Leber, Milz und Knochenmark gekennzeichnet (Verarmung). In der zweiten Phase kommt
es zu einem Abfall des Transporteisens, charakterisiert durch einen Abfall der Serum-
/Plasmaeisenkonzentration, eine Erhéhung der totalen Eisenbindungskapazitit und eine
Verringerung der Transferrinséttigung (Mangel). Die hypochrome mikrozytire Anédmie ist
die dritte Phase (Krankheit) des Eisenmangels nach Johnson (1990). Suttle (2010) fiigt
zusdtzlich die Phase der Dysfunktion ein, welche durch die Abnahme der Aktivitét
eisenabhingiger Enzyme gekennzeichnet ist und der klinischen Phase vorausgeht (Abb. 2).
Die Aufnahme von hohen Gehalten an Zn, Cu, Co, Cd, Mn und P kann mit der Resorption
des Eisens interferieren, was allerdings unter natiirlichen Bedingungen bei ruminierenden

Wiederkéduern keine Bedeutung auf die Eisenhomdostase hat.

Tab. 8: Empfehlungen zur Eisenversorgung von Milchkiihen (mg/kg TS).

NRC (1989) NRC (2001) GfE (2001)

50 15-25 50

19



Literaturiibersicht

Speicher Transport Funktion
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Abb. 2:  Abfolge der biochemischen Verdnderungen im Verlauf der Eisenverarmung nach Suttle
(2010).

2.4.3 Uberversorgung und Intoxikation

Hohe diitetische Eisengehalte, die in Wiederkduerrationen keine Seltenheit sind
(McDowell 2003), konnen einen negativen Effekt auf die Absorption von anderen
Spurenelementen haben, vor allem auf die Absorption von Kupfer (Standish et al. 1969;
Standish et al. 1971; Graham 1991; Hansen und Spears 2009). Neben hohen
Eisenkonzentrationen in verschiedenen Futterbestandteilen wird der Eintrag von Erde ins
Futtermittel als wesentliche Quelle hoher Gehalte angesehen (Underwood und Suttle 1999;
McDowell 2003). Die Toxizitét der natiirlichen Eisenquellen wird als gering eingeschitzt,
weil es iiberwiegend in oxidierter, nicht 16slicher Form (Fe’*) vorliegt (Andrews und Smith
2010; Suttle 2010). Die Ursache der antagonistischen Wirkung von Eisen auf andere
zweiwertige Kationen wird vorwiegend auf der Ebene des DMT 1 angenommen (Hansen
et al. 2010b), welcher potentiell ebenfalls Cu2+, Mn2+, Cd2+, Co*" und weitere zweiwertige

Kationen transportiert (Mackenzie et al. 2007), aber eine hohere Affinitdt zu Fe*" hat.
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Die direkt toxische Wirkung geht von freien Eisen(Il)ionen aus, welche dazu neigen, durch
einen Einfachelektroneniibertrag freie Radikale zu generieren und dadurch zelluldre
Komponenten wie Proteine, Lipide und Nukleinsduren zu schidigen (Bleackley et al.
2009).

Die bisher einzige Beschreibung einer natiirlichen Eisenvergiftung bei Rindern wurde von
Hartley et al. (1959) gegeben. Unter experimentellen Bedingungen konnten Jenkins und
Hidiroglou (1987) bei Verfiitterung von 5000 mg Fe/kg (Eisensulfat) bei Kdbern neben
einer geringeren Gewichtsentwicklung eine reduzierte Protein- und
Trockenmasseverdaulichkeit beobachten. Koong et al. (1970) zeigten, dass die
Verfiitterung von 4000 mg Fe/kg TS (Eisencitrat) iiber sechs Wochen hinweg bei Kilbern
zu einer geringen Gewichtsentwicklung und Durchfall fiihrten; 1000 mg Fe/kg TS wurden
hingegen ohne Leistungseinbullen toleriert. Der maximal tolerierbare Eisenghalt wird vom

NRC (2005) mit 500 mg/kg TS angegeben.

2.4.4 Diagnostik

Anfangliche Symptome der Sideropenie, wie die Futteraufnahmedepression, sind bei
Wiederkduern durch biochemische Parameter schwierig zu identifizieren (Bremner et al.
1976). Allerdings ist die durch chronischen Eisenmangel bedingte mikrozytire Andmie
durch verringerte = Hamoglobinkonzentration (Hb) und erniedrigtes mittleres
Erythrozyteneinzelvolumen (MCV) (MCV = Héamatokrit/Erythrozytenanzahl) von ihren
Vorstufen abzugrenzen und durch die Bestimmung der Ferritinkonzentration von der durch

chronische Erkrankungen bedingten Anédmie unterscheidbar (Tab. 9).

Tab. 9: Kriterien zur Abgrenzung verschiedener Eisenmangelzustinde und der Andmie
chronischer Erkrankungen nach Hastka et al. (1994) und Johnson (1990).

eisenmangel- eisenmangel- Animie
Parameter Eisenmangel abhéngige abhingige chronischer
Erythropoesis Animie Erkrankungen
Knochenmarkseisen l l } ubis 1
Serumferritin ! } ubis 1
Serumeisen u ! } !
Zinkprotoporphyrin u T T T
Transferrinsittigung u ! l !
H:imoglobin u u } !
MCV u u | l

u: unverandert, |: erniedrigt, 1: erhdht.
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Zur weiteren Differenzierung eisenabhéngiger Storungen sind die Bestimmung der

Transferrinsattigung (TfS), der totalen Eisenbindungskapazitit (TEBK), der ungesittigten

Eisenbindungskapazitit (UEBK) und der Zinkprotoporphyrinkonzentration zielfithrend
(Johnson 1990; Hastka et al. 1994; Weiss 2010). Zudem findet die Messung der

Lebereisenkonzentration bei Wiederkduern Verwendung (O'Toole et al. 2001; Maas 2007;

Suttle 2010). Die Referenzwertangaben zu verschiedenen Eisenstatusindizes flir Rinder

sind in Tab. 10 aufgefiihrt.

Tab. 10: Referenzmedien, -grenzen und -bereiche fiir verschiedene Eisenstatusindikatoren von

Rindern.
Quelle I(I;E(::ll;;tl(g Defizitiir Adiquat Toxisch
Herdt und Hoff S-Fe (ng/) 900 - 2700
(2011) L-Fe (mg/kg TS) 140 - 1000
Suttle (2010) S-Fe (ng/) <500 - 1000* > 6000 - 18000*
L-Fe (mg/kg TS) <100 - 150* > 1000
S-Ferritin (ug/l) >80
S-TEBK (ng/l) 2280 + 560
S-UEBK (%) > 74
Maas (2007) | S-Ferritin (ng/l) 2-10 30-50 >80
L-Fe (mg/kg TS) <166 167 - 1100 > 1850
Ouweltjes et al. S-Fe (ug/l) 781 -2513
(2007) L-Fe (mg/kg TS) <100 150 - 1000 > 2000
Fiirll (2005) S/P1-Fe (ng/l) 726 - 1843
L-Fe (mg/kg TS) > 540
Kincaid (2000) S-Fe (ng/) 150 - 1200 1300 - 2500 > 4000
S-Ferritin (ug/1) 2-10 30-50 > 80
Ni-Fe (mg/kg FS) <20 30-150 >49
L-Fe (mg/kg TS) <40 167 - 1100 > 500
Gelfert und S/P1-Fe (ng/l) 1200 - 2800
Staufenbiel | L-Fe (mg/kg TS) 167 - 1100
(1998) S-TEBK (ug/l) 1860 - 2698
S-Ferritin (ng/l) 30-50
Puls (1994) S-Fe (ug/) 150 - 1300 1300 - 2500 > 18000
L-Fe (mg/kg TS) <111 167- 1100 > 33300
S-Ferritin (ng/l) 2-10 30-50 >80
H-Fe (mg/kg TS) 20 -40 59-200
BORI‘(;?;’;V (‘1';‘;1 " S/PI-Fe (ug/l) 1201 - 1826
McDowell (1976) S-Fe (ng/l) > 1100
Kolb (1963) S-Fe(ug/l) 630 - 1670
S-TEBK (ng/l) 2470 - 4910

S: Serum, Pl: Plasma, L: Leber, H: Haar, Ni: Niere, Hb: Hamoglobin,
Eisenbindungskapazitit, UEBK: ungesattigte Eisenbindungskapazitit, *: variabel.
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2.4.4.1 Blut

Die Messung der totalen Serum/Plasmaeisenkonzentration beurteilt den Transportpool
(Weiss 2010), wihrend die Bestimmung von Ferritin im Serum aufgrund der hohen
Korrelation zu den Korpereisenreserven den Speicherpool beurteilt (Miyata und Furugouri
1987; Atyabi et al. 2006; Maas 2007). Andmische Kélber weisen typischerweise neben
einer verringerten Transferrinsittigung und einer erhdhten totalen Eisenbindungskapazitét
erniedrigte Plasmaeisenwerte auf (Smith 1997) (Tab. 9).

Die Hypoferrimie ist allerdings auch mit akuten und chronischen Entziindungsprozessen
bei Wiederkduern assoziiert (Erskine und Bartlett 1993; Scaletti et al. 2003; Zebeli et al.
2010), was aus einer Hemmung der Transferrinsynthese (negative Akute-Phase-Reaktion)
resultiert (Ceron et al. 2005). Zudem verursacht die Injektion von Dexamethason bei
Rindern eine Verringerung der Serumeisenkonzentration (Weeks et al. 1989).

Eisenwerte sind nicht nur bei Eiseniiberladung erhoht, sondern auch bei hdmolytischen
Andmien (Weiss 2010), welche sich bei Kilbern nach der Infektion mit Theileria sergenti
beobachten lieBen (Watanabe et al. 1998).

Puls (1994) vermerkt, dass Serumwerte infolge des Eisenaustritts wéhrend der Gerinnung

hoher sind als Plasmawerte.

2.4.4.2 Leber und andere Gewebe

Der Status der Korpereisenspeicher kann direkt durch Messung der Eisenkonzentration in
verschiedenen Organen beurteilt werden. Die Bestimmung des Nicht-Hédmeisens (Ferritin
und Hadmosiderin) in Knochenmark, Leber und Milz wird in der Literatur der Messung der
totalen Eisenkonzentration in diesen Organen vorgezogen, da die totale Eisenkonzentration
in den Geweben auch Nicht-Speichereisen (Hdmoglobin, Myoglobin und hidmbhaltige
Enzyme) mit einschlieBt (Harvey 2008). Bei eisendefizitiren Kélbern bemisst das
Héameisen 60 % des totalen Lebereisens (Bremner und Dalgarno 1973). Nicht-Hédmeisen
kann durch Saureextraktion von Hidmeisen getrennt werden und anschlieBend
kolorimetrisch quantifiziert werden (Smith 1997).

Trotz der oben beschriebenen Einschriankung sehen verschiedene Autoren die Bestimmung
der totalen Eisenkonzentration des Lebergewebes als zuverldssigen Indikator der
Korpereisenreserven an (Wensing et al. 1986; Maas 2007; Suttle 2010).

Die in Tab. 11 aufgefiihrten Fiitterungsversuche zeigen, dass eine nutritive Eisenbelastung
durch die Bestimmung der totalen Leber- und Milzeisenkonzentration angezeigt wird.

Andere Gewebe wie Niere, Herz und Muskel (Herz und Muskel nicht aufgefiihrt) sowie
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diverse Blutparameter wie Hdmoglobin- und Serumeisenkonzentration und totale sowie
ungesittigte Eisenbindungskapazitit reagieren hingegen nicht oder nur gering auf eine

exzessive Eisenzufiihrung.

Tab. 11: Einfluss des Futtereisens auf diverse Eisenstatusindikatoren.

Fe- Eisenkonzentration in
- Hb | Hkt | TEBK | UEBK
Quelle |, YErSUeS | Zulage | Milz |Leber| Niere | Serum
bedingungen
mg/kg TS ng/l gl | % ng/l
Mc Guire| Kilber, 0 412 | 128 | 139 | 1953 | 104 | 32 | 4648 | 2694

(1985) | Versuchs- [1000% [ 489 | 126 | 162 | 2060 | 109 | 34 | 4835 | 2775
dauver:28d 000+ 731 | 231 | 168 | 1960 | 119 | 34 | 3984 | 2024
Standish | Bullen, | FeSO,
etal. | Versuchs- [ 109 | 1501 | 256 | 320 96 | 39
(1971) | daver: 77.d 0006 | 470 | 363 95 | 40

Standish | Bullen, | FeSO,

etal | Versuehs: | 100 | 1219 | 185 | 315 128 | 40
(1969) | cauer: 400 | 2671 | 269 | 360 120 | 41
1600 | 8941 | 605 | 410 126 | 39

Hb: Hamoglobin, Hkt: Hamatokrit, TEBK: totale Eisenbindungskapazitit, UEBK: ungeséttigte
Eisenbindungskapazitit, x: Mittelwert, KG: Korpergewicht, d: Tage, *: FeCOs, 1: FeSO4 x H,0.

2.4.4.3 Haar

Die Eisenversorgung hat keinen Effekt auf die Eisenkonzentration des Haars (Anke 1966).
Die Haareisenkonzentration variierte in der Untersuchung von Wensing et al. (1986)
zwischen 20 und 40 mg/kg TS und sie lieB nicht zwischen supplementierten und

unsupplementierten, andmischen Kélbern differenzieren.
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2.5 Zink

2.5.1 Physiologie und Metabolismus

In biologischen Systemen liegt Zink ausschlieBlich in zweiwertiger Form (Zn>") vor
(Haase und Rink 2010). Nach Eisen ist Zink das zweithdufigste Metall im Korper. Es ist
Bestandteil von mehr als 300 Metalloenzymen und wird fiir verschiedenste physiologische
Prozesse benétigt. Zink ist involviert in die DNA-, RNA- und Proteinsynthese, in den
Kohlenhydrat- und Lipidmetabolismus sowie in die Genexpression und Appetitregulation
(Vallee und Falchuk 1993; Salgueiro et al. 2000; Stefanidou et al. 2006).

Beim Wiederkduer erfolgt die Zinkaufnahme iiberwiegend im Diinndarm (Miller 1969;
Hampton et al. 1976), aber auch im Pansen. Absorbiertes Zink wird im Portalblut
iiberwiegend an Albumin gebunden (Smith et al. 1979) und zur Leber und in andere
Korpergewebe transportiert (Suttle 2010). Die Absorption ist ein aktiver, sattigbarer
Prozess (Suttle 2010) und verlduft carrier-vermittelt iiber spezifische Zinktransporter
(Kambe et al. 2004; Cousins et al. 2006; Kaneko et al. 2008).

Zwei Transporter-Familien sind fiir den In- und Efflux von Zn®" in den verschiedenen
Korpergeweben bei Sdugetieren unabdingbar, die ZnT-Familie (Zn*"-Transporter) und die
Zip-Familie (,,Zinc regulated transporter- and iron regulated transporert-like proteins®).
Ihre Mitglieder werden gewebespezifisch exprimiert (Kambe et al. 2004; Liuzzi und
Cousins 2004; Cousins et al. 2006). Wiahrend die 10 Mitglieder der ZnT-Familie
zytoplasmatisches Zink in verschiedene Zellkompartimente und den extrazelluldiren Raum
transportieren, vermitteln die 14 Mitglieder der Zip-Familie den Influx von Zink in das
Zytoplasma (Cousins et al. 2006; Lichten und Cousins 2009), wo es an Metallothionein
(MT) gebunden werden kann (Kincaid et al. 1976; Tapiero und Tew 2003).

Die Zinkhomoostase wird bei Resorption, endogener Sekretion und renaler Reabsorption
durch gewebespezifische Exprimierung und Internalisierung von Zinktransportern (Liuzzi
et al. 2004; Cummings und Kovacic 2009; Lichten und Cousins 2009) reguliert. So wird
unter anderem bei geringer Zinkzufuhr die Zip-4-Exprimierung auf der apikalen Membran
der Enterozyten zur Steigerung der Zinkaufnahme aus der Nahrung erhoht und bei

addquater Versorgung verringert (Liuzzi et al. 2004; Lichten und Cousins 2009).

2.5.2 Mangel
Juvenile Rinder weisen Anzeichen eines Zinkmangels bei Futterkonzentrationen von unter
20 mg/kg TS auf (Spears 1989; Engle et al. 1997). Laktierende Kiihe wiederum tolerieren

16,6 mg Zn/kg TS iiber ein Zeitraum von 6 Wochen, ohne Leistungseinbuflen und
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Symptome eines Zinkmangels auszubilden (Neathery et al. 1973a). Jedoch fiihrt die
Absenkung des Futterzinkgehalts auf 6 mg Zn/kg TS bei Milchkithen zu deutlichen
Mangelerscheinungen (Schwarz und Kirchgessner 1975). Bei hohen Konzentrationen von
Zinkantagonisten im Futter konnen allerdings schon bei grundsitzlich bedarfsgerechter
Zinkversorgung Mangelsymptome auftreten. Als Gegenspieler werden Cu, Ca, Fe, P, S,
Mo, Arginin und Phytate genannt (Perry et al. 1968; Parada 1981; Xu et al. 1997;
Flachowsky 2000; Smith et al. 2010). Verschiedene Bedarfsempfehlungen fiir die
Zinkversorgung von Milchkiihen sind in Tab. 12 aufgefiihrt.

Zinkmangel ist bei Rindern mit einer Verringerung der Leistung, des Wachstums und der
Immunkompetenz, mit Anorexie, Hautldsionen (Parakeratose), rauem Haarkleid, Alopezie,
Bindegewebs- und Muskeldystrophie sowie verminderter Fruchtbarkeit bei minnlichen
Tieren assoziiert (Mills et al. 1967; Kirchgessner und Schwarz 1975; Lamand et al. 1983;
Hidiroglou und Knipfel 1984; Singh et al. 1994; Kumar et al. 2006).

Tab. 12: Empfehlungen zur Zinkversorgung von Milchkiihen (mg/kg TS).

NRC (1989) ARC (1980) NRC (2001) GfE (2001)

650 kg KG mit 40 1 Milch/Tag 40 47,3 63
650 kg KG, 270. Triichtigkeitstag 40 14,8 22,8

50*

*: Milchrinder.

2.5.3 Uberversorgung und Intoxikation

Die Toxizitdit von Zink wird im Allgemeinen als gering eingeschétzt, da Zink im
Gegensatz zu Eisen und Kupfer nur eine stabile Oxidationsstufe (2+) besitzt und so keine
Schiaden durch Redoxreaktionen im Organismus hervorruft (Vallee und Falchuk 1993;
Tapiero und Tew 2003). Die Toleranz adulter Rinder gegeniiber hohen diétischen
Zinkkonzentrationen wird aufgrund effektiverer Homdostasemechanismen im Vergleich zu
Kélbern als hoher beurteilt (Miller 1975; Kincaid et al. 1976). Ab einem Zinkgehalt von
500 mg/kg TS im Milchaustauscher ist bei Kidlbern mit einem negativen Effekt zu rechnen,
der sich in geringer Futteraufnahme, Futterverwertung und Gewichtszunahme &uf3ert
(Jenkins und Hidiroglou 1991). In einer Untersuchung von Graham et al. (1988) konnten
bei Verfiitterung von 706 mg/kg TS Zink an Milchkidlber Diarrhd, Polydipsie, Polyurie,
Herzrhythmusstorungen und Kriampfe beobachtet werden. Die Toleranzschwelle fiir adulte
Milchkiihe wird gegenwirtig bei 1000 mg/kg Trockensubstanz im Futter festgelegt (Miller
et al. 1989; NRC 2005).
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2.5.4 Diagnostik

Die Sensitivitdt der Methoden zur Beurteilung des Zinkstatus ist relativ gering (King 1990;
Underwood und Suttle 1999; Salgueiro et al. 2000). Vor allem die Diagnose des
marginalen Zinkmangels wird durch die verschiedenen einzigartigen Eigenschaften
erschwert, die das biologische Verhalten von Zink reflektieren (Mills 1987):

¢ Die pathologische Ausprigung eines Zinkmangels tritt gewdhnlich auf, lange bevor
eine wesentliche Entleerung des Gesamtkdrperzinks nachweisbar ist (Mills 1987,
Herdt et al. 2000).

e Es gibt kein spezifisches Zinkspeicherorgan (Lopez-Alonso et al. 2005; Cummings
und Kovacic 2009), sondern nur mehrere kleine, unterschiedlich schnell
mobilisierbare Gewebepools (Mills 1987; King 1990).

e Die Verteilung der Zinkkonzentration in den Gewebepools wird neben der
Nahrungszinkversorgung von verschiedenen physiologischen und pathologischen
Faktoren bestimmt (Mills 1987), wie dem Alter der Tiere, Laktations- und
Gestationsstadium, Stoffwechselsituation, Stress, Infektionen und Entziindungen
(Cousins und Leinart 1988; King 1990; Nockels et al. 1993; Puls 1994; Puschner et
al. 2004).

Gravierende Zinkversorgungsstorungen lassen sich durch das gleichzeitige Auftreten von
klinischen Anzeichen nachweisen (Maas 1987; Puschner et al. 2004). Die hochsten
Zinkkonzentrationen werden in den Knochen, der Leber, der Haut und den Haaren
nachgewiesen (Combs 1987). Anndhernd 85 % des Korperzinkgehaltes befinden sich im
Skelettmuskel und im Knochen (NRC 2005).

Zink induziert in hohen Konzentrationen die Bildung von Metallothionein (MT) in
verschiedenen Geweben, vor allem in Organen, die in die Aufnahme und die Ausscheidung
von Zink involviert sind (Bremner und Beattie 1990). MT hat eine hohe Affinitét fiir Zink.
Es fungiert durch das Binden von Zink in Komplexen als zytoplasmatisches
Speicherprotein und zelluldrer Detoxifikationsmechanismus (Maret 2000; Tapiero und
Tew 2003; Colvin et al. 2010). Neben anderen Faktoren (vor allem Schwermetallgehalt) ist
die Synthese von MT (Cousins und Leinart 1988; Tapiero und Tew 2003) wie auch die von
verschiedenen Zinktransportern durch Zytokine (Lichten und Cousins 2009) induzierbar.
Somit fiihren Stress, Infektion und Entziindungen zu einer Umverteilung des Zinks
zwischen den verschiedenen Gewebepools (Cousins und Leinart 1988; King 1990; Sato

und Bremner 1993). Als Parameter des Zinkstatus werden in Supplementierungsversuchen
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neben dem Serum/Plasma héufig die Substrate Leber, Niere, Pankreas, Knochen, Rippe

und das Haar herangezogen.

2.54.1 Blut

Serum, Plasma, Vollblut

Achtzig bis neunzig Prozent des Vollblutzinks liegen in Form der erythrozytiren
Metalloenzyme Carboanhydrase und Cu/Zn-abhédngiger Superoxiddismutase vor. Im
Serum/Plasma ist Zink sowohl an Albumin, ein a,-Makroglobulin und Aminosduren
gebunden als auch als freies lon zu finden (Vallee und Falchuk 1993).

Serum und Plasma werden zur Diagnostik der Zinkversorgung in der Praxis hiufig
eingesetzt. Allerdings ist bei einer Supplementierungsveridnderung innerhalb des Bereiches
der Versorgungsempfehlungen mit keiner signifikanten Reaktion der Zinkkonzentration in
den beiden Medien zu rechnen (Engle et al. 1997; Olson et al. 1999; Salyer et al. 2004;
Kinal et al. 2007; Nunnery et al. 2007, Cope et al. 2009). Diese ist erst nach
Uberbeanspruchung der homdostatischen Kontrollmechanismen zu erwarten (King et al.
2000), was aus vielzdhligen Fiitterungsversuchen an Rindern, welche einer deutlichen
Uber- bzw. Unterversorgung ausgesetzt sind, ersichtlich ist (Mills et al. 1967; Miller 1969;
Beeson et al. 1977; Lamand et al. 1983; Jenkins und Hidiroglou 1991; Wright und Spears
2004). Zudem haben nicht erndhrungsbedingte Faktoren, wie Alter der Tiere,
Laktationsstadium, Stress, Entziindungen sowie Nahrungskarenz FEinfluss auf die
Konzentration im Serum/Plasma (Wegner et al. 1973; Corrigall et al. 1976; Puls 1994;
Herdt et al. 2000; Kincaid 2000). Kélber werden mit hohen Plasmawerten geboren, welche
sich nach der achten bis zwolften Lebenswoche denen adulter Kiihe anpassen (Kincaid und
Hodgson 1989). Virale, bakterielle und parasitire Infektionen verursachen eine Abnahme
des Zinkplasmaspiegels (Wegner et al. 1973; Symons 1983; Chirase et al. 1991; Erskine
und Bartlett 1993; Nisbet et al. 2006). Ebenfalls sind bei Milchkiithen im peripartalen
Zeitraum erniedrigte Zinkwerte festzustellen (Goff und Stabel 1990; Meglia et al. 2001;
Meglia et al. 2004). Nockels et al. (1993) konnten in einem Fiitterungsversuch nach
dreitidgiger Nahrungskarenz bei Mastbullen ein Absinken der Plasmazinkkonzentration
feststellen.

Um  Zinkkontaminationen @ zu  vermeiden, sollten  grundsitzlich  zinkfreie
Blutsammelrohrchen verwendet werden (Maas 2007). Auch konnen Serumwerte durch

Hamolyse der Erythrozyten félschlich erhoht sein (Puls 1994). Die aus der Literatur
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entnommenen Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Serum-/Plasmazinkkonzentration

sind in Tab. 13 aufgefiihrt.

Tab. 13: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Serum- und Plasmazinkkonzentration von Rindern

(ug/l.
Quelle Substrat Defizitir Marginal Adiquat Toxisch
Herdt und Hoff (2011) | Serum 600 - 1900
Spolders et al. (2010) Serum 520 - 1240
Ohlschliiger (2006) Serum 520 - 1105
Fiirll (2005) Serum 790 - 1640
Puls (1994) Serum <400 500 - 600 800 - 1400 > 3000
Kirchgessner und
Schwgarz (1975) Serum > 600
Guyot et al. (2009) Plasma <520 520 -920 920 - 1370
Maas (2007) Plasma <400 500 - 800 800 - 1400 > 5000
Enjalbert et al. (2006) | Plasma <790 790 - 920 > 920
Kincaid (2000) Plasma 200 - 400 500 - 800 800 - 1400 > 3000
Mills (1987) Plasma <400 400 - 600 > 600

Ungesittigte Zinkbindungskapazitit

Als weiterer moglicher Indikator des Zinkstatus wird die Bestimmung der freien
Zinkbindungskapazitdt des Plasmas in der Literatur aufgefiihrt (Kincaid 2000). Die
Verfiitterung von 20 mg im Vergleich zu 70 mg Zn/kg TS fiihrte zu einer Steigerung der
Zinkbindungsfahigkeit im Plasma bei Kédlbern, wihrend sich die Plasmazinkkonzentration
in den beiden Gruppen nicht unterschied (Kincaid und Cronrath 1979). Referenzwerte

wurden bis dato fir Rinder nicht etabliert.

2.5.4.2 Leber und andere Gewebe

Wie das Serum/Plasma reagiert das Lebergewebe unter bedarfsgerechten
Fiitterungsbedingungen  nicht  wesentlich auf eine  Verdnderung in  der
Zinksupplementierung (Beeson et al. 1977; Engle et al. 1997; Olson et al. 1999; Kessler et
al. 2003; Dorton et al. 2010).

Der Verlust von Zink in der Leber und anderen Korpergeweben ist bei Unterversorgung
gering und zudem nicht einheitlich iiber verschiedene Fiitterungsversuche (Miller et al.
1966; Miller 1969; Neathery et al. 1973b). Kélber mit klinischen Anzeichen eines
Zinkmangels weisen grundsétzlich eine verringerte Zinkkonzentration im Leber-,
Pankreas-, Lungen-, Nieren-, Rippen- und Knochengewebe auf, wihrend die
Konzentration in Muskel und Hirn selbst bei gravierender Zinkverarmung konstant bleibt

(Miller et al. 1966; Miller 1969; Miller 1970).
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Allerdings ist fiir die meisten Gewebe eine Uberschneidung der Zinkkonzentration
zwischen klinisch gesunden Tieren und Tieren mit Zinkmangelsymptomen zu beobachten
(Miller 1969). Neathery et al. (1973b) konnten bei einem Rationszinkgehalt von 16,6 mg
Zn/kg TS im Vergleich zu 49,5 mg Zn/kg TS bei erstlaktierenden HF-Kiihen eine
signifikant niedrigere Zinkkonzentration im Rippenknorpel nachweisen, wéhrend die
Leber und andere Weichgewebe sich nicht signifikant zwischen den beiden
Fiitterungsgruppen unterschieden.

Jedoch lassen andere Studien den Schluss zu, dass das Reflexionsvermogen der
Leberkonzentration bei einer Uberversorgung mit Zink von Nutzen sein kann (Kaneko et
al. 2008) (Tab. 14). Verschiedene Fiitterungsversuche zeigen eine deutliche Reaktion der
Leber-, Nieren- und Pankreaskonzentration bei exzessiver Zinkzufiihrung (Kincaid et al.
1976; Kincaid und Cronrath 1979; Jenkins und Hidiroglou 1991).

Bei Kilbern bzw. Kithen konnte eine signifikante  Abhéngigkeit der
Leberzinkkonzentration vom Alter (Puschner et al. 2004) und Laktationsstadium (Swenson
et al. 1996; Olson et al. 1999) nachgewiesen werden. Des Weiteren induzieren
proinflammatorische Zytokine (Interleukin-1 und -6) die hepatozellulire Synthese von
Metallothionein (Cousins und Leinart 1988; Coyle et al. 1995) und ZIP-14 (Liuzzi et al.
2005), was zu einer Hypozinkdmie und einer Erhohung der Leberzinkkonzentration fiihrt
(Cousins und Leinart 1988; Liuzzi et al. 2005). Referenzwertangaben aus der Literatur fiir

die Leberzinkkonzentration von Rindern sind in Tab. 15 aufgefiihrt.

Tab. 14: Einfluss des Futterzinks auf den Zinkgehalt diverser Gewebe.

Zinkkonzentration in
, Ration S/P1 | Haar | Leber | Niere
Quelle Versuchsbedingungen Basal | Zulage
mg/kg TS ng/l mg/kg TS
— ZnSO,
. alber 0* [ of | 1100 | 156 | 123 96
sg;:fsh zzl:)%i) Ve““lczl:)sga“e" 28 020 1200 | 157 | 128 | 97
20 [500] 1790 | 177 | 231 | 183
7ZnO
40 1500 677 | 138
Jenkins und Kilber . 200 2500 1625 | 634
Hidiroglou Versuchsdauer:
(199% 35d 500 5600 3138 | 1210
700 6100 3821 | 1779
1000 16600 3647 | 2498

S: Serum, P1: Plasma, x: Mittelwert, KG: Korpergewicht, d: Tage, *:0 - 98 Tage, 1: 98 - 120 Tage.
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Tab. 15: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Leberzinkkonzentration von Rindern (mg/kg TS).

Quelle Defizitir Marginal Adiquat Toxisch
Herdt und Hoff (2011) 90 - 400
Maas (2007) <111 111 -148 185-370 >1110
Ouweltjes et al. (2007) <80 80 -100 100 - 400 > 500
Grotelueschen et al. (2001) 90 -370
Kincaid (2000) <20 25-40 40 - 200 > 1000
Puls (1994) 74 - 148 92,5 -148 92,5-370 > 444
2.5.4.3 Haar

Als Vorteile der Haaranalyse werden die problemlose Probenentnahme, Haltbarkeit und
Lagerfahigkeit des Probenmaterials genannt (Fiirll 2005).

Miller et al. (1966) und Miller (1969) konnten eine signifikante Reduktion der
Haarzinkkonzentration bei zinkmangelerndhrten Kéilbern nachweisen. Die meisten Autoren
sehen aber den Nutzen des Haars zur Beurteilung einer Unterversorgung bei Wiederkduern
als begrenzt an (Miller et al. 1966; Kincaid und Cronrath 1979; Combs 1987; Suttle 2010).
Hierbei wird die erhebliche individuelle Variation der Haarzinkkonzentration (Suttle
2010), die verzogerte Reaktionszeit des Haars im Vergleich zu anderen Indikatoren
(Schwarz und Kirchgessner 1975; Kincaid et al. 1976), das geringe Reflexionsvermdgen
von Stdrke und Dauer einer Zinkunterversorgung (Combs 1987) und die inkonstanten
Ergebnissen bei Uberversorgung (Beeson et al. 1977) bemingelt. Die in der Literatur

aufgefiihrten Referenzwertangaben fiir die Haarzinkkonzentration von Rindern sind in Tab.

16 aufgefiihrt.

Tab. 16: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Haarzinkkonzentration von Rindern (mg/kg TS).

Quelle Defizitir Marginal Adiquat

Fiirll (2005) > 100
Grotelueschen et al. (2001) 90 -730
Puls (1994) 50-100 100 - 150

Anke und Risch (1979) > 100
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2.6 Mangan

2.6.1 Physiologie und Metabolismus

Mangan ist Bestandteil der Metalloenzyme Pyruvatcarboxylase, Arginase und
Superoxiddismutase (Hurley und Keen 1987). Als Aktivator von Glykosyltransferasen
wird es fir die Synthese von Glykosaminoglykan-Seitenketten verschiedener
Proteoglykane in der embryonalen Knorpelsynthese bendtigt (Leach et al. 1997,
DeCarvalho et al. 2010).

Nur 0,5 % bis 2 % des Futtermangans werden von Rindern absorbiert (van Bruwaene et al.
1984; Weiss und Socha 2005; McLaren et al. 2007). Die Resorption von Mangan erfolgt
im Duodenum und proximalen Jejunum. Uber die molekularen Mechanismen der
Manganhomoostase ist noch wenig bekannt. Fest steht, dass sich Mangan und Eisen
verschiedene Transportproteine teilen (Fitsanakis et al. 2010), wie den duodenalen DMT1
(Gunshin et al. 1997), das Ferroportin (Au et al. 2008) und den TF/TFR-Komplex (Takeda
et al. 2000; Li et al. 2006; Rouault und Cooperman 2006). In welcher Form es quantitativ
(Mn>" oder Mn") in den Blutstrom eintritt, ist von entscheidender Bedeutung fiir den
Verbleib im Kérper (Roth 2006). An Albumin leicht gebundene Mn”*-Ionen werden
effektiv von der Leber aus dem Blut eliminiert, wihrend die Halbwertzeit des an
Transferrin gebundenen Mangans (Mn*") wesentlich langer ist (Gibbons et al. 1976; Roth
2006). Die homoostatische Regulation wird iiberwiegend auf Seiten der Resorption auf
Ebene des DMTI1 vermutet (Hansen et al. 2010b). Das resorbierte Mangan wird
hauptsdchlich iiber die Gallenfliissigkeit und nur ein geringer Teil iiber den Urin

ausgeschieden (Hidiroglou 1979; Gustafson und Olsson 2004; Weiss und Socha 2005).

2.6.2 Mangel

Der klinische Manganmangel ist extrem selten, weil die meisten Futtermittel zumindest
marginal addquate Mangangehalte aufweisen (Weiss und Socha 2005). Hohe didtetische
Gehalte an Fe, Cu, Zn, S und in einem geringerem Umfang an Ca und P fiihren zu einer
Reduzierung der Bioverfiigbarkeit von Mangan (Hidiroglou 1979; Alfaro et al. 1988;
Graham 1991). Der Manganmangel wird mit unregelmiBigen Ostren und Stillbriinstigkeit
in Verbindung gebracht (Bentley und Phillips 1951). Das am héufigsten beobachtete
Anzeichen ist eine skelettale Malformation bei Jungtieren (Leach und Muenster 1962;
Staley et al. 1994; DeCarvalho et al. 2010). Unter anderem treten Brachygnatha superior,
disproportionierte Zwergenwiichsigkeit und geschwollene Gelenke bei Kélbern auf (Staley
et al. 1994; Hansen et al. 2006b). Dariliber hinaus wird die Mangandeprivation der
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Muttertiere als Risikofaktor der Congenitalen Chondrodysplasie Unbekannten Ursprungs
(CCUO) diskutiert (McLaren et al. 2007). Die Verfiitterung von 16,7 mg Mn/kg TS
(Hansen et al. 2006b) bzw. 15,8 mg Mn/kg TS (Dyer und Rojas 1965) an tragende Kiihe
und Fiarsen fiihrte zu mangandefizitiren Kilbern mit oben beschriebenen Symptomen,
ohne Symptome bei den Muttertieren hervorzurufen. Die von den verschiedenen
wissenschaftlichen Institutionen herausgegebenen  Versorgungsempfehlungen  fiir

Milchkiihe mit Mangan sind in Tab. 17 aufgefiihrt.

Tab. 17: Empfehlungen zur Manganversorgung von Milchkiihen (mg/kg TS).

NRC (1989) ARC (1980) NRC (2001) GfE (2001)

650 kg KG mit 40 1 Milch/Tag 40 20-25 16,7 50%
650 kg KG, 270. Trichtigkeitstag 40 20-25 17,8

*: Milchrinder.

2.6.3 Uberversorgung und Intoxikation

Die Toxizitdit von Mangan ist gering (NRC 2005). Die Manganvergiftung geht mit
verminderter Futteraufnahme, geringerer Gewichtzunahme und einem verringerten
Hématokrit einher (Cunningham et al. 1966; Underwood 1977; Jenkins und Hidiroglou
1991). Der NRC (2005) gibt den maximal tolerierbaren Mangangehalt im Futter fiir
abgesetzte Kélber mit 2,6 g/kg TS an. 5 g Mn/kg TS im Milchaustauscher fiihrten in einem
Versuch von Jenkins und Hidiroglou(1991) zum Verenden aller Kélber innerhalb der
5-wochigen Versuchszeit. Allerdings ist schon bei weitaus geringeren Gehalten von einer
negativen Auswirkung auf die Resorption anderer zweiwertiger Kationen auszugehen. Die
Zufiithrung von 500 mg Mn/kg (MnSQ,) zu einer kupferverarmten Ration (4 - 7 mg Cu/kg
TS, 2 mg Mo/kg TS) an Bullenkidlber bewirkte eine stirkere Kupferverarmung als die
Kupfermangeldiit allein (Hansen et al. 2009), da sich Cu*" und Mn®" Resorptions- und

Transportwege teilen.

2.6.4 Diagnostik

Der Ablauf der biochemischen Verdnderungen im Verlauf eines progressiven
Manganmangels (Abb. 3) unterscheidet sich stark von anderen Spurenelementen, was die
Beurteilung des Manganstatus anhand von Gewebekonzentrationen erschwert. In einer
Untersuchung von Gelfert und Staufenbiel (2000) zur Beurteilung der Manganversorgung
in 70 Milchviehherden lagen 96 % der Serumproben und 80 % der Haarproben unterhalb
der von ihnen verwendeten Referenzuntergrenzen (Serum > 6 pg/l, Haare > 6000 pg/kg

TS). Symptome eines Manganmangels und ein negativer Zusammenhang der
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Mangankonzentration mit verschiedenen Leistungsparametern konnten nicht beobachtet
werden. Dies ldsst die Anwendbarkeit der benutzten Referenzmedien oder Referenzwerte
fraglich erscheinen. In der Literatur werden Vollblut, Serum, Plasma, Leber- und
Knochengewebe sowie das Haar als Indikator des Manganstatus diskutiert (Anke und

Risch 1979; Graham 1991; Kincaid 2000; Suttle 2010).

A Funktion Transport
(Glycosyltransferase|) (Plasma-Mn])

Speicher (Knochen-Mn|, Leber-Mn|)

<
2
=2 Klinische Anzeichen
S Brachygnathiesuperior
g Disproportionierter Zwergenwuchs
= Geschwollene Gelenke
bei Kiilbern
marginaler Status
=
Entleerung Mangel Dysfunktion Krankheit

Zeit

Abb. 3: Abfolge der biochemischen Verdnderungen im Verlauf der Manganverarmung nach Suttle
(2010).

2.6.4.1 Blut

Serum, Plasma, Vollblut

Im Plasma liegt Mangan als freies Ion (Mn”") vor, das an ein a,-Makroglobulin oder in
dreiwertiger Form (Mn’") an Transferrin gebunden ist (Gibbons et al. 1976). Das
Verhiltnis der Mangankonzentration der Erythrozyten zum Plasma liegt anndhernd bei vier
zu eins (Firll et al. 2004). Berichtete Blut- und Plasmamanganwerte sind extrem variabel,
was aus Sicht von Hansen et al. (2006b) auf analytische Miangel und physiologische
Variation zuriickzufiihren ist und sich in deutlich unterschiedlichen Referenzwertangaben
in der Literatur niederschldgt (Tab. 18). Jokubauskiene et. al (2010) fanden einen
signifikanten saisonalen Einfluss auf die Mangankonzentration im Serum. Zudem konnten
sie eine Abhidngigkeit der Serumwerte vom Alter der Tiere und vom Laktationsstadium
feststellen. Die Autoren beobachteten bei Milchkithen im Sommer héhere Serumwerte als

im Friithjahr und Herbst. Sechs bis acht Jahre alte Milchkiihe hatten im Vergleich zu drei-
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bis vierjahrigen Milchkiihen und Firsen eine geringere Mangankonzentration im Vollblut.
Des Weiteren wurden nach der Abkalbung im Vergleich zu anderen Laktationsstadien
geringere Konzentrationen festgestellt. Unter normalen Fiitterungsbedingungen scheint
zwischen Plasmakonzentration und Futtermangangehalt kein Zusammenhang zu bestehen.
Hansen et. al (2006a) wie auch Legleiter et al. (2005) konnten bei Manganzulagen von
15,8 bis 65,8 mg Mn/kg TS bzw. 0 bis 240 mg Mn/kg TS keinen signifikanten Effekt auf
die Plasmakonzentration zwischen den verschiedenen Fiitterungsgruppen beobachten. Die
Plasmawerte variierten dabei zwischen 9,9 pg/l und 20,5 pg/l bzw. zwischen 10,5 pg/l und
13,5 pg/l. Jenkins und Hidiroglou (1991) notierten ausschlieBlich bei der Verfiitterung von

1000 mg einen signifikanten Effekt auf die Plasmamangankonzentration (Tab. 19).

Tab. 18: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Plasma-, Serum- und Vollblutmangankonzentration
von Rindern (ug/l).

Quelle Substrat Defizitir Marginal Adiquat
Herdt und Hoff (2011) Serum 0,9-6,0
Weiser und Lukas (1965) Serum 4-49
Dirksen et al. (2006) Plasma 5-11
Rossow und Bolduan (1994) Plasma 19,8 - 100
Gibbson et al. (1976) Plasma 5-10
Maas (2007) Vollblut <20 20 - 60 70 -200
Fiirll (2005) Vollblut >75,3
Pechovai et al. (2004) Vollblut >22
Puls (1994) Vollblut <20 70 - 90

Tab. 19: Einfluss des Futtermangans auf die Mangankonzentration von Plasma und Leber.

Mangankonzentration in
Versuchs- Ration Plasma Leber
Quelle bedingungen Basal | Zulage Initial Ende Initial | Ende
mg/kg TS ng/l pg/kg TS
MnSO,
Fleischfirsen, 0 16,39 19,61 9100 8200
Hansenetal. | v, . ope. 15.8 10 17,12 | 17,67 | 9400 | 8600
(20062) dauer: 168 d 30 15,54 16,31 9700 8700
50 17,10 20,15 10300 9400
MnSO,
34 d 0 11,4 11,6 12100
Mastbullen, | 29,8 10 10,9 12,1 12100
Legleiter et | v quepg- | dann 20 100 | 107 12600
al. (2005) dauer: 140 d 56d 30 15,1 10,6 13900
81 120 10,6 10,5 14900
240 14,0 13,2 15100
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Mangankonzentration in
Versuchs- Ration Plasma Leber
Quelle bedingungen Basal Zulage Initial Ende Initial | Ende
mg/kg TS ng/l pg/kg TS
MnSO,
Jenkins und Kilber, 40 4 7200
Hidiroglou Versuchs- 5,3 200 4 10300
(1991) dauer : 35d 500 5 15600
1000 10 26700
. MnCO;
Hoctal. | yenier 5 0 9490
(1984) dauer: 18 d 1000 13250

x: Mittelwert, KG: Korpergewicht, d: Tage.

2.6.4.2 Leber und andere Gewebe

Neben Serum, Plasma und Vollblut wird Lebergewebe haufig als Indikator zur Beurteilung
des Manganstatus in Fiitterungsversuchen genutzt (Jenkins und Hidiroglou 1991; Staley et
al. 1994; Hansen et al. 2006a). Die Leber ist der wichtigste mobilisierbare Manganspeicher
bei Wiederkduern (Hidiroglou 1979; Jenkins und Hidiroglou 1991).

Verschiedene Fiitterungsversuche zeigen, dass unter normalen Fiitterungsbedingungen die
Manganaufnahme bei Rindern nicht durch die Lebermangankonzentration reflektiert wird.
Wihrend Legleiter et al. (2005) einen linearen Anstieg des Lebermangans (12100 pg/kg
TS bis 15100 pg/kg TS) bei einer Steigerung der Mangansupplementierung in einem
Bereich von 8 bis 269 mg Mn/kg TS beobachten konnten (Tab. 19), weisen die meisten
Untersuchungen darauf hin, dass die Mangankonzentration in der Leber nicht wesentlich
auf eine Verdnderung in der Supplementierung reagiert oder sich sogar gegenldufig zur
Mangankonzentration in der Ration verhélt (Ivan und Hidiroglou 1980; Olson et al. 1999;
Ahola et al. 2004; Hansen et al. 2006a; Dorton et al. 2010). Hansen et al. (2006a) konnten
beispielsweise bei Rindern einen signifikanten Unterschied zwischen Kontrollgruppe und
den supplementierten Gruppen feststellen, die Lebermangankonzentrationen waren jedoch
in allen Gruppen im Vergleich zum Versuchsbeginn geringer. Die Mangankonzentrationen
in der Leber variierten in dieser Untersuchung von 8200 pug/kg TS bis 11000 pg/kg TS. Bei
einer extremen Unterversorgung scheinen Lungen- und Herzgewebe sensitiver auf eine
Manganverarmung beim Wiederkduer zu reagieren (Masters et al. 1988).

Nach Uberschreiten der homédostatischen Regulationsmechanismen ist bei Wiederkiuern

von einer Manganakkumulation in der Leber auszugehen (Black et al. 1985; Jenkins und

36



Literaturiibersicht

Hidiroglou 1991), womit der Nutzen zum Nachweis einer Manganintoxikation gegeben ist.

In Tab. 20 sind verschiedene Referenzwertangaben fiir die Lebermangankonzentration von

Rindern aufgefiihrt.
Tab. 20: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Lebermangankonzentration von Rindern (ug/kg
75).
Quelle Defizitir Marginal Adiquat Toxisch
Herdt und Hoff (2011) 5000 - 15000
Suttle (2010) <9000
Maas (2007) <7000 8000 - 12000
Dirksen et al. (2006) > 10000
Fiirll (2005) 8000 - 12000
Grotelueschen et al. (2001) 9100 - 15000
Kincaid (2000) <7000 7000 - 15000 > 13000
Gelfert und Staufenbiel (1998) 5600 - 11100
Puls (1994) <3700 5600 - 11200 9300 - 22200 14800 - 85100
Anke und Risch (1979) > 8000
2.6.4.3 Haar

Die in der Literatur zu findenden Referenzwertangaben fiir die Mangankonzentration des
Rinderhaars unterscheiden sich deutlich (Tab. 21). Die Eignung des Substrats Haar als
Indikator des Manganstatus erscheint aufgrund kontroverser Untersuchungsergebnisse und
stark variierender Werte fraglich (Suttle 2010). Als Einflussfaktoren auf den
Haarmangangehalt werden Geschlecht, Abstammung, Laktationsstadium, Art und Farbe
des Haares sowie das Haaralter genannt (Anke und Risch 1979; Combs et al. 1982; Fiirll
2005). Wihrend des Haarwechsels eignet sich das Haar grundsétzlich nicht zur Beurteilung
des Versorgungsstatus. Nach den Ergebnissen von Anke und Risch (1979) beeinflusst
lediglich das Haaralter die Mangankonzentration wesentlich. Puls (1994) geht davon aus,
dass zwischen Manganaufnahme und Haarkonzentration kein diagnostisch nutzbares
Verhiltnis besteht. 50 % des Haarmangans stammt nach seiner Auffassung von

auBerlichen Umweltablagerungen.

Tab. 21: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Haarmangankonzentration von Rindern (ug/kg

7S).
Quelle Defizitir Marginal Adidquat Toxisch
Fiirll (2005) > 6000
Gelfert und Staufenbiel (1998) 500 - 24700
Puls (1994) 500 - 5000 500 - 15000 500 - 70000 > 80000
Anke und Risch (1979) 6000 - 8000
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2.7 Selen

2.7.1 Physiologie und Metabolismus

Selen liegt in der Natur in vier Oxidationsstufen vor:

elementares Selen (0)

Selenide (-2)

Selenite (+4)

Selenate (+6)

In Pflanzen findet sich Selen vor allem als Selenomethionin (SeMet), aber auch als
Selenocystein (SeCys) und in geringerem Umfang als Selenit und Selenat. Im Wasser sind,
abhingig vom pH-Wert, verschiedene anorganische Selenquellen nachweisbar (Barceloux
1999a).

Wihrend Selenit durch einfache Diffusion absorbiert wird, existiert fiir die Aufnahme von
Selenat ein unspezifischer Anionen-Transporter im Duodenum, welcher konkurrierend
auch Sulfate transportiert (Wolffram et al. 1986; Barceloux 1999a). Die Absorption von
SeCys und SeMet erfolgt iiberwiegend durch einen aktiven
Aminosdurentransportmechanismus (Schrauzer 2003; Fairweather-Tait et al. 2011). Die
Selenabsorption scheint keiner homdoostatischen Kontrolle zu unterliegen. Weder der
Nahrungsselengehalt noch der Selenstatus haben einen offensichtlichen Einfluss auf die
Absorptionseffizienz (Vendeland et al. 1992; Windisch und Kirchgessner 2000a; Windisch
und Kirchgessner 2000b)

Anstelle der Aminosidure Methionin kann absorbiertes SeMet unspezifisch in diverse
Proteine (z.B. Himoglobin und Albumin) eingebaut werden und fungiert ohne eigene
Funktion als austauschbarer Selenpool (Suzuki und Ogra 2002). Alle Selenformen miissen
in den Selenidpool (H,Se) iiberfiihrt werden, um fiir die SeCys-Synthese bereit zu stehen
(Papp et al. 2007). SeCys bildet das aktive Zentrum funktioneller Selenoproteine und ist
inzwischen als 21. Aminosdure etabliert. Mehr als 30 SeCys-haltige Selenoproteine
(Gluthationperoxidasen (Gpx-1 bis -4 und -6); Thioredoxinreduktase (TrxR-1 bis -3);
Iodothyronindeiodinasen (DIO-1 bis -3); Selenoprotein-N, -P, -W, -R; etc.) wurden
bisweilen in Sdugetieren identifiziert. Ein groBer Anteil der Selenoproteine besitzt eine
antioxidative Funktion (v.a. Gpx und TrxR) (Papp et al. 2007; Pappas et al. 2008; Hefnawy
und Tortora-Perez 2010).

Erhohte Selengewebespiegel und geringere Selenausscheidungen (Harn, Faeces) weisen

auf eine hohere Bioverfligbarkeit von organischen Selenquellen hin (Awadeh et al. 1998;
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Knowles et al. 1999; Ortman und Pehrson 1999; Lee et al. 2007; Slavik et al. 2008; Koenig
und Beauchemin 2009).

Die Exkretion von Selen erfolgt via Harn, Faeces, Milch und Exhalation (Methylselenol)
(Miller 1975; Windisch und Kirchgessner 2000a; Ivancic und Weiss 2001; Juniper et al.
2006).

2.7.2 Mangel

Durch den Wechsel von selenreichem zu selenarmem Futter kommt es zu einer rapiden
Entleerung der Selenkorperreserven (Combs 1987). Fiir laktierende Kiihe wird die
Aufnahme von 0,2 mg Se/kg TS empfohlen (GfE 2001). Durch hohe Schwefelgehalte
(Ivancic und Weiss 2001; Spears 2003) und durch Anwesenheit von cyanogenen
Glykosiden im Futter (Milchkélber) wird die Selenbioverfiigbarkeit allerdings reduziert
(Spears 2003).

Nach Villar et al. (2002) wird der Selenmangel in die starke und die marginale

Selenunterversorgung gegliedert (Abb. 4).

Selenmangel bei Rindern

starker Mangel marginaler Mangel

NMD Diarrhoe

Mastitispriivalenz -
—{ Plasma=9,7+7,2 ng/1? Plasma < 40 pg/l &€

Plasma < 80 Hg/ld =
b
Vollblut < 35 pg/l Vollblut < 150 pg/1 ©

Nachgeburtsverhaltung

Reduziertes Wachstum Ovarialzysten Plasma < 50 ng/l i
Vollblut < 35 pg/l © Plasma < 60 pg/l Vollblut = 68 + 15 pg/lJ
a = Zust et al. (1996) e = Jukola et al. (1996b) i=Julien et al. (1976)
b = Pehrson und Johnsson (1985) f= Spears et al. (1986) j = Trinder et al. (1973)
¢ = Nelson und Miller (1987) g = Sanders (1984)
d = Weiss et al (1990) h = Harrison et al. (1984)

Abb. 4:  Selenabhdngige Storungen nach Villar et al. (2002).
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Als klinische Auswirkungen eines gravierenden Selenmangels gelten die nutritive
Muskeldystrophie (NMD) (Muth et al. 1958; Zust et al. 1996) und eine
Wachstumsretardierung (Nelson und Miller 1987; Wichtel et al. 1994).

Der marginale Selenmangel wird mit einer erhohten Mastitispravalenz (Weiss et al. 1990),
Fruchtbarkeitsstorungen wie Retentio secundinarum, Metritis und Ovarialzysten (Trinder
et al. 1973; Julien et al. 1976; Harrison et al. 1984) und einer verringerten
Immunkompetenz assoziiert (Stabel et al. 1989). Selenabhingige Storungen sind bei
Futtergehalten von 0,02 bis 0,05 mg Se/kg TS zu erwarten (Hidiroglou et al. 1985; Spears
et al. 1986).

2.7.3 Uberversorgung und Intoxikation

Rosenfeld und Beath (1964) erstellten eine heute nur teilweise akzeptierte Klassifikation
der Selenintoxikation. Die Autoren unterscheiden die akute und die chronische
Selenintoxikation. Die chronische Selenose wird von ihnen in zwei Symptomkomplexe
aufgeteilt: Alkalikrankheit und Blind Staggers (BS). Einige Autoren stellen jedoch den
Zusammenhang zwischen dem Krankheitsbild BS und der Seleniiberversorgung in Frage
(O'Toole et al. 1996), da es experimentell nicht erzeugt werden kann. Es findet daher im
Weiteren keine Beachtung. In aktuellen Arbeiten wird die subklinische Selenose von der
akuten und chronischen Selenintoxikation abgegrenzt (Yaeger et al. 1998; Rampal et al.
2008).

Eine akute Selenintoxikation wird hdufiger durch eine fehlerhafte Supplementierung als
durch die Aufnahme von Selenakkumulatorpflanzen (Astragalus-Spezies) verursacht (NRC
2005). Sie geht mit Speicheln, Dyspnoe, Odemen und plétzlichen Todesfillen einher, die
durch hepatische, renale und kardiale Nekrosen bedingt sind (O'Toole und Raisbeck 1995;
Deore et al. 2005).

Die Symptome einer chronischen Selenvergiftung bilden sich nach einer iiber mindestens
30 Tage andauernden hohen Selenexposition aus (NRC 2005). Bei der chronischen
Alkalikrankheit konnen Haarverlust, Abmagerung, Risse in Haut und Horn sowie eine
Deformation der Klauen verbunden mit Lahmheit und vermehrtem beobachtet werden
(Gupta et al. 1982; James und Shupe 1984; Rampal et al. 2008).

Die subklinische Form der Selenintoxikation zeichnet sich durch eine verringerte
Immunkompetenz (verringerte Antikorperproduktion, Leukopenie) aus (Yaeger et al. 1998;
Rampal et al. 2008). Die Toxikosetoleranz von Tieren variiert mit der Form des

aufgenommen Selens, der Dauer und Kontinuitdt der Exposition, dem Genotyp der Tiere
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und der Interaktion zwischen diesen Faktoren (Suttle 2010). Elementares Selen wird
aufgrund seiner unloslichen Form und seiner geringen Absorption generell gut toleriert.
Selenide sind unabhédngig von der Spezies weniger toxisch als losliche Selenite und
Selenate (Suttle 2010). Rinder tolerieren bis zu 5 mg Se/kg TS ohne negative Auswirkung
auf den Gesundheitsstatus (NRC 2005).

2.7.4 Diagnostik

Zur Beurteilung der Selenversorgung von Rindern kann der Selengehalt des Bodens, der
Futterpflanzen und verschiedener tierischer Gewebe genutzt werden (Hefnawy und
Tortora-Perez 2010). Die Selenaufnahme wird durch die Selenkonzentration der meisten
tierischen Gewebe gut reflektiert (Wichtel 1998b). Als geeignete Indikatoren werden die
Bestimmung der Selenkonzentration in Blut, Leber (Thompson et al. 1980; van Saun et al.
1989; Wichtel 1998b), Milch (Lean et al. 1990; Grace et al. 2001; Wichtel et al. 2004) und
Haar (Anke und Risch 1979; Fiirll 2005) bzw. die Bestimmung der Gpx-Aktivitdt in
verschiedenen Kompartimenten des Blutes angesehen (Thompson et al. 1981; Maas 1983;

Wichtel 1998b).

2.7.4.1 Blut

Serum, Plasma, Vollblut

Im Rinderblut liegt Selen an Albumin und Selenoprotein P gebunden vor. Des Weiteren ist
es Bestandteil der erythrozytiren und plasmatischen Gpx (Awadeh et al. 1998). Die
Selenkonzentration im Serum/Plasma korreliert stark mit der oralen und parenteralen
Aufnahme von Selen und reagiert schnell auf Verdnderungen in der Selenaufnahme
(Thompson et al. 1980; Hidiroglou et al. 1987; Stowe und Herdt 1992). Eine verdnderte
Supplementierung macht sich im Serum innerhalb von zwei bis sechs Tagen bemerkbar
(Ellis et al. 1997). Serum und Plasma werden infolgedessen als geeignete Substrate
angesehen, den gegenwirtigen Selenstatus bei Rindern wiederzugeben (Thompson et al.
1980; van Saun 1990; Gerloff 1992; Thompson und Ellison 1993; Puls 1994).

Die Vollblutselenkonzentration korreliert ebenfalls gut mit der Selenaufnahme (Stowe und
Herdt 1992). Die Zu- bzw. Abnahme der Selenkonzentration im Vollblut vollzieht sich
infolge von Verdnderungen in der Selenaufnahme im Vergleich zum Serum allerdings
langsamer (Thompson et al. 1980; Stowe und Herdt 1992). Im Vollblut liegen anndhernd
73% des Selens in den korpuskuldren Bestandteilen des Blutes vor (Scholz und Hutchinson

1979). Da Selen nur zum Zeitpunkt der Erythropoese in die Erythrozyten inkorporiert wird,
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ist der Verlauf der Selenkonzentration im Vollblut maB3geblich von der Lebenszeit (90 bis
120 Tage) der Erythrozyten abhingig (Gerloff 1992; Stowe und Herdt 1992). Das
Verhiltnis von Vollblut und Serum wird von Gerloff (1992) mit 2,5 zu 1 angegeben. Bei
schwankender Selenversorgung ist von einer Umrechnung von Vollblutwerten in
Serumwerte oder vice versa durch einen Konvertierungsfaktor abzuraten, da nicht von
einem linearen Verhiltnis zwischen den beiden Parametern ausgegangen werden kann
(Thompson und Ellison 1993). Nach Raisbeck (2000) ist das Vollblut als Langzeitmarker
zum Nachweis einer chronischen Selenintoxikation dem Serum {iberlegen. Yaeger et al.
(1998) konnten bei Selengehalten von 6 bzw. 12 mg Se/kg TS einen kontinuierlichen
Anstieg der Vollblutselenkonzentration {iber die Versuchsdauer von drei Monaten
beobachten, wahrend die Serumkonzentration nach einem Monat ein Plateau ausbildete.
Verschiedene Referenzwertangaben fiir die Selenkonzentration in Serum, Plasma und

Vollblut von Rindern finden sich in Tab. 22.

Tab. 22: Referenzgrenzen und -bereiche der Serum-, Plasma- und Vollblutselenkonzentration von
Rindern (ug/l).

Quelle Substrat | Defizitir Marginal  Adiquat Toxisch
Herdt und Hoff (2011) S 65 - 140
Aitken (2001) S 70 - 100 > 275
Wolf et al. (1998) S <25 25-40 40 -70 >70%
Yaeger et al. (1998) S > 400t
Thompson et al. (1998) S <4,5 4,5-11,0 >11
Gerloff (1992) S 70 - 100
Stowe und Herdt (1992) S 70 -100
van Saun (1990) S <40 40-70 > 170
Hoshino et al. (1989) S <20
Julien et al. (1976) S <50 50 -80 >80
Rossow und Bolduan
(1994) Pl 40 - 150
Herdt und Hoff (2011) Vb 120 - 300
Maas (2007) Vb <350 50-80 100 - 350 > 5000
Deore et al. (2005) Vb > 1750
Yaeger et al. (1998) Vb > 10007
Wolf et al. (1998) Vb <40 40-70 70 - 120 >120%
Dargatz und Ross (1996) Vb <50 51-80 81 -160
Jukola et al. (1996a) Vb > 180
Grunder und Auer
(1995) Vb <40 40 -70 >70
van Saun (1990) Vb <40 50-90 > 100
James und Shupe (1984) Vb >2000*
van Vleet (1980) Vb <50

*: chronische Selenose, : subklinische Selenose, §: Uberversorgung, Vb: Vollblut, S: Serum, PlI:
Plasma.
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Gluthationperoxidase (Gpx)

Bisweilen sind sieben Gluthationperoxidasen in Sdugetieren identifiziert worden, von
denen fiinf selenabhingig sind (Gromer et al. 2005). Die Aktivititsbestimmung der
erythrozytiren Gpx (Gpx-3) wird zur Untersuchung von Selenversorgungsstorungen bei
Rindern genutzt. Die Erythrozyten beinhalten 98% der totalen Gpx-Aktivitdt des Blutes
(Scholz und Hutchinson 1979). Die Gpx-Aktivitit des Vollblutes reflektiert im Vergleich
zu der des Plasmas den Selenversorgungsstatus in einer zeitlich dhnlichen Abhédngigkeit
wie die Selenkonzentration im Vollblut im Vergleich zum Serum (Gerloff 1992). In
verschiedenen Untersuchungen konnten hochsignifikante Korrelationen (r = 0,87 bis 0,97)
zwischen Gpx-3-Aktivitit und Vollblutselenkonzentration festgestellt werden (Koller et al.
1984; Erskine et al. 1987; Maas et al. 1993). Bei steigender Selenversorgung erreicht die
Gpx-3-Aktivitdt allerdings ein Plateau, widhrend die Vollblutselenkonzentration weiter
ansteigt (Deore et al. 2005), was den Nachweis einer exzessiven Selenversorgung durch
die Gpx-3-Aktivitdt ausschlieBt (Wolf et al. 1998; Pavlata et al. 2000). Im Vergleich zur
Bestimmung der Selenkonzentration im Blut ist die indirekte Bestimmung iiber die Gpx
ein einfaches und kostengiinstiges Verfahren (Pavlata et al. 2000). Referenzbereiche sind

aufgrund der sich stark unterscheidenden labortechnischen Verfahren nicht angegeben.

2.7.4.2 Leber

Die Leber und die Niere weisen im Vergleich zu anderen Organen eine hdhere
Selenkonzentration auf und erfiillen im Selenstoffwechsel wichtige Funktionen (Levander
1986). Im Unterschied zu Kupfer existiert fiir Selen kein typisches Speicherorgan (Wichtel
1998b). Verschiedene Autoren sehen eine zeitnahe Reflektion des Selenstatus durch die
Leberselenkonzentration gegeben (Thompson et al. 1980; Wichtel 1998a). Nach
intramuskuldrer Applikation von Natriumselenat an Kilbern konnten Thompson et al.
(1980) einen zeitlich parallelen Verlauf der Leber- und Serumselenkonzentration
beobachten. Ellis et al. (1997) konnten bei supranormaler Selenversorgung eine stirkere
Reaktion der Leberselenkonzentration im Vergleich zu der des Serums und des Vollbluts
feststellen. Verschiedene Referenzwertangaben fiir die Leberselenkonzentration von

Rindern finden sich in Tab. 23.
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Tab. 23: Referenzgrenzen und -bereiche der Leberselenkonzentration von Rindern (ug/kg TS).

Quelle Defizitir Marginal Adiquat Toxisch
Herdt und Hoff (2011) 700 - 2500
Suttle (2010) <90 > 14800
Maas (2007) <400 500 - 800 900 - 1750 > 20000
Fiirll (2005) > 1250
Kincaid (2000) <500 600 - 1250 1250 - 2500
Yaeger et al. (1998) >9000
Puls (1994) 70 - 630 440 - 930 930 - 1850 > 4630
Stowe und Herdt (1992) 1200 - 2000
van Saun (1990) <370
McDowell et al. (1990) <250 250 - 500
Whitehair (1986) <400 400 - 1000 > 1250
2.7.4.3 Haar

Wihrend McDowell (1997) das Haar grundsétzlich als einen nutzbaren Indikator zur
Diagnose eines ausgepriagten Mangels und einer chronischen Intoxikation einstuft, sieht
Puls (1994) nur einen geringen diagnostischen Nutzen in der Selenbestimmung im Haar
(Langzeitversorgungsstatus), da die meisten Probleme in Zusammenhang mit Selen iiber
kurze Zeitperioden auftreten. Hidiroglou et al. (1965) konnten bei Kilbern, welche
Symptome der NMD zeigten, Selengehalte zwischen 60 und 230 pg/kg TS im Haar
nachweisen. Kélber mit einem Haarselengehalt von mehr als 250 pg/kg TS erkrankten
hingegen nicht an der NMD. Deore et al. (2002) beurteilen das Haar zum Nachweis einer
chronischen Selenintoxikation im Vergleich zum Vollblut als weniger geeignet. Bei
experimentell induzierter Selenose (0,19 mg Se/kg KG per os) stieg die
Haarselenkonzentration von Kilbern nach 75 Tagen Versuchsdauer von 2400 + 600 auf
22910 + 260 pugkg TS an. Verschiedene Referenzwertangaben fiir die

Haarselenkonzentration von Rindern sind in Tab. 24 angegeben.

Tab. 24: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Haarselenkonzentration von Rindern (ug/kg TS).

Quelle Defizitir Marginal Adiquat Toxisch
Fiirll (2005) > 300
Puls (1994) <230 230 - 500 500 - 1320 > 1400
James und Shupe (1984) >10000*
Anke und Risch (1979) > 250
Hidiroglou et al. (1965) > 250

*: chronische Selenose.
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2.7.4.4 Milch

Selenangereichertes Futter in anorganischer oder organischer Form fiihrt zu einer
Erhohung der Milchselenkonzentration (Conrad und Moxon 1979; Maus et al. 1980;
Aspila 1991; Knowles et al. 1999; Givens et al. 2004; Moschini et al. 2010). Die Effizienz
des Transports von Futterselen in die Milch héngt signifikant von der Selenquelle ab,
wobei sich durch selenangereicherte Hefen wesentlich hohere Milchkonzentrationen
erzielen lassen als mit anorganischen Selenquellen (Knowles et al. 1999; Givens et al.
2004; Juniper et al. 2006; Calamari et al. 2010; Moschini et al. 2010). Hohe
Blutkonzentrationen sind mit hohen Milchkonzentrationen assoziiert (Knowles et al.
1999). Grace et al. (2001) und Calamari et al. (2010) konnten einen signifikanten
quadratischen Zusammenhang zwischen Vollblutselen- und der Milchselenkonzentrationen
feststellen. Verschiedene Referenzwertangaben fiir die Milchselenkonzentration bei

Rindern sind in Tab. 25 aufgefiihrt.

Tab. 25: Referenzgrenzen und -bereiche fiir die Milchselenkonzentration von Rindern (ug/kg TS).

Quelle Defizitir Marginal Adiquat Toxisch
Juniper et al. (2006) <20 > 28
Wichtel et al. (2004) <10 >22
Puls (1994) <5 11-18 30-50 >80

2.7.4.5 Harn und Faeces

Ellis et al. (1997) und Juniper et al. (2006) konnten mit steigender Selenzufuhr eine
deutliche Erh6hung der Selenkonzentration im Urin und der Faeces bei Rindern feststellen.
Beide Medien sind nach der Auffassung von Ellis et al. (1997) sensitive Indikatoren zum
Nachweis einer exzessiven Selenaufnahme. Spurenelemente, die in signifikanten Mengen
mit der Faeces und dem Harn ausgeschieden werden (Se, Mo), tendieren dazu, konstant als
Fraktion des Futtergehaltes ausgeschieden zu werden. Allerdings ist es schwieriger, die
Harnproduktion im Vergleich zur Faecesproduktion vorauszusagen (Gustafson und Olsson
2004). Juniper (2006) konnte bei Verfiitterung von Selenohefen (0,15 bis 0,40 mg Se/kg
TS) ein positives lineares Verhiltnis zwischen Futtergehalt und Harnausscheidung
ermitteln. Dabei lagen die mittleren Harnselenkonzentrationen zwischen 20 pg/l und 140

ng/l. Referenzwertangaben sind bisher in der Literatur nicht etabliert.

45



3 Material und Methoden

3.1 Allgemeines

Die  Untersuchungen wurden vom  28.08.2008 bis zum 05.02.2010 in
20 Milchviehbetrieben in den neuen Bundesldndern durchgefiihrt. Die Herdengrofle der
Betriebe umfasste 400 bis 1500 Milchkiihe der Rasse Holstein-Friesian. Die Kiihe wurden
getrennt nach Laktations- bzw. Reproduktionsstatus ganzjdhrig in Laufstéllen gehalten.
Die Fiitterung erfolgte in allen Betrieben durch eine totale Mischration (TMR). Das
Probenmaterial bestand aus Blut-, Leber-, Harn-, Haar-, Futter- und Wasserproben. Eine
schematische Ubersicht zur Probandenauswahl, zum Probenmaterial und zur

Probenautbereitung findet sich in Abb. 5.

7 Kithe
105-126
Tagep. p.

| v v

Probenmaterial: Serum, Heparin-Vollblut, Ham, Leber, Haar

! ' ! ! !

7 Kithe
308-329
Tagep. p.

Haar Leber-FS Ham* Heparin-Vollblut Serum
renken trifugieren—
lyophylisieren schiitteln —| schwenken Fenfugeren
pipetﬁeren_ abschiitten —|
Leber-TS =
Vollblut Serum-Uberstand
abgieBen— zentrifugieren
pipettieren
Plasma-Uberstand

EP1 EW1
EP2 EW2
PW 1 PP1 EP3 EW3
bzw. analysieren| bzw. EP4 anal}'siere?l EwW4 rechnen MW1
SPW 1 SP1L EP5 EWS
EP6 EW6
poolen EP7 EW7
EP: Einzelproben PP: Poolprobe SP: Sammelprobe (Haar)
EW: Einzelwert PW: Poolwert SPW: Sammelprobewert (Haar)
MW: Gruppenmittelwert  TS: Trockensubstanz FS: Feuchtsubstanz

*: keine Poolproben

Abb. 5:  Ubersicht zur Probandenauswahl, zum Probenmaterial und zur Probenaufbereitung.
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3.2 Probanden

Das Probandenkollektiv umfasste insgesamt 418 Milchkiihe aus 20 Milchviehherden. Auf
jedem Betrieb wurden 21 Milchkiihe aus drei verschiedenen Laktationsstadien a sieben
Tiere ausgewdhlt (Tab. 26). Es wurden ausschlieBlich klinisch unauffillige, multipaare

Milchkiihe in die Untersuchung einbezogen.

Tab. 26: Ubersicht zu den Probandengruppen.

Gruppe Bezeichnung Abkiirzung Laktationsstadium Probennummer
1 Frischmelker FM 0 - 7 Tage p. p. 1-7
2 Hochlaktation HL 105 - 126 Tage p. p. 8-14
3 Spétlaktation SL 308 - 329 Tage p. p. 15-21

p- p-: post partum.

3.3 Stichprobeniibersicht

In Tab. 27 wird eine Ubersicht iiber den zugrundeliegenden Stichprobenumfang
differenziert nach Probenmaterial gegeben. Eine Serumprobe wurde aufgrund von
sichtbarer Hamolyse, drei Harnproben wurden wegen Verunreinigungen (Kot) oder zu
geringem Probenvolumen aus der Untersuchung ausgeschlossen. Die Anzahl der
analysierten Leberproben reduziert sich zum einem durch nicht durchgefiihrte
Probenentnahme, aufgrund fehlender Fixiermdglichkeiten der Milchkithe auf den
Betrieben, zum anderen wurden Leberproben mit sichtbarer Blutbeimengung oder zu
geringem Probenvolumen in dieser Untersuchung nicht beriicksichtigt. Durch den Wegfall
der Einzelproben dezimiert sich die Anzahl der gebildeten Poolproben und verwendeten
Mittelwerte fiir die ecinzelnen Substrate, da nur Pool- und Mittelwerte in diese

Untersuchung einbezogen wurden, die einer Stichprobengrofe von n = 7 entsprechen.

Tab. 27: Stichprobeniibersicht.

ausgeschlossene | resultierende | resultierende .
Proben gProben/ Einzelproben/| Poolproben/ r;;;ﬁ‘:f;z:i ¢
Analysewerte | Analysewerte | Analysewerte

Serum 418 1* 417 57 57
Vollblut/Plasma 418 0 418 58 58
Harn 418 3t 415 - 55
Leber 418 49+ 369 - 29

Haar 418 - - 58 -

*. Hamolyse, f: zu wenig bzw. verunreinigtes Probenmaterial oder nicht durchgefiihrte
Probenentnahme, - nicht untersucht.
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Abweichend von den in Tab. 27 aufgefiihrten Stichprobenumfingen reduziert sich die
Anzahl der Analysewerte filir einzelne Substratkonzentrationen durch fehlerhafte

Analyseergebnisse (Untergrundrauschen).

3.4 Probenentnahme

3.4.1 Blutentnahme
Die Blutentnahme wurde durch Punktion der Arteria oder Vena caudalis mediana mittels
einer 1,8 mm weiten Kaniile (Fa. StrauB) vorgenommen. Das Blut wurde zur Serum-,

Vollblut- und Plasmagewinnung in folgende R6hrchen aufgefangen:

10 ml Serumr6hrchen, (Fa. Sarstedt), kein Antikoagulanz

10 ml Plasmardhrchen, (Fa. Sarstedt), Antikoagulanz: Heparin.

3.4.2 Harnentnahme
Die Harnentnahme erfolgte unter Verwendung eines Uteruskatheters (Modell: Breslau,
Fa. Eickmeyer) nach griindlicher Reinigung der Scham mit warmem Wasser. Der Harn

wurde in 100 ml-Versandflaschen (Fa. Sarstedt) aufgefangen.

3.4.3 Leberbiopsie

Das Lebergewebe wurde nach der Methode von Grohn und Lindberg (1982) entnommen.
Die Leberbiopsie wurde im Bereich des Leberperkussionsfeldes an der rechten Flanke,
hand- bis zweihandbreit ventral der Querfortsitze im vorletzten Intercostalraum
vorgenommen. Das Operationsfeld wurde durch Rasur, Reinigung, Desinfektion (Braunol,
Fa. Braun) und lokale Anisthesie mittels Vereisung (Askina Skin Freeze, Fa. Braun)
vorbereitet. AnschlieBend wurde ein ca. 1 cm langer Hautschnitt an der vereisten Stelle
angelegt. Danach wurde der Trokar mit Hohlnadel (Leberbiopsienadel ,,.Berliner Modell*,
Fa. Eickemeyer) senkrecht zur Korperoberfliche ruckartig ca. 5cm ins Abdomen
eingefiihrt und die Hohlnadel nach Entfernung des Trokars in Richtung des
gegeniiberliegenden Articulatio cubiti zur Perforation der Leber vorgeschoben. Durch
mehrmaliges Vor- und Zuriickschieben der Hohlnadel wurde das Lebergewebe gewonnen.
Das Lebergewebe wurde in einem 5 ml Kunststoffrohrchen (Fa. Sarstedt) aufgefangen und
auftbewahrt. AbschlieBend wurde der Hautschnitt mit Alu-Spray (Fa. Selectavet)

oberflachlich versorgt.
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3.4.4 Haarentnahme

Es wurden auf einer ca. 3 x 3 cm groBen Fliche an der seitlichen Brustwand der
Milchkiihe mittels Rasur ausschlieBlich pigmentierte Haare entnommen und als
Sammelprobe fiir die jeweilige Laktationsgruppe in einer 100 ml-Versandflasche

(Fa. Sarstedt) zusammengefasst.

3.4.5 Futterproben

Als Pramisse fiir die Teilnahme an dieser Untersuchung durften die TMR-Rationen keine
organischen Spurenelementverbindungen enthalten. Zur Untersuchung gelangten, soweit
existent, Futterrationen aus den in Tab. 28 aufgefiihrten Haltungsabschnitten. Am Tag der
Probenahme wurde ca. 1kg der frisch vorgelegten TMR aus den jeweiligen
Haltungsabschnitten vom Futtertisch entnommen und am selbigen Tag zum

Untersuchungslabor geschickt (Kapitel 3.6).

Tab. 28: Ubersicht zu den analysierten Futterrationen.

Frischmelker Hochlaktation Spitlaktation Trockensteher Vorbereiter
0 bis 50 Tage 50 bis 200 Tage 200 Tage p. p. bis  Trockenstellen bis 21 Tage a. p. bis
p. p. p. p. zum Trockenstellen 21 Tage a. p. Partus

p. p.: postpartum, a. p.: ante partum.

3.4.6 Wasserproben
Am Tag der Probenahme wurde 1 Liter Wasser aus einer der Tranke zufiihrenden Leitung
in ein steriles Plastikgefil entnommen und ebenfalls am selbigen Tag zum

Untersuchungslabor geschickt (Kapitel 3.6).

3.5 Probenaufbereitung

3.5.1 Blut

Die Serumréhrchen wurden zur Serumgewinnung 15 min mit 3500 U/min zentrifugiert und
daraufhin in Poolproben a 1 ml und Einzelproben (verbliebene Restmenge) pipettiert.

Die Heparinréhrchen wurden zur Vollblutgewinnung 15 min geschwenkt und anschlieBend
in Poolproben a 1 ml und in Einzelproben (3 ml) pipettiert.

Nach der Vollblutgewinnung wurden die Heparinrohrchen zur Plasmagewinnung 15 min
bei 4000 U/min zentrifugiert und anschlieBend in Poolproben a 1 ml und in Einzelproben
(verbliebene Restmenge) pipettiert.

Die Blutproben wurden bei 4 °C im Kiihlschrank autbewahrt und am Folgetag durch einen

Kurier zum Untersuchungslabor befordert (Kapitel 3.6).
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3.5.2 Harn
Nach Aufschiitteln der Harnproben wurden ca. 4 ml Harn in Kunststoffrohrchen
abgegossen, bei 4 °C bis zum Folgetag im Kiihlschrank aufbewahrt und an das

Untersuchungslabor geschickt (Kapitel 3.6).

3.5.3 Leber
Die gewonnen Leberproben wurden nach Lyophylisierung im Labor der Klinik fiir

Klauentiere zur Analyse an das Untersuchungslabor geschickt (Kapitel 3.6).

3.6 Analytik

Die Futter- und Wasserproben wurden in einem akkreditierten Labor fiir Futtermittel- und
Wasseranalytik (LKS - Landwirtschaftliche Kommunikations- und Servicegesellschaft in
Lichtenwalde) untersucht.

Die Spurenelementkonzentrationen in den Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn,
Leber und Haar wurden im akkreditierten IDEXX Vet Med Labor in Ludwigsburg mittels
optischer Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) bestimmt.
Die Analyse wurde nach den Standardarbeitsanweisungen des Labors durchgefiihrt.

Die Validierungsdaten der Messungen sind unter Angabe der Emmissionslinien fiir die
untersuchten Spurenelemente und den Variationskoeffizienten (VK) (10-fach-Messung) in
Serie (Intra-day-Assay) und 10 Messungen an aufeinanderfolgenden Tagen (Inter-day-
Assay) angegeben (Tab. 29). Als Referenzmedium fiir Fliissigkeiten wurde das Serum und

fur Feststoffe das Haar verwendet.

Tab. 29: Angaben des Analyselabors zur Messungslinien, Variationskoeffizienten (VK) des Intra-
day- und Inter-day-Assays (10-fach Messung) von Feststoffen (Haar) und Fliissigkeiten
(Serum) fiir die Spurenelemente Cu, Mo, Fe, Zn, Mn und Se mittels ICP-OES-Analyse.

Einheit Cu Mo Fe Zn Mn Se
Emmissionslinie] nm 324,754 | 202,032 | 238,204 | 202,548 | 257,610 | 196,026
Serum | Intra-day-VK 2,7 4,5 10,4 1,5 10,0 8,7
(n=10) | Inter-day-VK % 3,2 18,9 4,5 3,2 3,7 10,1
Haar | Intra-day-VK 6,7 2,6 3,9 3,1 2,3 13,9
(n=10) | Inter-day-VK 3,1 17,1 3.8 4.2 6,0 7,8
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3.7 Statistik

Zur Erfassung und Auswertung der Daten und Darstellung der Ergebnisse wurden die
Computerprogramme MS Excel (Microsoft Office Excel 2007, USA), SPSS 18.0 (SPSS
Inc., USA), BiAS 8.2 (Epsilon-Verlag, Deutschland) und MS Word (Microsoft Office
Word 2007, USA) verwendet.

Das Signifikanzniveau (o) wurde mit 5 % festgelegt (p = 0,05). Dieses bedeutet, dass bei

einem p < 0,05 die Nullhypothese verworfen wurde.

3.7.1 Normalverteilung

Mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test mit Signifikanzkorrektur nach Lilliefors wurde das
Vorliegen auf Normalverteilung der einzelnen Parameter gepriift. Diesbeziiglich wurde der
p-Wert des Tests tabellarisch angegeben. Zusédtzlich wurden die Haufigkeitsverteilungen
fiir alle Einzelwerte und die Haarsammelprobenwerte durch entsprechende Histogramme

graphisch dargestellt.

3.7.2 Deskriptive Statistik

Fiir die Einzel-, Mittel-, Pool- und Sammelprobenwerte der Spurenelementkonzentrationen
wurden unabhdngig davon, ob es sich um normalverteilte oder nicht normalverteilte
Parameter handelte, der Median (X), das erste Quartil (Qo2s), das dritte Quartil (Qo 7s), der
arithmetische Mittelwert (x), die Standardabweichung (s), Minimum- und Maximum-Wert
(Xmin, Xmax) SOWie Schiefe und Kurtosis der Verteilungsfunktion berechnet und tabellarisch

aufgefiihrt.

3.7.3 Korrelationsanalyse

Als Mall der Stirke der Beziehung zweier Variablen wurde der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (r) bestimmt, welcher die Auspriagung -1 bis 1
annehmen kann. Hierbei bedeutet ein r < 0 einen gegenldufigen, ein r = 0 keinen und ein
r > 0 einen positiven Zusammenhang zwischen zwei Variablen.

Zur Beurteilung der Korrelationen wurde die Abstufungen von Biihl und Zofel (2000)
herangezogen (Tab. 30).
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Tab. 30: Beurteilungsschema der Korrelationen nach Biihl und Zéfel (2000).

Korrelation (r) Grad der Stirke des Zusammenhangs
r<0,2 sehr gering
r>0,2bisr<0,5 gering
r>0,5bisr<0,7 mittel
r>0,7bisr<0,9 hoch
r>0,9 sehr hoch

Es wurden die Korrelationen zwischen folgenden Parametern bestimmt:

Serum-, Plasma-, Vollblut-, Harn- und Lebereinzelwerte,
Serum-, Plasma-, Vollblut-, Harn- und Lebergruppenmittelwerte, Haar- und

Rationssammelprobenwerte.

13

Signifikante Korrelationen (p < 0,05) wurde mit einem ,,** und sehr signifikante

Korrelationen (p < 0,01) mit ,,** gekennzeichnet.

3.7.4 Bland-Altmann-Methodenvergleich

Der Bland-Altman-Methodenvergleich (Bland und Altman 1986) ist ein einfaches
graphisches Verfahren zum Vergleich einer Referenzmessmethode mit einer
Alternativmethode, wobei er die Verzerrung und Streuung der Daten beriicksichtigt. Mit
Hilfe dieses Verfahrens konnen die systematischen Abweichungen, Ausreiler sowie die
Abhingigkeit der Varianz von der Grof3e der Messwerte beurteilt werden (Grouven et al.
2007).

Hierbei werden die einzelnen Differenzen beider Messmethoden (Ordinate) gegen ihre
arithmetischen Mittelwerte (Abszisse) als Punkte in ein Koordinatensystem aufgetragen.
Zur optischen Beurteilung finden sich vier horizontale Linien:

Die fette Linie steht fiir die mittlere Differenz (mean oder bias) beider Messverfahren und
gibt Aufschluss iiber die systematische Abweichung.

Die gestrichelte Linie ist der Nullwert der Differenzen und steht fiir vollige
Ubereinstimmung beider Messverfahren.

Die obere und untere horizontale Linie geben die Ubereinstimmungsgrenzen wieder. Sie
errechnen sich aus der mittleren Differenz + (1-0/2)-Quantil der t-Verteilung mit n-1
Freiheitsgraden mal der Standardabweichung der Differenzen. Die statistische Sicherheit
(1-a) ist mit 0,95 festgelegt. Erwartungsgemif liegen bei anndhernder Normalverteilung

der Differenzen 95 % aller Messwerte innerhalb dieser Linien (Bland und Altman 1999).
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Eine klinische Beurteilung der Werte ermoglicht nun die Einschdtzung der
Ubereinstimmungsgiite zwischen den beiden Messmethoden (Grouven et al. 2007).

Des Weiteren ist die Regressionsgerade ,,Differenz auf Durchschnitt® als gestrichelte und
gepunktete Linie angegeben, welche die Abhéngigkeit der mittleren Differenzen vom
Wertebereich beschreibt. Die Ergebnisse des Bland-Atman-Methodenvergleichs wurden
tabellarisch unter Angabe der mittleren Differenz (Xpm) zwischen den MessgroBen, des
95-%-Konfidenzintervalls (KI) fiir die mittlere Differenz, der Standardabweichung der
mittleren Differenz (spy) und der Ubereinstimmungsgrenzen dargestellt. Die Daten wurden
durch die Ergebnisse der Regressionsanalyse unter Angabe des Regressionskoeffizienten
(b), des Korrelationskoeffizienten (r) und der Signifikanz der Regression ergénzt.

Um den Einfluss von Extremwerten auf die Ubereinstimmungsgiite der
Methodenvergleiche zu {berpriifen, wurden die mittleren Differenzen und die
Ubereinstimmungsgrenzen der Methodenvergleiche nach Ausschluss der Extremwerte
berechnet und aufgefiihrt. Die Extremwerte wurden durch ein Stamm-Blatt-Diagramm
ermittelt. Fiir folgende Parameter wurde der Bland-Altman-Methodenvergleich

durchgefiihrt:

Plasma- und Serumeinzelwerte (Cu, Mo, Fe, Zn, Mn, Se),
Plasmagruppenmittel- und Plasmapoolwerte (Cu, Mo, Fe, Zn, Mn, Se),
Vollblutgruppenmittel- und Vollblutpoolwerte (Mn, Se).

3.7.5 Vergleich der Laktationsabschnitte

Zur Priifung des Einflusses des Laktationsstadiums auf die Spurenelementkonzentrationen
in den Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber (Einzelwerte) und Haar
(Sammelprobenwerte) wurde der nicht parametrische Kruskal-Wallis-H-Test angewendet.
Bei Ablehnung der Nullhypothese des Kruskal-Wallis-H-Tests wurde der Mann-Whitney-
U-Test zwischen den drei Laktationsabschnitten durchgefiihrt angewendet. Die Ergebnisse
wurden tabellarisch fiir die aufgefiihrten Substrate unter Angabe des Medians dargestellt.
Signifikante Gruppenunterschiede wurden durch Kleinbuchstaben (a, b und c¢)
gekennzeichnet.

Der Einfluss des Laktationsstadiums auf die Spurenelementkonzentrationen in den

Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber und Haar wurde zuséitzlich durch Box-
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Whisker-Diagramme dargestellt. Die Box wird vom ersten und dritten Quartil begrenzt und
umfasst 50 % der Werte. Die waagerechte Linie reprasentiert den Median. Die von der Box
ausgehenden Linien erstrecken sich vom groBten zum kleinsten Wert, sofern es sich nicht
um Ausreifler handelt. Als Ausrei3er (,,0°) werden Fille definiert, deren Werte 1,5 bis 3
Boxenldngen vom oberen oder unteren Boxenrand entfernt sind. Extremwerte (,,*) sind

mehr als 3 Boxenlédngen vom oberen oder unteren Boxenrand entfernt.

3.7.6 Referenzbereiche

Fir die untersuchten Spurenelementsubstratkonzentrationen wurden zweiseitige
Referenzbereiche fiir die Einzel-, Mittel-, Pool- und Sammelprobenwerte ermittelt. Da sich
wiéhrend der Priifung auf Normalverteilung zeigte, dass viele der Parameter nicht
normalverteilt sind, wurde zur einheitlichen Darstellung ausschlieflich das nicht
parametrische Perzentilverfahren zur Ermittlung der Referenzbereiche angewendet.
Ublicherweise wird das 2,5.- bis 97,5.-Perzentilintervall herangezogen. Hierzu werden die
Daten ranggeordnet, jeweils 2,5 % der grofften und kleinsten Messwerte ausgegrenzt und
die verbleibenden Daten als Referenzbereich angegeben. Sofern sich signifikante
Unterschiede zwischen den Laktationsabschnitten in den Substratkonzentrationen
darstellten, wurden differenzierte Referenzbereiche fiir die sich unterscheidenden
Laktationsabschnitte ausgewiesen.

Das nicht parametrische Verfahren ist natiirlicherweise auf eine Mindestanzahl an Féllen
begrenzt (Solberg 1987), so dass fiir die Substratkonzentrationen, die eine

Stichprobengrofle von n < 40 aufwiesen keine Referenzbereiche ermittelt wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Futterrations- und Wasseranalysen

In Tab. 31 sind die wichtigsten statistischen Kennzahlen der analysierten
Futterrationsparameter aufgefiihrt. Dariliber hinaus ist in Tab. 32 die mittlere Versorgung
der Milchviehbetriebe mit den in der Betrachtung stehenden Spurenelementen sowie
Kalzium und Schwefel dargestellt. Tab. 33 fiihrt die fiir die Kupferhomoostase
bedeutsamen mittleren Mineralgehaltsverhdltnisse der Rationen differenziert nach

Milchviehbetrieben auf. Die Ergebnisse der Trinkewasseranalysen finden sich in Tab. 34.

Tab. 31: Ergebnisse der Futterrationsanalysen der Milchviehbetriebe.

Parameter Einheit X s Xmin Xmax n

Trockensubstanz g/kg TS 420 53 272 565 89

Rohasche g/kg TS 80 15 60 164 89

Netto-Energie- | ;)4 6,5 0,56 42 72 89

Laktation

Umsetzbare MJ/kg 10,8 0,78 7.5 11,7 89
Energie

Rohfaser g/kg TS 202 33 152 305 89

Zucker g/kg TS 33 19 0 80 89

Stirke g/kg TS 176 58 0 270 89

Rohprotein g/kg TS 148 17 104 184 89

Nutzbares o/kg TS 145 10 115 161 84
Protein

Nminale g N/kg 1 1.5 3 4 84

Proteinloslichkeit % 47 8 33 75 84

Rohfett g/kg TS 36 7,5 21 56 89

Ca g/kg TS 7,5 2,2 3,3 13,1 89

P g/kg TS 472 0,6 2,9 6,1 89

Mg g/kg TS 3,0 0,8 1,7 6 89

K g/kg TS 16,4 3.2 9,9 31,8 89

Na g/kg TS 2,5 1,1 0,5 5.4 89

cl g/kg TS 59 2,6 22 16,2 84

S g/kg TS 2,6 0,8 0,7 5,6 84

DCAB meq/kg 205 96 11 573 84

Cu mg/kg TS 20,5 8,5 8,3 442 89

Mo mg/kg TS 0,69 0,42 0,11 1,77 84

Fe mg/kg TS 423 187,3 184 1148 84

Zn mg/kg TS 126 57,8 43 315 89

Mn mg/kg TS 108 44,0 42 256 89

Se mg/kg TS 0,55 0,31 0,10 1,43 79

Co mg/kg TS 0,80 0,95 0,15 7,06 84
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Tab. 32: Ausgewdhlite mittlere Rationsmineralgehalte der Milchviehbetriebe.

Betrich Cu Mo Fe Zn Mn Se Ca S
etrie
mg/kg TS g/kg TS
X 168 090 431 148 122 084 101 2.4
1 s 7.1 0.0 52 78 55 055 22 0l
X 147 152 252 118 %2 9.4 L5
2 s 21 015 97 74 24 ™ g 12
, X 195 078 470 158 115 077 69 2.7
s 73 010 9l 70 36 035 27 1,0
X 249 052 376 133 97 065 7.1 2.8
4 s 19 029 41 9 7 010 25 1,4
X 123 123 288 83 66 028 69 23
5 s 23 011 43 27 14 011 09 02
X 182 050 509 136 108 052 6.1 2,6
6 s 19 008 78 24 18 009 04 03
X 145 056 357 88 67 037 79 22
7 s 18 015 62 2 12 012 13 0,2
X 207 094 443 114 105 046 101 3.8
8 s 50 057 159 21 30 020 16 07
X 315 034 408 178 154 078 68 2.6
? s 82 009 7l 63 29 025 22 04
0 X 9.7 066 320 48 81 0.3 44 20
s 13 013 63 4 16 002 03 03
o X 19.1 037 706 125 127 033 69 27
s 49 016 340 38 39 013 07 01
X 282 048 337 153 113 065 86 27
12 s 143 030 210 81 44 034 24 08
X 277 067 485 189 190 091 7.0 2.4
13 s 50 027 285 49 19 021 22 03
y X 201 047 340 111 78 049 9.1 23
s 34 011 65 38 19 038 33 05
X 16.9 o8 8l 7.0
15 s 5.6 n. v. n. v. 49 40 n. v. 27 n. v.
X 208 123 462 112 99 043 74 33
16 s 09 019 84 14 13 004 30 16
X 273 108 674 137 173 066 67 27
17 s 132 040 303 68 79 045 09 04
X 180 035 409 95 98 051 77 36
18 s 20 014 204 13 7 005 22 1Ll
X 319 017 304 206 126 073 80 29
19 s 74 004 12 76 34 019 12 02
20 X 136 014 512 102 95 039 72 29
s 13 002 87 16 10 029 18 02
gesamt n &9 84 84 89 89 79 89 84

n. v: Daten nicht verfiigbar.
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Tab. 33: Aus

ewdhlte Verhdltnisse mittlerer Rationsmineralgehalte der Milchviehbetriebe.

Parameter X X s Xmin Xmax n
Mo/Cu 0,03/1 0,02/1 0,02/1 0,1/1 0,004/1 19
Fe/Cu 23/1 23/1 8/1 10/1 38/1 19

S/Cu 145/1 144/1 411 88/1 215/1 19
S/Mo 5117/1 6740/1 5547/1 927/1 21476/1 19
Tab. 34: Ergebnisse der Trinkewasseranalysen der Milchviehbetriebe.
Ca Mg K Fe Mn SO/ Zn NO; pH Hirte
Betrieb mg/l | °*dH
1 03 97 0 0,01 0,56 1 0,1 4 7,17 26
2 2 21 56 0,13 0,19 n.v. 0,2 16,3 n.v. n.v.
3 31 9 3 0,07 0,05 59 1,9 493 6,66 8
4 379 68 10 0,02 0,02 898 024 40,3 7,28 80
5 82 13 4 0,14 0,35 207 0,09 1,9 6,19 17
6 79 4 7 0,05 0,02 60 0,23 1,3 7,57 14
7 149 24 4 7,80 0,5 308 0,04 1,6 6,54 31
8 69 15 3 0,05 0,1 9 0,53 1,2 7,62 15
9 53 7 4 1,00 1,3 58 0,2 1,1 6,65 10
10 101 21 7 390 0,1 1 0,03 2,7 17,06 22
11 38 5 1 0,03 0,02 28 0,01 3 8,04 7
12 119 11 8 0,05 0,02 80 nv. 24 7,63 22
13 44 5 7 0,04 0 17 0,02 24 792 9
14 137 19 6 0,05 0,02 110 0,02 3,7 6,87 27
15 85 10 3 3,08 0,14 23 0,04 26 7,10 17
16 79 9 4 0,70 0,1 24 n.v. 3.8 7,70 15
17 138 13 3 0,05 0,02 89 0,02 32 6% 26
18 184 18 51 337 034 332 0,02 32 748 35
19 146 19 40 0,12 0,02 192 0,03 15 7,03 29
20 92 11 26 0,05 0,02 46 0,08 2,1 7,23 18
Grenzwert * [ 500 500 3 4 500 5 300 5-9

*. Kamphues et al. (2007), n. v.: Daten nicht verfiigbar.
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4.2 Ergebnisse Kupfer

4.2.1 Deskriptive Statistik und Test auf Normalverteilung der
Kupferkonzentrationen in den Substraten

Die statistischen Kennzahlen der Kupferkonzentrationen in den untersuchten
Probenmedien finden sich fiir die Einzel- (EW), Gruppenmittel- (MW) und Poolwerte
(PW) in Tab. 35. Die Histogramme der Serum-, Plasma-, Vollblut-, Harn-, Leber- (EW)
und Haarkupferkonzentration (Sammelprobenwerte (SPW)) sind in Abb. 6 bis Abb. 11
aufgefiihrt. Der Kolmogorov-Smirnov-Test (KS-Test) weist die Kupferkonzentration in
den Einzelproben (EP) als nicht normalverteilt aus (p < 0,05). Die MW und PW sind mit

Ausnahme der Harn- und Haarkonzentrationen normalverteilt (p > 0,05).

Tab. 35: Statistische Kennzahlen und Test auf Normalverteilung der Kupferkonzentrationen in den
Substraten (Einzel-, Mittel- und Poolwerte).

n | X | Qs | Qoris| X S Xmin | Xmax p | Schiefe | Kurtosis

Substrat
ng/l

-EW | 417 |733| 611 | 848 | 742 | 170 | 381 | 1330 | 0,023 | 0,439 0,068

Serum | -MW | 57 |760| 671 | 808 | 739 | 109,8 | 520 | 960 | 0,2 | -0,004 | -0,551

-PW | 57 |756| 664 | 819 | 736 | 122,8 | 487 | 970 | 0,2 | -0,238 | -0,606

-EW | 418 |882| 767 | 1010 | 906 | 177,8 | 520 | 1580 | 0,001 | 0,796 0,752

Plasma | -MW | 58 [900| 824 | 972 | 903 | 1152 | 696 | 1214 | 0,2 | 0,492 0,124

-PW | 58 [906| 779 | 1003 | 903 | 136,6 | 688 | 1290 | 0,2 | 0,319 | -0,427

-EW | 418 |799| 694 | 900 | 797 | 155,1 | 410 | 1330 | 0,02 | 0,193 0,167

Vollblut| -MW | 58 |793| 737 | 879 | 795 | 99,4 | 540 | 990 | 0,2 | -0,261 | -0,118

-PW | 58 [772| 692 | 869 | 778 | 115,9 | 548 | 1080 | 0,2 | 0,033 -0,169

-EW | 41561 | 39 | 101 | 107 | 1859 | 10 | 2490 0 8,092 86,44

Harn
-MW | 55 |76 | 56 140 | 109 95 19 | 474 0 2,416 6,354
mg/kg TS
-EW (369 (422| 323 | 559 | 451 | 194,1 | 55 | 1315 | 0,001 | 0,905 1,9
Leber

-MW ([ 29 |464| 356 | 505 | 441 | 138,1 | 153 | 840 | 0,20 | 0,423 1,556

Haar |-SPW| 58 |93 | 8,6 11 | 11,2 ] 6,39 | 6,9 | 47,4 0 4,042 19,33

p: Signifikanzwert des KS-Tests.
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4.2.2 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und
Serumkupferkonzentrationen (Einzelwerte)

In Tab. 36 und Abb. 12 sind die Ergebnisse des Bland-Altman-Methodenvergleichs fiir die

Einzelwerte der gepaarten Plasmakupfer- (P1-Cu-EW) und Serumkupferkonzentrationen

(S-Cu-EW) dargestellt. Die mittlere Differenz (xp, = 166 ug/l) der beiden Parameter ist

statistisch signifikant (p <0,05). Die absoluten Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei

-54 ng/l und 385 pg/l. Die Differenzen sind zufillig iiber den Wertebereich verteilt

(p > 0,05). Der Ausschluss der drei Extremwerte in der Verteilung der Differenzen fiihrt

nur zu einer geringen Einengung des Ubereinstimmungsintervalls (-45 pg/l und 373 pg/l).

Die mittlere Differenz liegt hiernach bei 164 pg/l.

Tab. 36: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und Serumkupferkonzentrationen

(Einzelwerte).
- |= — Ubereinstimmungsgrenzen | Regression
n | X |Xpm|[KIXpm]| P | Som
untere | obere b r
Einheit ng/l ng/l
PI-Cu-EW 907 166 0,05 | 0,07
—— 417 0,00 | 111,8 -54 386
S-Cu-EW 742 | [155-177] p>0,05
% 750~ n=417
5 ]
= 500 y
o L
@ . .
fﬂlﬂ o ——— a_— - == — = = @
= I _
g ter
=
<
i
I ) T |
500 730 1000 1250 1500

(PLCu-EW + §-Cu-EW) /2 (ng/l)

Abb. 12: Bland-Altman-Diagramm der Plasma- und Serumkupferkonzentrationen (EW).
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4.2.3 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmakupferkonzentration von

Gruppenmittel- und Poolwerten

Die mittlere Plasmakupferkonzentration der Gruppenmittelwerte (Pl-Cu-MW) und die

mittlere Konzentration der gepaarten Poolwerte (PI-Cu-PW) unterscheidet sich nicht

signifikant (p > 0,05). Die Poolwerte sind im Mittel 0,3 pg/l geringer als die

entsprechenden Gruppenmittelwerte. Die Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei -215 pg/l
und 216 pg/l (Tab. 37, Abb. 13.). Eine Abhingigkeit der Differenzen vom Wertebereich
besteht nicht (p > 0,05).

Tab. 37: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmakupferkonzentrationen von Gruppenmittel-

und Poolwerten.
- = — Ubereinstimmungsgrenzen | Regression
n | X |[Xpm|[KIXpm]| P | Som
untere ‘ obere b r
Einheit ng/l ng/l
Pl-Cu-MW 903 0,3 -0,21 [-0,22
—1 58 ’ 0,98 |106,7 =215 216
Pl-Cu-PW 903 | -28-28 p>0,05
= 40 pn=33
Bl
¢ L
E 200— . . @
= . .
O i . 5. . ]
E T = _ ™ - "
1 0 ] -:: ¥ L: _:-.-‘_5_! . E
E L] - .\ . % e
L - "
S -200 . Bl
.
1 | | |
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(P1-Cu-MW + P1-Cu-PW) /2 (ngl)

Abb. 13: Bland-Altman-Diagramm der Plasmakupferkonzentrationen (MW-PW).
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4.2.4 Korrelationsanalyse der Kupferkonzentrationen in den Substraten

Tab. 38 fiihrt die ermittelten Korrelationen zwischen den Kupferkonzentrationen der

untersuchten Probenmaterialien fir die EW bzw. die MW und SPW auf.

Zwischen den Serum-, Plasma- und Vollblutkonzentrationen sind iiberwiegend mittlere bis

hohe Korrelationen (r = 0,48 bis r = 0,81) festzustellen.

Ansonsten sind zwischen den Probenmedienkonzentrationen nur sehr geringe (r < 0,2) bis

geringe (r > 0,2 bis r < 0,5) Abhédngigkeiten zu beobachten. Das Verhiltnis zwischen

Leber- und Plasmakupferkonzentration (EW) wird exemplarisch in Abb. 14 dargestellt.

Tab. 38: Korrelationsmatrix der Kupferkonzentrationen in den Substraten.

Parameter | Serum | Plasma | Vollblut | Harn Leber Haar Ration

Serum r 0,70** 0,48** 0,13 -0,16 0,02 -0,13
n 57 57 54 28 57 55

Plasma r 0,81%* 0,64** 0,25 -0,29 -0,20 -0,11
n 417 58 55 29 58 56

r 0,68%* | 0,73** 0,29% -0,22 -0,31* -0,05
Vollblut n 417 418 55 29 58 56

Harn r 0,02 0,08 0,08 0,11 0,25 0,20
n 414 415 415 29 55 53

Leber r -0,10 -0,14%* -0,04 0,00 0,26 0,24
n 368 369 369 367 28 27

r 0,08
Haar n - - - - 58

EW: normal, MW und SPW: fett,

Plasmakupferkonzentration
(ngl)
=
i

**:p<0,01, *: p<0,05.

2000—

1500—

500

n =369

250
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Leberkupferkonzentration (mg/'kg TS)

Abb. 14: Verhdltnis zwischen Plasma- und Leberkupferkonzentration (EW).
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4.2.5 Laktationsverlauf der Substratkupferkonzentrationen

Fir alle Substrate mit Ausnahme von Haar und Ration ist in ihrer zentralen Tendenz
(Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05) ein signifikanter Unterschied zwischen den
Laktationsabschnitten nachzuweisen, der sich beim Vergleich der einzelnen
Laktationsabschnitte (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05) zwischen Frischmelker (FM)- und
Spétlaktations (SL)-Kiihen als durchgehend darstellt (Tab. 39). Wéhrend der Medianwert
von Serum-, Plasma-, Vollblut- und Harnkupferkonzentration im Laktationsverlauf
abnimmt, verhilt sich der Median der Leberkupferkonzentration dazu gegenldufig. Die
laktationsabschnittsdifferenzierte Verteilung der Kupfersubstratkonzentrationen wird in

Abb. 15 bis Abb. 20 veranschaulicht.

Tab. 39: Median der Substratkupferkonzentrationen differenziert nach Laktationsstadien.

Serum Plasma  Vollblut Harn Leber Haar Ration
Substrat .
Einzelwerte Sammelprobenwerte
Einheit ng/l | mg/kg TS
a a a a a
FM 795 973 813 715 320 8,7 16,2
b b b
HL 753 ° 868 810 660" 478 9,4 16,3
b b b b
SL 652 807 € 746 540 485 9,7 17,8
n 417 418 418 415 369 58 57

unterschiedliche Buchstaben (a-c) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Laktationsgruppen in den Spalten (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05).

]
= * . T 1500 . . .
= 1250 - 3
= ] = . .
= T 5 T
;E | g 1250 : L]
g 1000 B
o @
= = .
—:ﬂE 750 H g 1000 H
5 g N
=3 E ]
g s a . _g 0 E' b
E - b E 1 c
- 250 = 500
I 1 I I 1 I
FM HL =L FM HL sl
m=137 (n=140) (n=140 m =138 (=140 (n=140
Laktationsabschnitt Laktationsahschnitt
Abb. 15: Serumkupferkonzentration im Abb. 16: Plasmakupferkonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (EW).
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Abb. 19: Leberkupferkonzentration im Abb. 20: Haarkupferkonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (SPW).
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4.2.6 Referenzbereichsermittlung fiir die Substratkupferkonzentrationen

Die aus den EW, MW, PW und SPW der Substratkupferkonzentrationen ermittelten
Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) sind in Tab. 40 dargestellt.

Da zwischen den Laktationsabschnitten signifikante Konzentrationsunterschiede in den
Substraten feststellbar sind (Tab. 39), werden diesbeziiglich in Tab. 41 differenzierte

Referenzbereiche fiir die EW ausgewiesen.

Tab. 40: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Kupferkonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber und Haar (Einzel-, Mittel- und

Poolwerte).

Substrat Einheit n Einzelwerte n Mittelwerte n Poolwerte
Serum 417 454 -1100 57 533 - 948 57 487 - 959
Plasma 1 418 639 - 1326 58 701 - 1198 58 692 - 1209

Vollblut He 418 | 484-1116 | 58 | 560-992 | 58 | 550-1047

Harn 415 17 - 455 55 21 -462 -
369 106 - 901 29 - -
II:Ie::: mefkg TS 58 | 6,9-39,9%

-: nicht berechnet (n < 40), *: SPW.

Tab. 41: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Kupferkonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Harn, Vollblut und Lebern differenziert nach
Laktationsgruppen (Einzelwerte).

Einzelwerte
Substrat Einheit Frischmelker | Hochlaktation Spitlaktation
Serum 488 - 1131 409 - 1055
Plasma 673-1419 | 650 - 1345 608 - 1305
Vollblut ng/ 536 - 1100 4551130
Harn 22 -540 15-392
Leber mg/kg TS 70 - 725 | 719 - 953

n ist aus Abb. 15 bis Abb. 19 zu entnehmen.
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4.3 Ergebnisse Molybdian

4.3.1 Deskriptive Statistik und Test auf Normalverteilung der

Molybdinkonzentrationen in den Substraten

Die wichtigsten Lage- und Streuungsmalle fiir die Molybdédnkonzentrationen in den

untersuchten Probenmedien sind in Tab. 42 zusammengefasst. Die Histogramme der
Serum-, Plasma-, Vollblut-, Harn-, Leber- (EW) und Haarmolybdénkonzentration (SPW)
sind in Abb. 21 bis Abb. 26 dargestellt. Der KS-Test weist die Konzentrationsverteilung
des Molybdins in den Substraten Serum (MW, PW), Vollblut (MW, PW) und Leber (MW)

als normalverteilt aus (p> 0,05). Die iibrigen untersuchten Parameterkonzentrationen sind

hingegen nicht normalverteilt (p < 0,05).

Tab. 42: Statistische Kennzahlen und Test auf Normalverteilung der Molybddinkonzentrationen in

den Substraten (Einzel-, Mittel- und Poolwerte).

n | X | Qs |Qoss| X s Xmin | Xmax p |Schiefe | Kurtosis
Substrat ngl

-EW [386( 8,6 | 4,6 | 13,9 | 104 | 7,69 | 0,2 | 52,5 0 1,505 | 3,199

Serum |-MW [ 42 [10,7| 7 | 15,1 | 11,7 | 5,65 | 5,1 | 32,6 | 0,094 | 1,444 3,06
-PW | 50 | 88 | 53 13,6 | 10 | 6,27 | 1,7 | 32,7 |0,197 | 1,196 2,07

-EW (38279 | 47 | 12,7 | 98 | 7,37 | 0,7 | 55,1 0 1,844 | 5,365

Plasma |-MW | 43 |10,2| 6,2 | 14 | 10,9 | 6,08 3 33,5 (0,033 1,4 3,07
-PW (52 (82| 45 | 12 | 93 | 6,69 | 1,5 | 35,6 |0,034| 1,525 | 3,431

-EW [ 168 6,5 | 3,8 | 10,9 | 83 | 6,74 | 0,1 | 44,1 0 2,228 7,77
Vollblut| -MW | 10 |10,5| 54 | 12,7 | 10,4 | 5,36 | 3,8 | 22,6 | 0,2 | 0,908 | 1,506
-PW | 22 73| 27 |114 | 85 | 57 | 1,9 | 21,3 | 0,2 0,95 0,152

-EW [415| 84 | 46 | 146 | 110 | 98,8 | 4 602 0 2,137 | 5,873

Harn -MW | 55|93 | 63 | 120 | 111 | 77,3 | 13 378 0 1,878 | 3,673

png/kg TS

-EW | 369 (3305|2915 | 3849 | 3369 | 868,4 | 956 | 10187 | 0,002 | 1,48 11,51

Lieber -MW | 29 (3403|3011 | 3649 | 3396 | 512,1 | 2441 | 4557 | 0,2 | 0,401 | 0,187
Haar |-SPW|( 58 | 297 | 220 | 463 | 426 |497,4| 66 | 3459 0 0,314 | 25,08

p: Signifikanzwert des KS-Tests.
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4.3.2 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und
Serummolybdinkonzentrationen (Einzelwerte)

Die mittlere Plasma- (P1-Mo-EW) und Serummolybdidnkonzentration (S-Mo-EW) der

gepaarten Einzelwerte unterscheidet sich bei einer mittleren Differenz (Xpy) von -0,8 pg/l

signifikant (p < 0,05). Die absoluten Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei -7,8 pg/l und
6,2 ug/l (Tab. 43 und Abb. 27). Die Differenzen sind zufillig liber den Wertebereich

verteilt (p > 0,05). Die Verteilung der Differenzen weist 23 Extremwerte auf, deren

Diskriminierung zu einer mittleren Differenz von -0,2 pg/l und einer Reduktion des

Ubereinstimmungsbereichs auf -4,3 ug/l und 3,9 pg/l fiihrt. Die statistische Signifikanz der

mittleren Differenz der beiden Parameter geht hierbei verloren.

Tab. 43: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und Serummolybddnkonzentrationen

(Einzelwerte).
- |= — Ubereinstimmungsgrenzen| Regression
n X |[Xpm [KIXpml| P | Som
untere obere b r
Einheit ng/l ng/l
Pl-Mo-EW 10,1 -0.8 -0,04 |-0,08
——— 365 ’ 0,00 | 3,56 -7,8 6,2
S-Mo-EW 10,9 |[-1,16 --0,42] p>0,05
a 109 n-=365
k! ' P &3
= st _ _
=] 0 s T T _@
C
= RS {78
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= .
23]
& -207 .
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.
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(PL-Mo-EW + §-Mo-EW) / 2 (ng/)

Abb. 27: Bland-Altman-Diagramm der Plasma- und Serummolybddinkonzentrationen (EW).
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4.3.3 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmamolybdinkonzentration von
Gruppenmittel- und Poolwerten

Die zwischen  der  Plasmamolybddnkonzentration  der

Gruppenmittelwerte (P1-Mo-MW) und Poolwerte (P1-Mo-PW) betrdgt 0,3 pg/l. Hierbei

mittlere  Differenz
unterscheiden sich die mittleren Konzentrationen der beiden Messgrof8en nicht signifikant
(p > 0,05). Die Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei -3,8 pg/l und 4,4 pg/l (Tab. 44 und
Abb. 28). Mit einem p > 0,05 liegt keine signifikante Abhéngigkeit der mittleren
Differenzen vom Wertebereich vor. Bei fehlender Berlicksichtigung der drei
AusreiBerwerte wiirde sich die untere Ubereinstimmungsgrenze auf -2,6 pg/l erhdhen und
die obere auf 3,5 pg/l erniedrigen. Die mittlere Differenz der beiden Parameter erhoht sich

hierdurch auf 0,4 pg/l.

Tab. 44: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmamolybddinkonzentration von Gruppenmittel-

und Poolwerten.
- |= — Ubereinstimmungsgrenzen | Regression
n | X |[Xpm[KIXpm|]| P | Som
untere obere b r
Einheit ng/l ng/l
PI-Mo-MW 10,9 0,3 -0,09 |-0,28
— 43 ’ 0,34 | 2,01 -3,8 4,4
P1-Mo-PW 10,6 | [-0,3-0,9] p> 0,05
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Abb. 28: Bland-Altman-Diagramm der Plasmamolybddnkonzentrationen (MW-PW).
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4.3.4 Korrelationsanalyse der Molybdinkonzentrationen in den Substraten

In Tab. 45 sind die berechneten Korrelationen zwischen den Molybdénkonzentrationen der
verschiedenen Probenmedien aufgelistet. Aufgrund der geringen Fallzahlen wurde das
Substrat ~ Vollblut bei den MW nicht beriicksichtigt. Die Serum- und
Plasmamolybdidnkonzentrationen weisen einen engen bzw. sehr engen Zusammenhang auf.
Wihrend ansonsten zwischen den Molybdansubstratkonzentrationen iiberwiegend geringe
bis mittlere Zusammenhinge feststellbar sind, weist die Leberkonzentration mit den
ibrigen Probenmedienkonzentrationen nur geringe bzw. sehr geringe Abhéingigkeiten auf.
Das abgebildete Streupunktdiagramm (Abb. 29) verdeutlicht graphisch das Verhéltnis

zwischen Leber- und Plasmakonzentration (EW).

Tab. 45: Korrelationsmatrix der Molybddinkonzentrationen in den Substraten.

Parameter | Serum | Plasma | Vollblut | Harn Leber Haar Ration
S r 0,96%* - 0,52%* 0,21 0,35* 0,23
erum n 38 8 41 20 42 39
Pl r 0,88** - 0,60%* 0,27 0,50%* 0,30
asma n 365 9 42 22 43 38
r 0,69** | 0,68%* - - - -
Voliblut n 167 166 10 6 10 9
H r 0,42%* | 0,44%** 0,36** -0,15 0,53%* | 0,40%*
arn n 384 380 168 29 55 50
L r 0,17** 0,10 0,14 0,07 0,03 0,15
eber n 342 335 367 367 29 27
r 0,29*
Haar n 52
EW: normal, MW und SPW: fett, -: nicht berechnet, **:p<0,01, *: p<0,05.
G0—
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Abb. 29: Verhdltnis zwischen Leber- und Plasmamolybddnkonzentration (EW).
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4.3.5 Laktationsverlauf der Substratmolybdinkonzentrationen

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Laktationsabschnitten ist ausschlieBlich fiir die
Harn- und Lebermolybdinkonzentration festzustellen (Kruskas-Wallis-Test, p <0,05)
(Tab. 46). Die FM-Kiihe weisen gegeniiber den folgenden Laktationsabschnitten einen
signifikant geringeren Lebermedianwert auf, wihrend sich bei den SL-Kiihen ein
geringerer Harnmedianwert gegeniiber den vorausgehenden Laktationsabschnitten
beobachten lidsst (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05). Die Verteilung der Serum-, Plasma-,
Vollblut-, Harn-, Leber- (EW) und Haarmolybddnkonzentrationen (SPW) ist in Abb. 30 bis
Abb. 35. differenziert fiir die drei Laktationsphasen dargestellt.

Tab. 46: Median der Substratmolybddnkonzentrationen differenziert nach Laktationsstadien.

Serum Plasma  Vollblut Harn Leber Haar Ration
Substrat .
Einzelwerte Sammelprobenwerte
Einheit ng/l ‘ ng/kg TS mg/kg TS
FM 7,6 7,3 5,8 91 ° 2932 ° 289 0,67
HL 9,0 8,0 6,6 28 3522 ° 323 0,64
SL 9,3 8,9 7.1 67° 3461 ° 282 0,59
n 386 382 168 415 369 58 54

unterschiedliche Buchstaben (a-c) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Laktationsgruppen in den Spalten (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05).
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Abb. 30: Serummolybdinkonzentration im Abb. 31: Plasmamolybddinkonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (EW).
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Abb. 32: Vollblutmolybddnkonzentration im Abb. 33: Harnmolybddinkonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (EW).
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Abb. 34: Lebermolybddinkonzentration im Abb. 35: Haarmolybdinkonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (SPW).
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4.3.6 Referenzbereichsermittlung fiir die Substratmolybdinkonzentrationen

Die aus den Daten ermittelten Referenzbereiche fiir die untersuchten
Substratmolybdénkonzentrationen sind fiir die EW, MW, PW und SPW in Tab. 47
aufgefiihrt. Da die Harn- und die Lebermolybdinkonzentrationen signifikante
Unterschiede in ihrer zentralen Tendenz im Laktationsverlauf aufweisen (Tab. 46), werden

diesbeziiglich differenzierte Referenzbereiche fiir die EW ausgewiesen (Tab. 48).

Tab. 47: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Molybddnkonzentration in
den Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber und Haar (Einzel-, Mittel- und

Poolwerte.

Substrat Einheit n Einzelwerte n Mittelwerte n Poolwerte
Serum 386 1,6 - 30,6 42 52-31,8 50 1,8-29,9
Plasma ng/l 382 1,4-294 43 3,1-32,2 52 1,5-314

Vollblut 168 0,5-26,6 10 - 22 -

Harn 415 8,5-454 55 18 -365
369 1644 - 5090 29 -
II:Ie::: ng/kg TS 53 | 69-2645%

-: nicht berechnet (n < 40), *: SPW.

Tab. 48: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Molybddnkonzentration in
den Substraten Harn und Leber differenziert nach Laktationsgruppen (Einzelwerte).

Einzelwerte
Substrat Einheit Frischmelker ‘ Hochlaktation Spitlaktation
Harn ng/l 13 - 466 5-440
Leber ng/kg TS 1418 - 5050 ‘ 1952 - 5109

n ist aus Abb. 33 und Abb. 34 zu entnehmen.
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4.4 Ergebnisse Eisen

4.4.1 Deskriptive Statistik und Test auf Normalverteilung der Eisenkonzentrationen
in den Substraten

Die wesentlichen statistischen Kennzahlen fiir die Eisenkonzentrationen in den
untersuchten Probenmedien sind in Tab. 49 aufgefiihrt. Bei den EW ist ausschlieBlich fiir
die Serumeisenkonzentration von einer Normalverteilung auszugehen. Bei den MW und
PW weicht die Eisenkonzentration der Plasma-, Vollblut- und Harn-MW sowie der Haar-
SPW von einer Normalverteilung ab, wéhrend die ibrigen PW und MW einer
Normalverteilungsfunktion folgen. In Abb. 36 bis Abb. 41 sind die
Haufigkeitsverteilungen der Serum-, Plasma-, Vollblut-, Harn-, Leber- (EW) und

Haareisenkonzentration (SPW) dargestellt.

Tab. 49: Statistische Kennzahlen der Eisenkonzentrationen und Test auf Normalverteilung in den
Substraten (Einzel-, Mittel- und Poolwerte).

n| X | Qs | Qs | X s Xmin | Xmax | P | Schiefe | Kurtosis

Substrat
ng/l

-EW (417]1320| 1120 | 1565 |1328|345,7| 241 | 2430 | 0,2 | -0,025 | 0,298

Serum |-MW | 57 |1333| 1230 | 1466 [1338|191,6| 934 | 1829 | 0,2 | 0,198 0,009

-PW | 57 |1300| 1145 | 1425 {1290|207,8| 891 | 1810 | 0,2 | 0,274 -0,06
-EW (418|1590| 1378 | 1900 |1669|483,3| 477 | 4380 | O 1,178 3,557

Plasma | -MW [ 58 |1616| 1455 | 1932 |1678| 303 | 1155|2476 | 0,01 | 0,696 | -0,227

-PW | 58 |1630| 1445 | 1850 [1642| 291 | 1160 | 2340 | 0,2 0,3 -0,583

mg/l
-EW (292|346 | 318 | 377 | 349 (47,1 | 215 | 591 |0,031| 0,66 2,164

Vollblut | -MW | 40 | 348 | 325 | 377 | 349 | 32,4 | 290 | 439 |0,047| 0,497 0,19

-PW |40 | 320 | 285 | 344 |319|40,1 | 228 | 397 | 0,2 | -0,094 | -0,548

ng/l
-EW |413| 27 18 42 | 37 | 50,6 | 4 | 858 0 11,08 169,7
Harn -MW (53| 30 | 23 42 | 35 |22,7| 10 | 161 0 3,411 16,84
mg/kg TS
-EW (369|304 | 250 | 379 | 329 |117,3| 124 | 875 0 1,389 | 2,597
Leber

-MW | 29| 337 | 276 | 384 |343| 78,2 | 238 | 540 | 0,2 | 0,763 0,099

Haar |-SPW|58| 88 | 7,3 9,9 9 242 57 |22,7 (0,001 2,886 13,01
p: Signifikanzwert des KS-Tests.
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4.4.2 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und
Serumeisenkonzentrationen (Einzelwerte)

Die Ergebnisse des Bland-Altman-Methodenvergleichs zwischen den gepaarten
Einzelwerten der Plasmaeisen- (Pl-Fe-EW) und Serumeisenkonzentration (Se-Fe-EW) sind
in Tab. 50 und Abb. 42 dargestellt. Die mittlere Differenz (xpm = 339 ug/l) zwischen den
Plasma- und Serumwerten ist statistisch signifikant (p < 0,05). Die
Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei -306 pg/l und 985 pg/l. Zwischen den Differenzen
und dem Wertebereich besteht eine signifikante positive Abhédngigkeit (p < 0,05). Die
Entnahme der 24 Extremwerte reduziert die mittlere Differenz auf 293 pg/l und es ergeben
sich die Ubereinstimmungsgrenzen -120 ug/l und 705 pg/l. Die Abhingigkeit der

Differenzen vom Wertebereich bleibt jedoch bestehen.

Tab. 50: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und Serumeisenkonzentrationen
(Einzelwerte).

Ubereinstimmungsgrenzen| Regression

n X | Xpm [KI Xpm Sbm
pm | oo P P untere obere b r

Einheit ng/l ng/l

—Fe- 1668 0,38 | 0,45
PLFeEW | )5 339 0,00 |328,2 -306 985 —‘—
S-Fe-EW 1328 [308-371] p <0,05

W0 -7

2000 . .

1000

Pl-Fe-EW - §-Fe-EW (ug/l)

-1000—

|
0 1000 2000 3000 4000
(P1-Fe-EW + §-Fe-EW) / 2 (ng/)

Abb. 42: Bland-Altman-Diagramm der Plasma- und Serumeisenkonzentrationen (EW).
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4.4.3 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmaeisenkonzentrationen von
Gruppenmittel- und Poolwerten

Tab. 51 und Abb. 43 veranschaulichen die Ergebnisse des Bland-Altman-
Methodenvergleichs zwischen der Plasmaeisenkonzentration der Gruppenmittelwerte
(P1-Fe-MW) und den entsprechenden Poolwerten (Pl-Fe-PW). Die mittlere Differenz
zwischen den beiden Parametern bemisst sich auf 36 pg/l und ist statistisch betrachtet nicht
relevant (p > 0,05). Die Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei -315 pg/l und 387 pg/l. Die
Differenzen sind zufillig iber den Wertebereich verteilt (p > 0,05). Bei Ausschluss der
drei Extremwerte in der Verteilung der Differenzen ergibt sich eine mittlere Differenz von

-13 pg/l und ein Ubereinstimmungsintervall, das von -276 pg/1 bis 301 pg/l begrenzt ist.

Tab. 51: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmaeisenkonzentration von Gruppenmittel- und

Poolwerten.
- = — Ubereinstimmungsgrenzen | Regression
n | X |Xpm[KIXpm]| P SDm
untere obere b r
Einheit ng/l ng/l
Pl-Fe-MW 1678 36 0,04 | 0,07
— | 58 0,12 | 173,7 -315 387
Pl-Fe-PW 1642 | [-10-82] p>0,05
o ﬁl:”:l_ 1= jE
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Abb. 43: Bland-Altman-Diagramm der Plasmaeisenkonzentrationen (MW-PW).
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4.4.4 Korrelationsanalyse der Eisenkonzentrationen in den Substraten

Die fiir die Eisenkonzentrationen in den Substraten ermittelten Korrelationskoeffizienten

sind in der Tab. 52 aufgefiihrt. Zwischen der Serum- und Plasmaeisenkonzentration (EW,

MW) besteht ein enger Zusammenhang (r = 0,78). Ansonsten sind nur geringe oder sehr

geringe Korrelationen (r =

-0,01 bis r =

0,39) zwischen den verschiedenen

Probenmedienkonzentrationen feststellbar. Abb. 44 stellt den Zusammenhang zwischen

Leber- und Plasmaeisenkonzentration (EW) graphisch dar.

Tab. 52: Korrelationsmatrix der Eisenkonzentrationen in den Substraten.

Parameter | Serum | Plasma | Vollblut | Harn Leber Haar Ration
S r 0,78%* | 0,22 -0,01 -0,36 0,24 0,20
erum n 57 39 54 28 57 51
. r 0,78%* 0,35* 0,21 0,10 021 | 0,39%*
asma n 417 40 54 29 58 2
r 0,18%* | 0,36%* 0,27 0,12 0,01 0,15
Vollblut n 291 292 37 20 40 35
r 0,02 0,10% | 0.21%* 0,19 0,10 0,34*
Harn n 412 413 288 29 53 49
r 0,01 0,13* 0,01 0,08 -0,27 0,23
Leber n 368 369 258 366 29 27
r 0,14
Haar n 52

EW: normal, MW und SPW: fett,

Plasmaeisenkonzentration
(ngh
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Lebereisenkonzentration (mg/kg TS)

Abb. 44: Verhdltnis zwischen Leber- und Plasmaeisenkonzentration (EW).
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4.4.5 Laktationsverlauf der Substrateisenkonzentrationen

Fiir alle Probenmaterialien mit Ausnahme des Haars, des Vollbluts und der Ration ist ein
signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den Laktationsabschnitten nachweisbar.
Allerdings zeigen die Substratkonzentrationen keinen einheitlich parallelen Verlauf {iber
die drei  Laktationsphasen (Tab. 53). Wihrend die mediane Serum-
/Plasmaeisenkonzentration der SL-Kiihe im Vergleich zu den FM- und HL-Kiihen erhoht
ist, weisen Harn- und Leberkonzentration der SL- und HL-Kiihe einen statistisch
belegbaren geringeren Median als die FM-Kiihe auf. Die Verteilung der Serum-, Plasma-,
Vollblut-, Harn-, Leber- (EW) und Haareisenkonzentration (SPW) innerhalb der einzelnen
Laktationsphasen ist in Abb. 45 bis Abb. 50 ersichtlich.

Tab. 53: Median der Substrateisenkonzentrationen differenziert nach Laktationsstadien.

Serum Plasma Vollblut Harn Leber Haar Ration
Substrat X
Einzelwerte Sammelprobenwerte
Einheit ng/l mgl | pgt | mg/kg TS
FM 1230% 1555 ° 357 31,0 3512 8,0 412
HL 1290%  1515° 343 226" 276 ° 8,9 356
b b b b
SL 1460 1700 342 26,7 288 9,2 408
n 417 418 292 413 369 58 54

unterschiedliche Buchstaben (a-c) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Laktationsgruppen in den Spalten (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05).
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Abb. 45: Serumeisenkonzentration im Abb. 46: Plasmaeisenkonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (EW).
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Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (SPW).
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4.4.6 Referenzbereichsermittlung fiir die Substrateisenkonzentrationen

Die laktationsphaseniibergreifenden Referenzbereiche fiir die EW, MW, PW und SPW der
Eisenkonzentrationen in den untersuchten Probenmedien sind in Tab. 54 aufgefiihrt. Da
signifikante Konzentrationsunterschiede zwischen den drei Laktationsstadien feststellbar
sind (Tab. 53), fiihrt Tab. 55 laktationsphasendifferenzierte Referenzgrenzen fiir die EW

der Serum-, Plasma-, Harn- und Leberkonzentration auf.

Tab. 54: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Eisenkonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber und Haar (Einzel-, Mittel- und

Poolwerte).

Substrat Einheit n Einzelwerte n Mittelwerte n Poolwerte
Serum " 417 639 - 1996 57 951 -1778 57 909 - 1806
Plasma 1 418 | 921-2696 | 58 | 1179-2394 | 58 | 1165-2293

Vollblut mg/1 168 263 - 448 40 290 - 438 40 228 - 397

Harn ng/l 413 7-138 53 11-132
369 179 - 630 28 -
II:Ie::: mgfkg TS 53 | 5.8-184%

-: nicht berechnet (n < 40), *: SPW.

Tab. 55: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Eisenkonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Harn, Vollblut und Leber differenziert nach
Laktationsgruppen (Einzelwerte).

Einzelwerte
Substrat Einheit Frischmelker ‘ Hochlaktation Spiitlaktation
Serum 652 - 1981 588 -2138
Plasma nefl 929 - 2661 914 - 2847
Harn ng/l 8- 155 6-101
Leber mg/kg TS 188 - 769 169 - 570

n ist aus Abb. 45, Abb. 46, Abb. 48 und Abb. 49 zu entnehmen.
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4.5 Ergebnisse Zink

4.5.1 Deskriptive Statistik und Test auf Normalverteilung der Zinkkonzentrationen
in den Substraten

Tab. 56 fasst die wichtigsten statistischen Kennzahlen der Zinkkonzentrationen in den
verschiedenen Probenmedien zusammen. Der KS-Test weist die Zinkkonzentration der
EW, MW und PW des Serums und des Plasmas gidnzlich als normalverteilt aus, wihrend
fiir die Vollblutzinkkonzentration nur die MW und PW einer Normalverteilungsfunktion
folgen (p>0,05). Die Zinkkonzentrationen in den Probenmaterialien Harn, Leber und
Haar sind nicht normalverteilt. Die abgebildeten Histogramme (Abb. 51 bis Abb. 56 )
veranschaulichen die Haufigkeitsverteilung der Serum-, Plasma-, Vollblut-, Harn-, Leber-

(EW) und Haarzinkkonzentration (SPW).

Tab. 56: Statistische Kennzahlen und Test auf Normalverteilung der Zinkkonzentrationen in den
Substraten (Einzel-, Mittel- und Poolwerte).

n X [ Qozs|Qors| X s Xmin | Xmax | P |Schiefe Kurtosis

Substrat
ng/l

-EW | 417 | 789 | 671 | 891 | 789 | 171,4 | 264 | 1400 |0,138| 0,172 | 0,451

Serum |-MW [ 57 | 789 | 728 | 849 | 794 | 101,9 | 563 | 1032 | 0,2 | 0,102 | 0,052

-PW | 57 | 757 | 693 | 843 | 771 |107,5| 500 {1040 | 0,2 | 0,272 | 0,409
-EW | 418 | 812 | 693 | 920 | 812 | 171,9| 327 | 1350| 0,2 | 0,119 | 0,181

Plasma | -MW | 58 | 809 | 743 | 877 | 814 | 93,7 | 615 | 1030| 0,2 | 0,068 | -0,253

-PW | 58 | 804 | 724 | 923 | 824 | 126 | 576 |[1170| 0,2 | 0,371 | 0,014
-EW | 418 | 2335|2050 | 2700 | 2390 | 532 | 1290|4740 0 | 0,833 1,46

Vollblut | -MW | 58 | 2357|2126 (2599|2381 | 290 | 1949|3164 |0,062| 0,518 -0,2

-PW | 58 | 2175|2078 |2425 (2237 |256,7 | 1560 | 3190 |0,056| 0,827 | 2,844
-EW | 415 | 34 | 21 58 57 1 76,7 | 2 | 927 | 0 | 5266 | 4422

Harn
-MW | 55 50 30 69 59 55,7 | 11,4 | 311 0 |3,093| 10,68
mg/kg TS
-EW [ 369 | 107 | 96 129 | 121 | 47,1 32 | 401 0 | 2,845 | 10,86
Leber

-MW [ 29 | 106 | 96 | 132 | 115 | 26,5 | 83 | 176 |0,016| 1,088 | 0,407

Haar |-SPW/| 58 | 142 | 122 | 170 | 162 | 58,2 | 101 | 343 | 0 | 1,531 | 1,525
p: Signifikanzwert des KS-Tests.
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4.5.2 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und

Serumzinkkonzentrationen (Einzelwerte)

Die mittlere Differenz (xpm = 23 pg/l) zwischen den Einzelwerten der Zinkkonzentrationen

im Plasma (P1-Zn-EW) und im Serum (S-Zn-EW) ist statistisch signifikant (p < 0,05) (Tab.

57). Die Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei -112 ng/l und 158 pg/l. Eine Abhingigkeit
der Differenzen vom Wertebereich besteht nicht (p > 0,05) (Abb. 57). Der Ausschluss der

Extremwerte (n = 10) fiihrt zu einer deutlichen Einengung des Ubereinstimmungsbereichs

(-102 pg/l bis 144 pg/l). Die mittlere Differenz der beiden Parameter minimiert sich

hiernach auf 21 pg/l.

Tab. 57: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und Serumzinkkonzentrationen

(Einzelwerte).
- |= — Ubereinstimmungsgrenzen | Regression
n | X |Xpm[KIXpn]| P | Som
untere obere b r
Einheit ng/l ng/l
Pl-Zn-EW 812 23 0,01 | 0,01
——417 0,00 | 68,7 -112 158
S-Zn-EW 789 | [17-30] p>0,05
~ W0 n=a417
= .
=, 300
=
f 200
g
o 1007
=
# 0
& -100
B . .
-200- -

250

500

(PLZn-EW + §-Zn-EW) /2 (ngl)

|
750

1000

Abb. 57: Bland-Altman-Diagramm der Plasma- und Serumzinkkonzentrationen (EW).
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4.5.3 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmazinkkonzentration von
Gruppenmittel- und Poolwerten

Die mittlere Differenz (xpm = -10 pg/l) zwischen der Plasmazinkkonzentration der
Gruppenmittelwerte (P1-Zn-MW) und den entsprechenden Poolwertkonzentrationen
(P1-Zn-PW) ist bei weiten Ubereinstimmungsgrenzen (-190 pg/l und 169 pg/l) gering und
statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Zwischen Wertebereich und mittlerer Differenz von
Mittel- und Poolwerten besteht ein signifikanter negativer Zusammenhang (p < 0,05) (Tab.
58, Abb. 58). Die Eliminierung der zwei Extremwerte aus der Verteilung der Differenzen
fiihrt zu einer deutlichen Anhebung der unteren Ubereinstimmungsgrenze und einer
Verringerung der oberen Ubereinstimmungsgrenze
(Ubereinstimmungsbereich: -159 pg/l bis 140 pg/l). Der signifikante negative

Zusammenhang zwischen Wertebereich und mittlerer Differenz bleibt hierbei erhalten.

Tab. 58: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmazinkkonzentration von Gruppenmittel- und
Poolwerten.

Ubereinstimmungsgrenzen | Regression

n| X |Xpm[KIXpm SDm
om [ oul| P P untere obere b r

Einheit ng/l ng/l
P1-Zn-MW 814 -10 0,34 [-0,39
—==—— 158 0,37 | 88,9 -190 169

P1-Zn-PW 824 | [-34-13] |7 p <0,05
% n=>538
= 200 ' i
=
R
N
E - —
E -200 [120]
S| .
nl _41:”:'_

] I 1 | 1 1
600 700 200 000 1000 1100

(PL-Zn-MW - PLZn-PW) /2 (ug/l)

Abb. 58: Bland-Altman-Diagramm der Plasmazinkkonzentrationen (MW-PW).
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4.5.4 Korrelationsanalyse der Zinkkonzentrationen in den Substraten

Tab. 59 fiihrt die Korrelationen zwischen den Zinkkonzentrationen in den
Probenmaterialien auf. Die Serum- und Plasmazinkkonzentrationen (EW, MW) weisen
einen sehr engen Zusammenhang auf (r > 0,9). Wéhrend die EW der Serum-/Plasma- und
der Leberzinkkonzentrationen mit einem r=-0,08 bzw. r=0,05 nur auf einem schr
geringen Niveau korrelieren, besteht zwischen den MW dieser Probenmedien ein mittlerer
negativer Zusammenhang (r=-0,57 bzw. r = -0,55). Ansonsten sind zwischen den
Substratkonzentrationen nur geringe oder sehr geringe Korrelationen feststellbar. Das
Verhiltnis zwischen Leber- und Plasmazinkkonzentration (EW) ist in Abb. 59

veranschaulicht.

Tab. 59: Korrelationsmatrix der Zinkkonzentrationen in den Substraten.

Parameter | Serum | Plasma | Vollblut | Harn Leber Haar Ration

Serum r 0,90** 0,31% 0,09 -0,57** 0,20 0,15
n 57 57 54 29 57 54

Plasma r 0,91%* 0,37%* 0,21 -0,55%* 0,22 0,14
n 417 58 55 29 58 55

Vollblut r 0,36%* | 0,34** 0,36%* 0,17 0,13 -0,06
n 417 418 55 29 58 55

Harn r 0,06 0,05 0,10%* 0,41* 0,22 0,00
n 414 415 415 29 55 53

Leber r -0,08 -0,05 0,08 0,14** -0,11 -0,03
n 368 369 369 367 28 28

r -0,04
Haar n 55

EW: normal, MW und SPW: fett, **:p<0,01, *: p<0,05.

1250

1000

5007

250+

Plasmazinkkonzentration
(ngl
b |
g

0 T T T T T
0 100 200 300 400 500

Leberzinkkonzentration (mg/kg TS)
Abb. 59: Verhdltnis zwischen Leber- und Plasmazinkkonzentration (EW).
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4.5.5 Laktationsverlauf der Substratzinkkonzentrationen
Die
Substratkonzentrationen sind in Tab. 60 und in Abb. 60 bis Abb. 65 veranschaulicht. Fur

Ergebnisse der laktationsphasendifferenzierten Betrachtung der

die Probenmedien Serum, Plasma, Harn und Leber sind statistisch relevante
Konzentrationsunterschiede zwischen den Laktationsabschnitten festellbar. Hingegen sind
fir die medianen Vollblut- und Haarzinkkonzentrationen sowie die medianen
Rationszinkgehalte der FM-, HL- und SL-Kiithe keine signifikanten Unterschiede
nachweisbar. Auffillig ist, dass der Konzentrationsverlauf der Serum-/Plasma- und

Leberzinkkonzentration {iber die Laktationsabschnitte nicht gleichgerichtet ist.

Tab. 60: Median der Substratzinkkonzentrationen differenziert nach Laktationsstadien.

Serum Plasma Vollblut Harn Leber Haar Ration
Substrat 3
Einzelwerte Sammelprobenwerte
Einheit g/l | mg/kg TS
FM 709 7452 2335 402 134 2 133 104
HL s18°  826° 2370 36° 101° 153 107
SL 812" 844 2290 28 ? 102 ° 147 114
n 417 418 418 415 369 58 57
unterschiedliche Buchstaben (a-c) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den

Laktationsgruppen in den Spalten (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05).

Serumzinklconzentration {pgT)

Plasmazinkkonzentration (ng/1)

1250 .
1000—
750
b b
500
a L]
»
2504
| | |
FM HL sl
m=137 (=140 (n=140
Laktationsabschnitt

Abb. 60: Serumzinkkonzentration im
Laktationsverlauf (EW).
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Abb. 61: Plasmazinkkonzentration im
Laktationsverlauf (EW).
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Abb. 62: Vollblutzinkkonzentration im Abb. 63: Harnzinkkonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (EW).
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Abb. 64: Leberzinkkonzentration im Abb. 65: Haarzinkkonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (SPW).
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4.5.6 Referenzbereichsermittlung fiir die Substratzinkkonzentrationen

In Tab. 61 sind die fiir die in der Betrachtung stehenden Parameter der
Substratzinkkonzentrationen erstellten Referenzintervalle dargestellt. Sofern signifikante
Unterschiede fiir die Einzelwertkonzentration in den Substraten vorliegen (Tab. 60), fiihrt

Tab. 62 gesonderte Referenzbereiche fiir die betroffenen Laktationsabschnitte auf.

Tab. 61: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Zinkkonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber und Haar (Einzel-, Mittel- und

Poolwerte).

Substrat Einheit n Einzelwerte n Mittelwerte n Poolwerte
Serum 417 451 -1160 57 583 -1019 57 583 -1017
Plasma 1 418 482 -1170 58 618 -1010 58 586 -1146

Vollblut He 418 1524 - 3746 58 1955 -3122 58 1707 - 3033

Harn 415 9-284 55 13 -293
Leber 369 78 -262 28 -
1;:; ng/kg TS 58 | 104-322%

-: nicht berechnet (n < 40), *: SPW.

Tab. 62: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Zinkkonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Harn, Vollblut und Leber differenziert nach
Laktationsgruppen (Einzelwerte).

Einzelwerte
Substrat Einheit Frischmelker Hochlaktation ‘ Spitlaktation
Serum 396 - 1128 544 - 1170
Plasma ng/l 402 - 1181 551-1170
Harn 11-308 ‘ 6-226
Leber mg/kg TS 81-373 74 - 189

n ist aus Abb. 60, Abb. 61, Abb. 63 und Abb. 64 zu entnehmen.
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4.6 Ergebnisse Mangan

4.6.1 Deskriptive Statistik und Test auf Normalverteilung der
Mangankonzentrationen in den Substraten

Die statistischen Kennzahlen der Mangansubstratkonzentrationen der untersuchten

Parameter sind in Tab. 63 zusammengefasst. Der KS-Test weist die Verteilung der

Mangankonzentrationen in den meisten Probenmedien als nicht normalverteilt aus (p <

0,05). Lediglich die Leber- (EW und MW), Haar- (SPW), Serum- (MW), und

Vollblutkonzentration (MW) folgen einer Normalverteilung. Die Histogramme der Serum-,
Plasma-, Vollblut-, Harn-, Leber- (EW) und Haarmangankonzentration (SPW) sind in Abb.
66 bis Abb. 71 dargestellt.

Tab. 63: Statistische Kennzahlen und Test auf Normalverteilung der Mangankonzentrationen in
den Substraten (Einzel-, Mittel- und Poolwerte).

n X | Qo |Qors| X S | Xmin | Xmax | P |Schiefe Kurtosis
Substrat gl

-EW | 417 | 18 | 1,5 (21|19 07 |09 | 73 0 |2886 | 14,85

Serum [-MW| 57 | 19 | 1,6 | 2,1 | 1,9 | 0,44 | 1,2 | 3,6 |0,051] 1,305 | 2,699
-PW| 57 | 1,8 | 1,6 |21 | 1,8 037 | 1,2 | 2,7 |0,023] 0,474 | -0,466

-EW | 418 2 1,7 126 |23 |13 |08 | 183 | 0 | 6,002 | 54,57

Plasma [-MW| 58 2,2 1,9 | 2,7 | 23 0,74 | 1,2 6,5 10,003 3,287 | 17,49
-PW | 58 | 22 | 1,8 | 2,6 | 23 | 0,64 | 1,3 5 10,037| 1,45 | 4337

-EW | 418 | 7,1 | 57 |89 | 76 | 2,85 | 3,1 | 237 | 0 | 1,612 4115
Vollblut|-MW| 58 | 74 | 6,5 | 84 | 7,7 | 1,69 | 5,1 | 13,4 |0,193| 191 1,863
-PW | 58 7 62 | 7,7 | 7,1 | 1,48 | 51 | 12,3 |0,001| 1,328 | 2,236

-EW | 413 | 0,7 | 04 | 1,8 | 2,0 | 481 | O 579 | 0 | 7,842 | 74,83

Harn -MW| 53 1,0 0,6 | 25|19 | 211 | 0,1 11 0 | 2,727 | 8,752

pg/kg TS

-EW | 369 | 8733 | 7765|9991 | 8852 | 1766 {2964 | 16127 | 0,2 | 0,15 1,03

Lieber -MW/| 29 | 8593 |8154 9427|8827 |997,7 | 6965 | 10922 (0,109| 0,523 | -0,108
Haar |[-SPW| 58 | 4074 |2473|5939 | 4342 | 2400 | 358 | 10266 | 0,2 | 0,494 | -0,428

p: Signifikanzwert des KS-Tests.
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4.6.2 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und
Serummangankonzentrationen (Einzelwerte)

In Tab. 64 und Abb. 72 sind die Ergebnisse des Bland-Altman-Methodenvergleichs

zwischen den Einzelwerten der Plasma- (PI-Mn-EW) und Serummangankonzentration

(S-Mn-EW) aufgefiihrt. Die mittlere Differenz zwischen den beiden Parametern ist

statistisch signifikant (p<0,05) und betrigt 0,41 pg/l. Die Ubereinstimmungsgrenzen

liegen bei -1,94 und 2,76 pg/l. Die Regressionsgerade “Mittelwerte auf Differenzen® weist

auf eine signifikante positive Abhdngigkeit der Differenzen vom Wertebereich hin

(p <0,05). Die Verteilung der mittleren Differenzen weist eine Vielzahl von Extremwerten

(n = 45) auf, deren Ausschluss zu einer erheblichen Reduktion der mittleren Differenz

fiihrt (Xpm = 0,24 pg/l). Die Ubereinstimmungsgrenzen liegen hiernach bei -0,49 ng/l und

0,96 pg/l. Die positive Abhingigkeit der Differenzen vom Wertebereich bleibt erhalten.

Tab. 64: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und Serummangankonzentrationen

(Einzelwerte).
- = — Ubereinstimmungsgrenzen | Regression
n X |Xpm [KIXpm]| P | Som
untere obere b r
Einheit png/l ng/l
PI-Mn-EW 2,29 0,41 0,84 | 0,63
—— 417 ’ 0,00 |1,194| -1,94 2,76
S-Mn-EW 1,88 | [0,29 - 0,52] p <0,05
a 19 n=417
5 L]
= 10 ot
[-'l'-] -
A - _ I
— L
= - -t
b I I
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Abb. 72: Bland-Altman-Diagramm der Plasma- und Serummangankonzentrationen (EW).
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4.6.3 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmamangankonzentration von
Gruppenmittel- und Poolwerten

Die mittlere Differenz zwischen der Plasmamangankonzentration der Gruppenmittelwerte
(PI-Mn-MW) und den gepaarten Poolwertkonzentrationen (P1-Mn-PW) ist gering
(Xpm = -0,01 pg/l) (p > 0,05, bei
Ubereinstimmungsgrenzen (-0,89 ug/l und 0,87 pg/l) (Tab. 65, Abb. 73). Die Differenzen

und statistisch nicht signifikant weiten
sind zufidllig iiber den Wertebereich verteilt (p > 0,05). Die Verteilung der Differenzen
weist zwei Extremwerte und einen Ausreilerwert auf. Der Ausschluss dieser Werte filihrt

zu einer deutlichen Einengung des Ubereinstimmungsbereichs (-0,67 pg/l bis 0,66 pg/l).

Tab. 65: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmamangankonzentration der Gruppenmittel-

und Poolwerten.
- |= — Ubereinstimmungsgrenzen | Regression
n | X |Xpm[KIXpm]| P | Som
untere obere b r
Einheit ng/l ng/l
P1-Mn-MW 2,30 -0,01 0,15 | 0,22
— 1 58 > 0,920,438 -0,89 0,87
P1-Mn-PW 2,31([-0,12-0,11] p>0,05
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Abb. 73: Bland-Altman-Diagramm der Plasmamangankonzentrationen (MW-PW).
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4.6.4 Bland-Altman-Methodenvergleich der Vollblutmangankonzentration von
Gruppenmittel- und Poolwerten

Zwischen der mittleren Vollblutmangankonzentration der Gruppenmittelwerte (Vb-Mn-

MW) und der mittleren Konzentration der Poolwerte (Vb-Mn-PW) besteht ein statistisch

bedeutsamer Unterschied (Xpm = 0,52 pg/l) (p <0,05). Die Ubereinstimmungsgrenzen der
Differenzen liegen bei -1,67 pg/l und 2,71 pg/l (Tab. 66 und Abb. 74). Eine Abhédngigkeit

der Differenzen vom Wertebereich liegt nicht vor (p > 0,05). Bei Diskriminierung der drei

in der Verteilung der Differenzen vorhandenen Extremwerte ergibt sich eine mittlere

Differenz von 0,48 ng/l zwischen den beiden MessgroBen. Das Ubereinstimmungsintervall

reduziert sich hiernach auf einen Bereich von -1,15 pg/l bis 2,12 pg/l.

Tab. 66: Bland-Altman-Methodenvergleich der Vollblutmangankonzentration von Gruppenmittel-

und Poolwerte.
- |= — Ubereinstimmungsgrenzen | Regression
n | X |Xpm[KIXpm]| P | Som
untere obere b r
Einheit ng/l ng/l
Vb-Mn-MW 7,66 0,52 0,15 | 0,20
— 58 ’ 0,00 | 1,086 -1,67 2,71
Vb-Mn-PW 7,14 | [0,23 - 0,80] p>0,05
= 4 n=33 . .
o
A : p71]
E, - . -. . ¥ . e e T
- "' " g —— "'-'__ - _; * ~y
;? EI e =M 'l"l!"u I2
o e — = = = = = = = = === == = =
E = : fe® .= L} & s a
i Itl a7
= -2 -
n
=
1 ] 1 | 1 |
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(Vb-Mn-MW + Vb-Mn-PW) / 2 (ng/l)

Abb. 74: Bland-Altman-Diagramm der Vollblutmangankonzentrationen (MW-PW).
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4.6.5 Korrelationsanalyse der Mangankonzentrationen in den Substraten

Tab. 67 fiihrt die zwischen den untersuchten Mangansubstratkonzentrationen berechneten
Korrelationskoeftizienten auf. Die Serum-, Plasma- und Vollblutmangankonzentrationen
(EW, MW) korrelieren, mit Ausnahme der Serum- und Vollblut-EW, auf einem mittlerem
Niveau (r > 0,5 bis r < 0,7). Zwischen der Leber- und den Blutmedienkonzentrationen sind
betreffend der EW geringe und betreffend der MW mittlere Zusammenhinge nachweisbar.
Die Harn-, Haar- und Rationsmangangehalte korrelieren untereinander und mit den
ibrigen Substratkonzentrationen nur auf einem geringen oder sehr geringen Niveau. Abb.

75 veranschaulicht das Verhiltnis zwischen der Leber- und Vollblutkonzentration (EW).

Tab. 67: Korrelationsmatrix der Mangankonzentrationen in den Substraten.

Parameter | Serum | Plasma | Vollblut Harn Leber Haar Ration
S r 0,60%* | 0,58%* 026 | 0,54%* 0,07 0,10
erum n 57 57 52 28 57 54
r 0,66%* 0,57%* | 0,41%* | 0,58%% | -0,04 0,23
Plasma n 417 58 53 29 58 55
bl r 0,38%* | (,52%* 0,47%*% | 0,63%* 0,10 0,08
Vollblut n 417 418 53 29 58 55
r 0,18% | 0,20%* | 0,16%* 0,36 0,11 | 0,41%*
Harn n 412 413 413 29 53 52
Leb r 026%* | 0,26%* | (,20%* 0,07 0,12 -0,02
eber n 368 369 369 365 29 28
r 0,12
Haar n 55
EW: normal, MW und SPW: fett, **:p<0,01, *: p<0,05.
_E i P .
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Abb. 75: Verhdltnis zwischen Leber- und Vollblutmangankonzentration (EW).
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4.6.6 Laktationsverlauf der Substratmangankonzentrationen

Die Ergebnisse des Vergleichs der verschiedenen Substratkonzentrationen in Bezug zum
Laktationsabschnitt sind in Tab. 68 und in Abb. 76 bis Abb. 81 dargestellt. Der globale
Kruskal-Wallis-Test zeigt zwischen den verschiedenen Laktationsabschnitten einen
signifikanten Konzentrationsunterschied in den Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn
und Leber auf (p < 0,05). Die HL-Kiihe weisen im Vergleich zu den FM- und SL-Kiihen in
den genannten Substraten, mit Ausnahme des Harns, durchweg die hochste mediane
Mangankonzentration auf.

Die Verteilung der Mangankonzentration des Haars und der Ration unterscheidet sich

hingegen zwischen den Laktationsabschnitten nicht signifikant (p > 0,05).

Tab. 68: Median der Substratmangankonzentrationen differenziert nach Laktationsstadien.

Serum Plasma  Vollblut Harn Leber Haar Ration
Substrat .
Einzelwerte Sammelprobenwerte
Einheit pg/l ‘ pg/kg TS mg/kg TS
FM 15" 18" 7,0° 0,6° 8157 3956 91
b b b b b
HL 1,9 2,2 7,9 0,8 9671 4274 87
SL 1.8° 1,9° 69" 09° 8387 4286 98
n 417 418 418 413 369 58 55

unterschiedliche Buchstaben (a-c) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Laktationsgruppen in den Spalten (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05).

8 . 20
lEII * E] *
2 =
= * =]
2 6 = 15
i . £
g - £
o * o
|
% 41 * . . 2 10 " * *
3 - C . kr
5 ) N *
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g o g 5 : §
E TP L
=]
5] C
“ 0 = @
1 I I | I I
FM HL 3L FM HL =L
(=137 (=140 (=140 n=138) (=140 (=140
Laktationsabschnitt Laktationsabschnitt
Abb. 76: Serummangankonzentration im Abb. 77: Plasmamangankonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (EW).
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Abb. 78: Vollblutmangankonzentration im Abb. 79: Harnmangankonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (EW).
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Abb. 80: Lebermangankonzentration im Abb. 81: Haarmangankonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (SPW).
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4.6.7 Referenzbereichsermittlung fiir die Substratmangankonzentrationen

Die ermittelten Referenzbereiche der Mangankonzentration in den untersuchten Substraten
sind fir die EW, MW, PW und SPW in Tab. 69 aufgefiihrt. Da sich fiir alle Substrate
signifikante Konzentrationsunterschiede im Laktationsverlauf nachweisen lassen (Tab. 68),
werden in Abhidngigkeit von den sich unterscheidenden Laktationsabschnitten separate

Referenzgrenzen fiir die Einzelwertkonzentrationen ausgewiesen (Tab. 70).

Tab. 69: Ermittelte Referenzbereiche (2,5. bis 97,5.-Perzentil) fiir die Mangankonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber und Haar (Einzel-, Mittel- und

Poolwerte).

Substrat Einheit n Einzelwerte n Mittelwerte n Poolwerte
Serum 417 | 1,1-36 57 13-33 57 13-2,7
Plasma 1 418 1,2-5,6 58 1,3-52 58 1,4-44
Vollblut Hg 418 | 40-154 | 58 | 5.1-127 | 58 | 52-118

Harn 413 0,10 - 10,6 53 0,2-10,5
369 |5220-12205 29 -
II:Ie::: ng/kg TS 53| 465 - 8972*

-: nicht ermittelt (n < 40), *: SPW.

Tab. 70: Ermittelte Referenzbereiche (2,5. bis 97,5.-Perzentil) fiir die Mangankonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Harn, Vollblut und Leber differenziert nach
Laktationsgruppen (Einzelwerte).

Einzelwerte
Substrat Einheit Frischmelker Hochlaktation Spitlaktation
Serum 09-34 1,2-3,7 1,1-40
Plasma png/l 1,0 -5,6 1,4-7,5 1,3-4,6
Harn 0,1-17,1 0,1-10,2
Substrat Einheit Spitlaktation Frischmelker Hochlaktation
Vollblut pg/l 4,0-13,6 38-174
Leber pg/kg TS 4795 - 11427 6922 - 13520

n ist aus Abb. 76 bis Abb. 80 zu entnehmen.
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4.7 Ergebnisse Selen

4.7.1 Deskriptive Statistik und Test auf Normalverteilung der Selenkonzentrationen
in den Substraten

In Tab. 71 sind die statistischen Lagemalle der Selenkonzentration in den verschiedenen
Substraten fiir die EW, MW, PW und SPW aufgefiihrt. Sowohl die EW als auch die MW
und PW der Serumselenkonzentration sind als normalverteilt zu betrachten, wihrend das
Plasma ausschlieBlich in den PW einer Normalverteilung folgt. Wahrend das Vollblut und
das Haar keine Normalverteilung aufweisen, sind die Leber- und Harnselenkonzentration
nur in den MW normalverteilt. Die Haufigkeitsverteilung der Serum-, Plasma-, Vollblut-,
Harn-, Leber- (EW) und der Haarselenkonzentration (SPW) wird in Abb. 82 bis Abb. 87

veranschaulicht.

Tab. 71: Statistische Kennzahlen und Test auf Normalverteilung der Selenkonzentrationen in den
Substraten (Einzel-, Mittel- und Poolwerte).

n X Qozs | Qors | X S | Xmin| Xmax p |Schiefe Kurtosis

Substrat
ng/l

-EW |417| 84 73 96 85 17,4 | 35 166 | 0,2 | 0,444 | 1,126

Serum |[-MW | 57 | 83 76 92 85 144 | 59 | 129 | 0,2 | 0,674 | 1,145

-PW [ 57| 82 71 92 &3 15 |56 | 117 | 02| 045 | -0,495

-EW (418 | 93 82 | 105 | 95 19,5 | 46 | 211 0 | 1,163 | 3,96

Plasma |[-MW | 58 | 92 85 | 103 | 95 16 | 70 | 163 (0,024| 1,596 | 4,74

-PW | 58 | 93 84 | 106 | 96 | 17,7 | 70 | 161 |0,188| 1,496 | 3,829
-EW | 418 | 219 | 195 | 250 | 225 | 53,9 | 80 | 472 0 | 0,874 | 2,607

Vollblut| -MW [ 58 | 219 | 202 | 236 | 225 | 48,2 |121| 394 0 | 1,051 | 2,834

-PW | 58 | 216 | 184 | 242 | 220 | 49,6 | 107 | 360 |0,022| 0,637 | 0,998
-EW |413| 116 | 70 | 179 | 135 | 944 | 3 633 0 | 1,507 | 0,12

Harn
-MW | 53 | 123 80 167 | 133 | 70,7 | 29 357 10,191 1,033 1,042
png/kg TS
-EW | 369 | 1854 | 1512|2441 | 2100 | 1123 | 600 | 13125 0 4,486 | 34,12
Leber

-MW | 29 | 1859 | 1508 | 2336 | 1939 | 527,4 | 897 | 3154 | 0,2 | 0,208 | -0,187

Haar |-SPW| 58 | 1042 | 942 | 1216 | 1101 | 287 |474| 1771 |0,01| 0,452 | -0,024
p: Signifikanzwert des KS-Tests.
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4.7.2 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und
Serumselenkonzentrationen (Einzelwerte)

Die Einzelwerte der Serumselenkonzentration (S-Se-EW) sind durchschnittlich 10,3 pg/l
geringer als die gepaarten Plasmakonzentrationswerte (P-Se-EW). Die Differenz zwischen
den beiden MessgroBen ist statistisch signifikant (p < 0,05). Die absoluten
Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei -15,7 ug/l und 36,3 pg/l (Tab. 72, Abb. 88). Die
Regressionsgerade “Mittelwerte auf Differenzen™ weist auf eine signifikante positive
Abhingigkeit der Differenzen vom Wertebereich hin (p <0,05). Nach Ausschluss der
Extremwerte (n = 17) ergibt sich eine mittlere Differenz von 9,4 ng/l, hierbei liegt die
untere Ubereinstimmungsgrenze bei -12,3 pg/l und die obere Ubereinstimmungsgrenze bei
31,0 pg/l. Die signifikante Abhéngigkeit der Differenzen vom Wertebereich geht durch die

Entnahme der Extremwerte verloren.

Tab. 72: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasma- und Serumselenkonzentrationen
(Einzelwerte).

Ubereinstimmungsgrenzen | Regression

n| X [Xpm[KIXpm Sbm
o | oul| P P untere obere b r

Einheit ng/l ng/l
Pl-Se-EW 95,1 10,3 0,13 | 0,17
—— 417 0,00 | 13,22 -15,7 36,3
S-Se-EW 84,8 | [9,1 - 11,6] p<0,05
= 757 n=47
S :
-
=
5]
@
[#2]
W
=
5]
G-
L 23] '
[= ]
| I 1 |
0 50 100 150 200

(P1-Se-EW + §-5e-EW) / 2 (ng/)

Abb. 88: Bland-Altman-Diagramm der Plasma- und Serumselenkonzentrationen (EW).
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4.7.3 Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmaselenkonzentration von

Gruppenmittel- und Poolwerten

Die mittlere Verzerrung (xpm= -1 pg/l) zwischen der Plasmaselenkonzentration der

Gruppenmittelwerte (P1-Se-MW) und der Konzentration der gepaarten Poolwerte (Pl-Se-

PW) ist statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Die Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei
-20,7 ug/l und 18,7 pg/l (Tab. 73, Abb. 89). Die Differenzen sind zufidllig liber den
Wertebereich verteilt (p > 0,05). Die Entnahme der Extremwerte (n = 3) aus der Verteilung

der einzelnen Differenzen erhoht die untere Ubereinstimmungsgrenze auf -13,2 pg/l und

erniedrigt die obere auf 14,5 pg/l. Die mittlere Differenz liegt hiernach bei 1 pg/l.

Tab. 73: Bland-Altman-Methodenvergleich der Plasmaselenkonzentration von Gruppenmittel- und

Poolwerten.
- — Ubereinstimmungsgrenzen | Regression
n | X Xpm[KIXpm|| P | Som
untere obere b r
Einheit ng/l ng/l
Pl-Se-MW 95,1 -1,0 -0,11 |-0,18
— 1 58 ’ 0,46 | 9,75 -20,7 18,7
Pl-Se-PW 96,0 | [-3.5 - 1,6] p>0,05
20— il
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(Pl-Se-MW + P1-§e-PW) /2 (ug/l)

Abb. 89: Bland-Altman-Diagramm der Plasmaselenkonzentrationen (MW-PW).
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4.7.4 Bland-Altman-Methodenvergleich der Vollblutselenkonzentration von
Gruppenmittel- und Poolwerten

Im Durchschnitt sind die Vollblutselenpoolwerte (Vb-Se-PW) 5,1 ng/l geringer als die
gepaarten Gruppenmittelwerte (Vb-Se-MW) (Tab. 74, Abb. 90). Die mittlere Differenz
zwischen den beiden Parametern ist statistisch nicht signifikant (p > 0,05). Die
Ubereinstimmungsgrenzen liegen bei -55,1 ug/l und 65,2 ug/l. Eine Abhingigkeit der
Differenzen vom Wertebereich liegt nicht vor (p > 0,05). Durch die Eliminierung der
Extremwerte (n = 6) ergibt sich eine mittlere Differenz von 1,7 pg/l und ein

Ubereinstimmungsintervall, das von -35,0 ug/l und 38,3 pg/l begrenzt wird.

Tab. 74: Bland-Altman-Methodenvergleich der Vollblutselenkonzentration von Gruppenmittel- und
Poolwerten.

Ubereinstimmungsgrenzen | Regression

" X Xom [KIXpal | p 5 untere obere b r
Einheit png/l ng/l
Vb-Se-MW 225,5 5.1 -0,03 [-0,05
— 1 58 ’ 0,20 (29,79 -55,1 65,2
Vb-Se-PW 2204 | [-2,8-12,9] p> 0,05
o~ 150-
= n=>33
5 100 )
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Abb. 90: Bland-Altman-Diagramm der Vollblutselenkonzentrationen (MW-PW).
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4.7.5 Korrelationsanalyse der Selenkonzentrationen in den Substraten

Die zwischen den Substratselenkonzentrationen berechneten Korrelationen sind in Tab. 75
aufgefiihrt. Die Zusammenhédnge zwischen den Serum- und Plasmakonzentrationen (EW,
MW) sind als hoch zu bewerten (r = 0,71 bzw. r = 0,84). Zwischen den EW der Plasma-,
Vollblut-, Harn- und Leberselenkonzentrationen sind nur geringe Korrelationen
nachweisbar (r > 0,28 bis r < 0,43). Die MW dieser Probenmedienkonzentrationen
korrelieren hingegen auf einem mittleren Niveau (r= 0,51 bis r = 0,69). Die
Selenkonzentrationen der Haar- und Rationssammelproben korrelieren mit den MW der
iibrigen Substrate auf einem geringem oder nur sehr geringem Niveau (r <0,5). Abb. 91

veranschaulicht das Verhiltnis zwischen Leber- und Plasmaselenkonzentration (EW).

Tab. 75: Korrelationsmatrix der Selenkonzentrationen in den Substraten.

Parameter | Serum | Plasma | Vollblut Harn Leber Haar Ration
S r 0,84%% | 0,38%* | 0,46%* 0,37 0,09 -0,06
erum n 57 57 52 28 57 47
r 0,71%* 0,61%% | 0,59%% | 0,55%* 0,14 -0,03
Plasma n 417 58 53 29 58 48
b1 r 0,30%* | 0,42%%* 0,50%* | 0,65%* 0,08 0,14
Vollblut n 417 418 53 29 58 48
- r 0,31%% | 0,36%* | 0,29%* 0,69+ 0,26 0,32%
arn n 412 413 413 29 53 45
L r 0,25%% | 028%* | (43%% | (40%* 0,37+ 0,06
eber n 368 369 369 365 29 24
r 0,49%*
Haar n 48
EW: normal, MW und SPW: fett, **:p<0,01, *: p<0,05.
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Abb. 91: Verhdltnis zwischen Leber- und Plasmaselenkonzentration (EW).
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4.7.6 Laktationsverlauf der Substratselenkonzentrationen

In Tab. 76 und Abb. 92 bis Abb. 97 sind die Ergebnisse der laktationsphasendifferenzierten
Betrachtung der Selenkonzentrationen in den untersuchten Probenmedien aufgefiihrt. Fiir
die Substrate Vollblut, Haar und Ration ist kein signifikanter Unterschied zwischen den
Laktationsgruppen nachweisbar. Hingegen unterscheiden sich die
Konzentrationsverteilungen der Serum-, Plasma-, Harn- und Leberselenkonzentration
zwischen den Laktationsabschnitten signifikant. Hierbei ist ein tendenziell
gleichgerichteter Konzentrationsverlauf iiber die drei Laktationsphasen in diesen

Substraten festzustellen.

Tab. 76: Median der Substratselenkonzentrationen differenziert nach Laktationsstadien.

Serum Plasma Vollblut Harn Leber Haar Ration
Substrat .
Einzelwerte Sammelprobenwerte
Einheit ng/l ‘ pg/kg TS mg/kg TS
FM 83" 92° 213 95 ° 1646 2 993 0,46
HL 90" 100" 216 120° 1977 1091 0,43
SL 78 ° 88 * 224 108 18670 1082 0,45
n 417 418 418 413 369 58 50

unterschiedliche Buchstaben (a-c) kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Laktationsgruppen in den Spalten (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05).
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Abb. 92: Serumselenkonzentration im Abb. 93: Plasmaselenkonzentration im
Laktationsverlauf (EW). Laktationsverlauf (EW).
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4.7.7 Referenzbereichsermittlung fiir die Substratselenkonzentrationen

In Tab. 77 sind die ermittelten Referenzintervalle fiir die Selenkonzentration der
untersuchten Substrate fiir die EW, MW, PW und SPW aufgefiihrt. Signifikante
Unterschiede zwischen den medianen Substratselenkonzentrationen der drei
Laktationsabschnitte (Tab. 76) werden durch die Ausweisung von differenzierten

Referenzbereichen in Tab. 78 berticksichtigt.

Tab. 77: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Selenkonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber und Haar (Einzel-, Mittel- und

Poolwerte).

Substrat Einheit n Einzelwerte n Mittelwerte n Poolwerte
Serum 417 53-123 57 59 -125 57 58 -117
Plasma 1 418 65-139 58 71 - 147 58 70 -159
Vollblut He 418 | 124-371 | 58 | 127-379 | 58 | 114-349

Harn 415 15 -385 53 30-336
369 842 -4411 29 -
II:Ie::: ng/kg TS 53 | 518- 1744*

-: nicht berechnet (n < 40), *: SPW.

Tab. 78: Ermittelte Referenzbereiche (2,5.- bis 97,5.-Perzentil) fiir die Selenkonzentration in den
Substraten Serum, Plasma, Harn, Vollblut und Lebern differenziert nach
Laktationsgruppen (Einzelwerte).

Einzelwerte
Substrat Einheit Spitlaktation | Frischmelker Hochlaktation
Serum 51-123 62 -123
T ng/l
Plasma 63 - 147 69 - 139
Substrat Einheit Hochlaktation | Spitlaktation Frischmelker
Harn ng/l 16 - 485 13 -348
Substrat Einheit Frischmelker Hochlaktation Spitlaktation
Leber ng/kg TS 760 - 8017 1087 - 4294

n ist aus Abb. 92, Abb. 93, Abb. 95 und Abb. 96 zu entnehmen.
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4.8 Korrelationsanalyse zwischen den Spurenelementkonzentrationen
der Substrate Plasma und Leber

Tab. 79 fiihrt die zwischen den Plasma- und Leberspurenelementkonzentrationen
berechneten Korrelationskoeffizienten auf. Signifikante Korrelationen sind in der Tabelle,
in den an der eingezeichneten Linie gespiegelten Feldern, ausgewiesen. Zwischen den
Kupfer- und Selenkonzentrationen der Lebergewebe ist ein mittlerer Zusammenhang
festzustellen (r = 0,56). Ferner sind nur sehr geringe oder geringe Korrelationen zwischen
den Spurenelementkonzentrationen der Substrate Plasma und Leber zu beobachten (Tab.
79). Das Verhéltnis zwischen Kupfer und Selen in der Leber (EW) ist zur
Veranschaulichung in Abb. 98 graphisch dargestellt.

Tab. 79: Korrelationsmatrix der Spurenelementkonzentrationen in den Substraten Plasma und
Leber (Einzelwerte).

Cu- Mo- Fe- Zn- Mn- Se-
r Pl L Pl L Pl L Pl L Pl L Pl L
Pl sk ek ek ek ek ek
Cu- L [-0,14 sk sk sk * sk sk ok
M Pl |-0,03]-0,01 * ok
0- L |-0,20| 0,39 | 0,10 ok ok ok ok
Pl- | 0,02 |-0,08|-0,02 | -0,23 * ok ok ok
Fe- L 0,04 | -0,22 |-0,02 | -0,20 | 0,13 ok ok ok *
7 Pl |-0,14] 0,18 | 0,07 | 0,03 | 0,35 |-0,06 ok * ok *
n- L 0,34 |-0,02 |-0,01 0,02 |-0,26 | 0,16 |-0,05
M Pl | 0,18 | 0,12 | 0,13 |-0,02 | 0,29 |-0,04| 0,29 | -0,04 ok ok *
L -0,151 0,23 | 0,08 | 0,40 |-0,02|-0,28 | 0,11 |-0,06 | 0,26 ok *
S Pl | 0,00 | 0,20 | 0,25 |-0,03 | 0,03 |-0,19| 0,20 |-0,05| 0,17 | 0,17 ox
¢ L |-0,10| 0,56 |-0,01| 0,15 | 0,06 |-0,11| 0,11 |-0,04 | 0,11 | 0,13 | 0,28
Pl: Plasma (n =418), L: Leber (n = 369), **p<0,01, *p<0,05.
- n=3a9 .
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Abb. 98: Verhdltnis zwischen Leberkupfer- und Leberselenkonzentration (EW).
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5 Diskussion

5.1 Rationsanalayse

Die Ergebnisse der Rationsanalysen geben grundsitzlich nur eine Ubersicht der
Versorgungssituation zum Zeitpunkt der Probenahme wieder, deren Niveau aber aufgrund
kalkulierter Fiitterungsregime in den Betrieben als mittel- bis langfristig bestehend
angenommen werden kann. In der Praxis ist, trotz korrekter Berechnung und
Zusammenstellung der Ration, durch fehlerhafte Futtermischtechnik mit einer gewissen
Inhomogenitit der Spurenelementgehalte in den Rationen zu rechnen (Steinhofel 2008).
Aus diesem Grund wurden neben den einzelnen, die mittleren Rationsgehalte in den
Betrieben zur Auswertung herangezogen.

In der Gesamtschau ist die Spurenelementversorgung der hier untersuchten Milchkiihe
(Tab. 31, Tab. 32) nach den Angaben des NRC (2001; 2005) als bedarfsgerecht bis
hochversorgt zu bewerten. Da die Ergebnisse signifikante Unterschiede in der
Spurenelementversorgung der drei beprobten Laktationsabschnitte vermissen lassen
(Tab. 39, Tab. 46, Tab. 53, Tab. 60, Tab. 68, Tab. 76), ist davon auszugehen, dass
signifikante Konzentrationsunterschiede in den Probenmedienkonzentrationen vorwiegend

auf versorgungsunabhéngige Einfliisse zuriickzufiihren sind.

5.1.1 Kupfer

Die mittlere Kupferversorgung der Milchkiihe (x = 20 + 8,5 mg Cu/kg TS) ist nach den
Versorgungsempfehlungen des NRC (2001) (13,7 bis 15,7 mg Cu/kg TS) als hochadidquat
zu beurteilen. Der minimale und maximale tolerierbare Rationskupfergehalt (8 mg/kg TS
(Underwood 1977) bzw. 40 mg/kg TS (NRC 2005)) wird im Mittel auf keinem
Milchviehbetrieb unter- bzw. iiberschritten. Hierbei werden die fiir die Kupferhomdostase
von Suttle (2004) als kritisch zu betrachtenden Verhéltnisse von Molybdan/Kupfer (> 0,3
bis 1/1), Eisen/Kupfer (> 50 bis 100/1) und Schwefel/Kupfer (> 500 bis 1000/1) in den
Rationen nicht iiberschritten (Tab. 33).

5.1.2 Molybdin

Der mittlere Molybdingehalt der Rationen ist mit 0,69 + 042 mgkg TS
als unproblematisch zu bewerten. Der maximal tolerierbare Gehalt wird vom NRC (2005)
mit 5 bis 10 mg/kg TS angeben, welcher in keiner Ration (xm.x = 1,77 mg Mo/kg TS)
erreicht wird. Zudem ist ein deutlicher Abstand zum kritischen Molybdén/Kupfer-
Verhiltnis von 0,3 bis 1/1 (Suttle 2004) in den Futterrationen gegeben (Xm.,x = 0,1/1).
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Folglich kann von einer negativen Auswirkung der Rationsmolybdéngehalte auf die

Kupferhomoostase der Milchkiihe nicht ausgegangen werden.

5.1.3 Eisen

Die Eisenversorgung der Milchkiihe ist mit einem mittleren Futtereisengehalt von
423 £ 187,3 mg/kg TS und bei einer Spannweite von 186 bis 1148 mg/kg TS nach den
Angaben des NRC (2005) (maximal tolerierbarer Gehalt < 500 mg Fe/kg TS) als kritisch
zu bewerten. Jedoch werden in diesem Zusammenhang ausschlieBlich Fiitterungsversuche
zitiert, die leicht 16sliche Eisenquellen (Eisensulfat) und noch nicht ausgewachsene
Versuchstiere verwenden (Standish et al. 1969; Koong et al. 1970; Jenkins und Hidiroglou
1987). Bei natiirlichen Eisenquellen (Bodenkontamination, Futterpflanzen), welche den
hauptsichlichen Anteil des Futtereisens in dieser Untersuchung ausmachen diirften, ist von
einer geringeren Bioverfiigbarkeit auszugehen (Whitehead 2000; NRC 2005; Suttle 2010).
Suttle (2010) hingegen sieht erst einen Eisengehalt ab 700 bis 1200 mg Fe/kg TS als
kritischen Versorgungsbereich an, welcher in dieser Untersuchung im Betriebsmittel, mit
Ausnahme von Betrieb Nr. 11 (x = 706 mg/kg TS), nicht erreicht wird.

Zwar suggeriert der In-Vitro-Versuch von Hansen und Spears (2009), dass sich die
Loslichkeit des durch Erdkontamination ins Futter eingetragene Eisen durch den
Silierungsprozess erhoht, dennoch ist unter den vorliegenden Futtereisengehalten bei
ruminierenden Rindern, bedingt durch die effektiven Homoostasemeachnismen (Kap.
2.4.1), nicht von einer iiberméBigen Eisenresorption auszugehen.

Auch ein negativer Effekt des hohen Futtereisengehalts auf die Kupferhomoostase
erscheint in dieser Untersuchung unwahrscheinlich. Durch Erh6hung des Kupferangebots
ist eine Amortisierung von schddlichen Effekten hoher FEisengehalte auf die
Kupferhomoostase moglich (Chase et al. 2000). Der von Suttle (2004) diesbeziiglich fiir
das FEisen/Kupfer-Verhiltnis angegebene kritische Bereich (> 50 bis 100/1) wird von
keinem der untersuchten Betriebe (Xm.x =38/1) erreicht. Insgesamt erscheint somit die

hohe Eisenversorgung als tolerierbar.

5.1.4 Zink

Der vom NRC (2001) mit 22,8 bis 63 mg Zn/kg TS vorgeschlagene Versorgungsbereich
fiir Milchkithe wird durchschnittlich um das Zweifache (x = 126 = 57,8 mg/kg TS)
iiberschritten. Der Toleranzbereich von 22,8 bis 1000 mg Zn/kg TS (Miller et al. 1989;
NRC 2001; NRC 2005) wird allerdings in keiner Ration unter- bzw. {iberschritten (X, =
43 mg/kg TS, Xmax = 315 mg/kg TS).
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5.1.5 Mangan

Das mittlere Manganversorgungsniveau der Betriebe (x = 108 + 44 mg/kg TS) liegt nach
den Angaben des NRC (2001) (16,7 bis 17,8 mg/kg TS) deutlich iiber den
Versorgungsempfehlungen. Ein ausreichender Abstand zum tolerierbaren Gehalt von
1000 mg Mn/kg TS (NRC 2005) ist allerdings mit einem maximalen Gehalt von
256 mg/kg TS gegeben.

5.1.6 Selen

Der durchschnittliche Selengehalt der Rationen entspricht mit 0,55 + 0,31 mg/kg TS etwa
dem Zweifachen des empfohlenen Versorgungsniveaus von 0,1 bis 0,3 mg Se/kg TS (NRC
2001)). Der Toleranzbereich fiir Selen wird durch den NRC (2001; 2005) mit
0,1 bis 5 mg/kg TS angegeben. Keine der analysierten Rationen unter- oder iiberschreitet

den Toleranzbereich (xpmin =0,10 mg/kg TS, Xmax = 1,43 mg/kg TS).

5.1.7 Schwefel

Der mittlere Schwefelgehalt der analysierten Rationen (x = 2,6 = 0,7 g S/kg TS) liegt
innerhalb der Bedarfsempfehlungen des NRC (2001). Der vom NRC (2005) angegebene
maximal zu tolerierende Futterschwefelgehalt (4 g/kg TS) wird allerdings in wenigen
Vorbereiterrationen iiberschritten. Die erhohten Schwefelgehalte sind hierbei dem Einsatz
von Anionenrationen, welche zur Gebérpareseprophylaxe frithestens drei Wochen a. p. bis
zur Abkalbung eingesetzt werden, geschuldet.

Aufgrund des =zeitlich limitierten Einsatzes der Anionenrationen und des giinstigen
Schwefel-/Kupfer-Verhiltnisses der Rationen (Xmax = 286/1) (kritischer Bereich: 500 bis
1000/1 (Suttle 2004)) sowie der hohen mittleren Versorgung mit Kupfer und Selen
erscheint ein negativer Effekt, der zu einer Dekompensation der Kupfer- und

Selenhomdostase fithren konnte, als unwahrscheinlich.

5.2 Wasseranalyse

Die Wasserqualitdt in den untersuchten Betrieben ist insgesamt als gut zu bewerten (Tab.
34). Lediglich zwei Betriebe zeigen deutliche Abweichungen von den Orientierungswerten
fiir die Trdnkewasserqualitdt von Kamphues et al. (2007).

Betrieb Nr. 4 weist nach den Angaben von Kamphues et al. (2007) (Grenzwert fiir SO4>:
500 mg/l) eine bedenkliche Sulfatkonzentration (898 mg/l) auf, welche allerdings nach den
Angaben des NRC (2001) und von Meyer und Casey (2012) (Grenzwert: < 1000 mg/1)

noch als vertretbar ausgewiesen wird. Hohe Konzentrationen sulfathaltigen Wassers
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konnen sich negativ auf die Kupferhomdostase bei Rindern auswirken (Smart et al. 1986;
Cammack et al. 2010). Die Aufnahme von 3651 mg SO4*/I Trinkewasser fithrte in der
Untersuchung von Cammack et al. (2010) zu einem deutlichen Leberkupferverlust bei
Mastbullen, wihrend 566 mg SO,*/1 keinen negativen Effekt auf die
Leberkupferkonzentration hatten. Legt man die von Meyer et al. (2004) und Kume et al.
(2010) beobachtete Trockensubstanz- und Trankewasseraufnahme von laktierenden HF-
Kiihen zugrunde, wiirde sich der Schwefelgehalt in den Rationen des Betriebs Nr. 4 um
durchschnittlich 1,1 g S/kg TS erhohen. Die trockenstehenden Kiihe wiirden nach den
Angaben von Kume et al. (2010) durchschnittlich 0,6 g S/kg TS mehr aufnehmen.
Hierdurch wiirden ausschlieBlich die Transitkiihe in Betrieb Nr. 4 den Toleranzbereich von
4 g/kg um 1,9 g S/kg TS fberschreiten, was nach Oetzel et al. (1988) in diesem
Haltungsabschnitt zur Gebarpareseprophylaxe noch tolerierbar ist.

Die FEisenkonzentration im Trinkewasser des Betriebes Nr. 7 liegt mit 7,8 mg Fe/l
oberhalb des von Kamphues et al. (2007) aufgefiihrten Grenzwertes von 3 mg/l. Nach
Beede (1991) existieren allerdings keine experimentellen Grundlagen fiir Wiederkduer, um
Riickschliisse auf einen maximal tolerierbaren Eisengehalt im Triankewasser zu ziehen.
Nach den Angaben von Kume et al. (2010) und Meyer et al. (2004) wiirden die
laktierenden Kiihe in diesem Betrieb durchschnittlich 30 mg Fe/kg TS durch das
Trankewasser mehr aufnehmen, wodurch der maximal tolerierbare Gehalt von 500 mg
Fe/kg TS (NRC 2005) allerdings in keiner Ration des Betriebes iiberschritten werden
wiirde.

Auch bei der Beriicksichtigung der zusétzlichen Aufnahme von Schwefel in Betrieb Nr. 4
und Eisen in Betrieb Nr. 11 wiirden die von Suttle (2004) als kritisch zu betrachtenden

Bereiche der Verhiltnisse von Schwefel/Kupfer bzw. Eisen/Kupfer nicht erreicht werden.

5.3 Bland-Altman-Methodenvergleiche zwischen den gepaarten
Spurenelementkonzentrationen des Plasmas und Serums

Die Substrate Plasma und Serum werden in der Literatur zur Bestimmung des
Spurenelementstatus iiberwiegend als gleichwertig und gegenseitig ersetzbar angesehen.
Systematische Untersuchungen zwischen den beiden Probenmedien finden sich nach
Kenntnisstand des Autors ausschlieBlich fiir die Kupferbestimmung (Paynter 1982;
Kincaid et al. 1986; Laven und Livesey 2006; Laven et al. 2007; Laven et al. 2008). Diese
Arbeit zeigt, ebenso wie die vorausgegangenen Untersuchungen von Laven und Livesey

(2006) und Laven et al. (2007), dass bei einer erheblichen Streuung der einzelnen
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Differenzen eine diagnostisch relevante Verzerrung zwischen der mittleren Plasma- und
Serumkupferkonzentration besteht (Tab. 80). Die geringeren Serumkupferwerte sind auf

die Vernetzung des Coeruloplasmins mit dem Fibrinkoagulum wihrend des

Gerinnungsprozesses  zuriickzufilhren  (Paynter 1982). Dieses konnte darauf

zuriickzufithren sein, dass eine strukturelle Ahnlichkeit des Coeruloplasmins mit dem

Gerinnungsfaktor VIII aufweist (Saenko et al. 1994).

Tab. 80: Ergebnisse verschiedener methodischer Untersuchungen zur Bestimmung der
Kupferkonzentration in gepaarten Plasma- und Serumproben (EW).

eigene Laven und Laven et al.
Quelle Untersuchung | Livesey (2006) (2007)

r 0,81 0,77 n.v.

mittlere Differenz (Plasma - Serum) (ug/l) 166 311 186
signifikanter Unterschied der mittleren I I +

Differenzen

untere Ubereistimmungsgrenze (ug/l) -54 n.v -28

obere Ubereinstimmungsgrenze (ug/l) 386 n.v 399
signifikante Abhiingigkeit der Differenzen ) _— )

vom Wertebereich

n. v.: nicht verfiigbar, +: liegt vor, -: liegt nicht vor.

Die Ergebnisse der Methodenvergleiche zur Bestimmung der {ibrigen untersuchten
Plasma- und Serumspurenelementkonzentrationen lassen eine Sequestration weiterer
spurenelementtransportierender Plasmaproteine vermuten, da mit Ausnahme der
Serummolybdénkonzentration durchgehend geringere mittlere Serumkonzentrationen

nachweisbar waren (Tab. 81).

Tab. 81: Ergebnisse der Bland-Altman-Methodenvergleiche zur Bestimmung der
Spurenelementkonzentrationen in gepaarten Plasma- und Serumproben (EW).

Spurenelement Cu Mo Fe Zn Mn Se

mittlere Differenz (Plasma - Serum) (ug/l) [ 166 -0,8 339 23 0,41 10,3
signifikanter Unterschied der mittleren n i I + i +

Differenzen

untere Ubereistimmungsgrenze (ug/l) -54 -7,8 | -306 | -112 | -1,94 | -15,7

obere Ubereinstimmungsgrenze (ug/l) 386 6,2 985 158 | 2,76 | 363
signifikante Abhingigkeit der Differenzen } ; I ) + +

vom Wertebereich

+: liegt vor, -: liegt nicht vor.

Die fir Fe, Mn und Se festgestellte positive Abhdngigkeit der Differenzen vom
Wertebereich ist méglicherweise auf einen steigenden Gerinnungsverlust bei stirkerer

Absittigung der Plasmaproteine im hoheren Konzentrationsbereich zuriickzufiihren. Die
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allen Methodenvergleichen innewohnende geringe bis miBige Ubereinstimmungsgiite ist
wahrscheinlich einer Kombination aus prdanalytischen Fehlern (Probenentnahme,
-transport, -aufbereitung und -lagerung), individuell variablem Gerinnungsverlust und der
methodenintrinsischen Prizisionsgiite der Spurenelementanalyse geschuldet (Tab. 29).
Unter der Annahme, dass sich die Extremwerte in der Verteilung der einzelnen
Differenzen aus Fehlmessungen ergeben, erscheint ihre Eliminierung in der Beurteilung
der Ubereinstimmungsgiite der Methodenvergleiche gerechtfertigt. Allerdings erbringt der
Ausschluss der Extremwerte in der Verteilung der Differenzen nur teilweise eine
wesentliche Verbesserung der Ubereinstimmungsgiite (Mn).

Da das Plasma, den nicht durch die Gerinnung artifiziell verdnderten Koperzustand
wiedergibt, sollte das Plasma in der Spurenelementdiagnostik dem Serum bevorzugt
werden. Bei Verwendung des Serums kann allerdings durch die Beriicksichtigung der
mittleren Verzerrung zwischen Serum- und Plasmawerten eine deutliche Reduzierung von

Fehleinschétzungen iiber den Spurenelementstatus erreicht werden.

5.4 Bland-Altman-Methodenvergleiche zwischen den gepaarten
Gruppenmittel- und Poolwertspurenelementkonzentrationen des
Plasmas bzw. des Vollbluts

Der FEinsatz von Stichprobenmittelwerten ist gegenliber FEinzelwerten in der

Herdendiagnostik unweigerlich mit einem Informationsverlust verbunden. Jedoch ist ein

wesentlicher Vorteil in Form einer erheblichen Reduktion der Analysekosten gegeben,

wenn Poolwerte Verwendung finden. Hierdurch wére die Integration einer regelméfBigen

Spurenelementanalyse in die prophylaktische Bestandsbetreuung von Milchviehherden

realisierbar.

Grundsitzlich ist davon auszugehen, dass Kiihe unter gleichen Haltungs- und

Fiitterungsbedingungen in der Auslenkung ihrer diagnostischen Metaboliten gleich

reagieren (Rossow et al. 1987), so dass anzunehmen ist, dass die Verwendung von

Stichprobenmittelwerten auch in der Spurenelementdiagnostik eine sinnvolle

Vorgehenweise darstellt. Die Ergebnisse von Borchardt und Staufenbiel (2012)

suggerieren, dass Stichprobenmittelwerte (Gruppenmittel- und Poolwerte) in der

Herdendiagnostik angewendet werden konnen. Die Autoren konnten nachweisen, dass die

pathologische Auslenkung von Einzelwerten der NEFA- und BHB-Serumkonzentrationen

aus einer Stichprobe von Kiihen durch den entsprechenden Gruppenmittel- und Poolwert

wiedergegeben wird. Die mittleren Gruppenmittel- und Poolwerte des jeweiligen
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Parameters unterschieden sich hierbei nicht signifikant und eine ausreichende
Ubereinstimmung der beiden MessgroBen konnte festgestellt werden.

Auch in dieser Untersuchung unterscheiden sich die mittleren Konzentrationen der
Gruppenmittel- und Poolwerte der einzelnen Spurenelemente in den Probenmedien Plasma

und Vollblut erwartungsgemaf nicht signifikant. (Tab. §82).

Tab. 82: Ergebnisse der Bland-Altman-Methodenvergleiche zwischen den Gruppenmittel- und
Poolwertspurenelementkonzentrationen des Plasmas bzw. des Vollbluts.
Plasma- Vollblut-

Cu|Mo| Fe | Zn | Mn | Se | Mn | Se
mittlere Differenz (MW - PW) (ug/l) [ 03 | 0,3 | 36 | -10 |-0,01 | -1,0 | 0,52 | 5,1

signifikanter Unterschied der
mittleren Differenzen

untere Ubereinstimmungsgrenze (ug/l)| -215 | -3,8 | -315 | -190 | -0,89 | -20,7 | -1,67 | -55,1
obere Ubereinstimmungsgrenze (ug/l) | 216 | 4,4 | 387 | 169 | 0,87 | 18,7 | 2,71 | 65,2

signifikante Abhingigkeit der
Differenzen vom Wertebereich
+: liegt vor, -: liegt nicht vor.

Substrat

- - - - - - —+ -

- - - + - - - -

Lediglich die Vollblutmangankonzentration bildet hier eine Ausnahme. Die Ursache der
mittleren Verzerrung zwischen Gruppenmittel- und Poolwerten der
Vollblutmangankonzentration ist unklar. Immunologische Reaktionen zwischen den
Plasmaproteinen und den Erythrozyten, die bei der Herstellung von Vollblutpoolproben
induziert werden konnten und sich auf die Analyseergebnisse auswirken, sind hier
denkbar.

Eine Vielzahl von methodischen Arbeiten zu Mittel- und Poolwerten (Lehwenich 1999;
Tornquist und Van Saun 1999; van Saun 2005; Borchardt und Staufenbiel 2012) konnten
iibereinstimmend  mit  dieser  Untersuchung  ebenfalls keine  signifikanten
Konzentrationsunterschiede fiir diverse diagnostische Analyten in verschiedenen
diagnostischen Medien bei Rindern beobachten.

Die geringe bis sehr geringe Ubereinstimmungsgiite der  durchgefiihrten
Methodenvergleiche zwischen Gruppen- und Mittelwerten verdeutlicht, dass
prdanalytische Variabilitdtsfaktoren und die geringe analytische Messgenauigkeit der
Spurenelementanalyse (Fe, Mo, Mn, Se) grundsitzliche Problemfelder in der
Spurenelementdiagnostik darstellen. Da sowohl fiir den Poolwert als auch fiir den
Gruppenmittelwert von einer Abweichung vom unbekannten wahren Wert auszugehen ist,
ist die Verwendung von Pool- gegeniiber Mittelwerten in der Herdendiagnostik

grundsitzlich nicht abzulehnen.
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5.5 Korrelationsanalyse

In dieser Untersuchung konnten unter Ausnahme des Zusammenhangs von Plasma und
Serum keine engen Zusammenhdnge zwischen den Spurenelementkonzentrationen in den
Substraten ermittelt werden. Die teilweise zu beobachtende Diskrepanz zwischen Einzel-
und Gruppenmittelwerten bei den ermittelten Zusammenhingen kann auf den geringeren
Stichprobenumfang bei den Gruppenmittelwerten und die Verringerung der Variation
durch die Mittelwertbildung zuriickgefiihrt werden. Hohe Korrelationskoeffizienten
zwischen den Blutmedien und der Leber sind aufgrund der unterschiedlichen
Spurenelementkinetik in den Substraten, nach Verbrauch der endogenen Reserven
(Kincaid 2000) und/oder Erreichen eines Gleichgewichtszustandes zwischen Repletion und
Depletion (Millar 1983) nur bei defizitiren Tieren zu erwarten. Zudem ist davon
auszugehen, dass in dieser Untersuchung versorgungs- und statusunabhédngige Faktoren
(Akute-Phase-Reaktion) auf die Gewebekonzentration einwirken, die das gegenseitige

Reflektionsvermodgen zwischen den Substraten stdren.

5.6 Referenzbereiche

Die erarbeiteten Referenzbereichsvorschlidge (Tab. 94) basieren im Wesentlichen auf dem
in dieser Untersuchung gewonnenen Datenmaterial, welchem eine Population von
bedarfsgerecht bis hoch versorgt zu bewertenden (Kap. 5.1), klinisch unauffilligen
Milchkiihen zugrunde liegt. Abweichungen hiervon begriinden sich in der durchgefiihrten
Literaturarbeit. Insbesondere wurden Fiitterungsversuche und bereits verdffentlichte
Referenzbereichsangaben beriicksichtigt.

Untersuchungsergebnisse die innerhalb der vorgeschlagenen Referenzgrenzen liegen,
lassen je nach Aussagekraft der betreffenden Substratkonzentration mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf das Vorliegen einer bedarfsgerechten Spurenelementversorgung
bzw. eines addquaten Spurenelementstatus schlieBen. Der Umkehrschluss, dass Werte die
auBerhalb der Referenzbereiche liegen eine Fehlversorgung anzeigen, ist hierbei nur im
Ausnahmefall gestattet (Plasmakupferkonzentration, Kap. 5.7.1). Referenzbereiche hierfiir,

miissten an einer fehlversorgten bzw. kranken Population erhoben werden.
Das von Willer (1982) vorgeschlagene Verfahren zur Berechnung von zweiseitigen

Referenzgrenzen fiir Stichprobenmittelwerte wurde durch die vielfachen und partiell

erheblichen Abweichungen der Substratspurenelementkonzentrationen von einer
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Normalverteilungsfunktion  abgelehnt. Nur fir 5 von 30  untersuchten
Einzelwertkonzentrationen —und  fir 32 von 54  Gruppenmittel-  und
Poolwertkonzentrationen konnte eine Normalverteilungsfunktion angenommen werden
(Tab. 35, Tab. 42 ,Tab. 49, Tab. 56, Tab. 63, Tab. 71). Aufgrund dessen wurde das von
Solberg (2004) befiirwortete, verteilungsunabhidngige nicht parametrische Verfahren zur
Ermittlung der Referenzbereiche bei den Einzel- als auch den Gruppenmittel- und
Poolwertkonzentrationen herangezogen.

Zwischen den aus den Einzelwerten und den Stichprobenmittelwerten (Gruppenmittel- und
Poolwerte) ermittelten Referenzgrenzen lassen sich iiberwiegend nur geringe und zudem
nicht einheitlich ausgerichtete Abweichungen feststellen (Tab. 40, Tab. 47, Tab. 54, Tab.
61, Tab. 69, Tab. 77). Die Referenzbereiche der Gruppenmittel- und Poolwerte weisen
hierbei insgesamt eine gute Ubereinstimmung auf. Die Verwendung von eigenstindigen
Referenzgrenzen fiir Einzel- und Strichprobenmittelwerte bis zu einer Stichprobengrof3e
von n < 7 ist daher nicht erforderlich. Mit wachsender Stichprobengréfe ist allerdings,
unabhingig von der Verteilungsform der Einzelwerte, von einer generellen Anndherung
der Stichprobenmittelwerte an eine Normalverteilungsfunktion auszugehen. Dies ist
unweigerlich mit einer zunehmenden Konvergenz der Gruppenmittel- und Poolwerte an
den Populationsmittelwert verbunden (Willer 1982), wodurch sich eine Notwendigkeit
eigenstandiger Referenzgrenzen fiir Einzelwerte und Stichprobenmittelwerte ergeben
konnte.

Signifikante Unterschiede zwischen den Spurenelementkonzentrationen der beprobten
Laktationsabschnitte wurden durch die Ermittlung von laktationsphasenspezifischen
Referenzbereichen beriicksichtigt (Tab. 41, Tab. 48, Tab. 55, Tab. 62, Tab. 70, Tab. 78).
Als statusunabhingiger Einflussfaktor auf die Laktationsdynamik verschiedener
Substratkonzentrationen und auf die diesbeziiglich gebildeten Referenzbereiche konnte die
abkalbungsbedingte Akute-Phase-Reaktion ermittelt werden (Kap. 5.7.1, Kap.5.7.3, Kap.
5.7.4). Da dieser Einfluss als unerwiinscht zu betrachten ist, wurde er bei den fiir die
betreffenden Spurenelementkonzentrationen erarbeiteten Referenzbereichsvorschldge
weitestmOglich ausgeschlossen (Tab. 84, Tab. 87, Tab. 89), sodass die Verwendung von

laktationsphasenspezifischen Referenzbereichen ebenfalls nicht erforderlich ist.
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5.7 Diagnostik der Spurenelementversorgung

5.7.1 Kupfer

Die ermittelten Substratkupferkonzentrationen konnen mit den Ergebnissen der in Tab. 83

aufgefiihrten Untersuchungen stimmig in Relation gesetzt werden.

Tab. 83: Vergleich von Kupfersubstratkonzentrationen von Rindern verschiedener

Untersuchungen.
Ration Plasma ‘ Harn Leber ‘ Haar
Quelle Parameter | mg/kg TS
Basal|Zusatz ng/l mg/keg TS
eigene X () 20,5 (8,5) 742 (170)* 107 (186) 451 (194) |11,2(6,4)
Untersuchung| Xmin = Xmax 8,3-442 381 -1330* | 10-2490 55-1315 [6,9-474
X (s) 906 (178)
Xmin = Xmax 520 - 1580
Spolders et al.| 1 =20 d (128) d (128) d (128)
(2008) X (s) 11,2 852 (184)* 383 (130) 6,8 (0,5)
X (s) 22,6 794 (159)* 506 (129) 7,4 (1,0)
Engle et al. n=24 d (0) | d(6l) d (0) | d(6l)
(2001) X nv.| 0 870 | 1070 374 | 372
X +10 | 970 1050 324 | 431
X +40 | 1010 | 1010 352 826
Gustafson n=28
(2000) X 15,4 70
Xmin = Xmax | 12,8 - 20,3 <70t - 640
Xin et al. n=18 d (0) |d(128) d (0) |d(128)
(1993) g 5,5 1230 | 1450 390 | 233
X 15,5 1190 | 1240 326 322
X 20,5 1270 | 1330 340 | 417
*. Serum, d: Versuchstag, n. v.: Daten nicht verfligbar, 7: Nachweisgrenze.
Der ermittelte Korrelationskoeffizient zwischen den Serum-/Plasma- und den

Leberkupferkonzentrationen (EW:r=0,10/-0,14) steht in Ubereinstimmung mit den
Angaben von Littledike et al. (1995) (r=-0,01), Chase et al. (2000) (r =0,18), Lopez-
Alonso et al. (2006) (r = 0,14) und Grace et al. (2010) (r = 0,05).

Wie die dargestellten Ergebnisse von Xin et al. (1993), Engle et al. (2001) und Spolders et
al. (2008) verdeutlichen, fiihrt eine Kupferzulage bei Rindern zu einer Erhéhung der
Leberkupferkonzentration, wihrend die Serum-/Plasmakonzentration nicht wesentlich
reagiert, wodurch ein enger Zusammenhang zwischen den Parametern verhindert wird.
Legleiter und Spears (2007) ermittelten bei Kélbern, die einer progressiven
Kupferdepletion ausgesetzt wurden, einen Korrelationskoeffizienten zwischen Plasma- und
Leberkonzentration von r = 0,93. Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen ist durch das

kurvenlineare Verhéltnis zwischen Leber- und Plasmakupferkonzentration zu erkléren
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(Claypool et al. 1975; Stoszek et al. 1986; Mulryan und Mason 1992). Hieran wird
deutlich, dass ein gegenseitiges Reflektionsvermdgen nur bei unzureichenden
Leberkupferreserven bestehen kann. Dieser Zustand liegt der Untersuchung von Legleiter
und Spears (2007) zugrunde. Bei einem ausreichenden Leberkupferspeicher, wie er in
dieser Untersuchung vorliegt (55 mg/kg TS bis 1355 mg/kg TS), ist hingegen nur mit
physiologischen Schwankungen des Plasmaspiegels (520 pg/l bis 1580 pg/l) zu rechnen.
Die abweichenden Ergebnisse von Vermunt und West (1994) und Tessman et al. (2001)
lassen sich auf die Verwendung des Probenmediums Serum zuriickfiihren, was wie oben
dargestellt (Kap. 4.2.2 und Kap. 5.3) zu einer Maskierung des physiologischen
Verhiltnisses zwischen Leber- und Plasmakupferkonzentration fithren kann.

Der  nicht  gleichgerichtete Laktationsverlauf ~ der = Serum-/Plasma-  und
Leberkupferkonzentration ldsst sich plausibel auf den Einfluss der mit der Abkalbung
einhergehenden Akute-Phase-Reaktion zuriickfithren. Die Abkalbung stellt eine
physiologische Stressreaktion dar, die mit der Induktion einer Akute-Phase-Reaktion
einhergeht (Koets et al. 1998; Galvao et al. 2011; Silvestre et al. 2011). Hierbei fiihrt die
vermehrte  Coeruloplasminsynthese zu  einer Erhohung der  plasmatischen
Kupferkonzentration bei Frischkalbinnen. Scaletti et al. (2003) und Hussein und
Staufenbiel (2012) dokumentieren iibereinstimmend mit den Beobachtungen dieser
Untersuchung hdohere Plasmakupferkonzentrationen der FM-Kiihe gegeniiber Kiihen
anderer Haltungsabschnitte. Neben der hoheren Plasmakonzentration weisen die
frischlaktierenden Kiihe geringere Leberkupferkonzentrationen auf, was auch von Smart et
al. (1986) und Xin et al. (1993) beobachtet werden konnte. Dies ist vermutlich vorwiegend
auf die Kupferreservoirbildung durch den Foetus in der Spattrachtigkeit zuriickzufiihren.
Ferner kann angenommen werden, dass zwischen der verringerten TS-Aufnahme der
Vorbereiterkiihe (Grummer et al. 1995; Janovick und Drackley 2010) und der
verminderten Leberkupferkonzentration der frischlaktierenden Kiihe eine Abhidngigkeit
besteht. Die Kupferkonzentration im Vollblut weist eine Laktationsdynamik auf, die
tendenziell mit der des Serums/Plasmas gleichgerichtet verlduft. Hierbei ist davon
auszugehen, dass das physiologische Verhiltnis zwischen erythrozytirer und plasmatischer
Kupferkonzentration gering ist, sodass sich Schwankungen der Plasmakupferkonzentration
auch im Vollblut bemerkbar machen. Die Kupferkonzentration im Haar ldsst wie die
iibrigen Spurenelementkonzentrationen dieses Substrates signifikante Unterschiede
zwischen den Laktationsstadien vermissen. Nur die Haarfollikel sind metabolisch aktiv

und folglich ist ein enger Bezug zwischen Haar- und Plasmaspurenelementkonzentrationen
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nur in diesem Bereich des Haares zu erwarten (Kempson et al. 2007). Das dullere Haar
reprasentiert in seiner gesamten Lange einen Querschnitt der tiber die Wachstumsphase in
das Haar inkorporierten Spurenelemente, sodass sich die kurzfristigen Fluktuationen des
Plasmaspiegels unter einer addquaten Leberkupferkonzentration nicht durch Verdnderung
der Haarkupferkonzentration bemerkbar machen. Die Harnkupferkonzentration weist
keinen  gleichformigen = Verlauf —mit einer der  {ibrigen  untersuchten
Substratkupferkonzentrationen auf. Da die endogene Ausscheidung von Kupfer primér
bilidr verlduft (Gooneratne et al. 1994; 2011) und der Exkretion von Kupfer gegeniiber der
Kupferspeicherung in der Kupferhomdostase von Wiederkduern nur eine untergeordnete
Bedeutung beizumessen ist (Suttle 2010), sind enge Zusammenhdnge zwischen
Harnkonzentration und den Substratkonzentrationen sowie der Versorgungslage folglich
nicht zu erwarten.

Durch den Vergleich der ermittelten Referenzgrenzen mit der Literatur erscheint fiir die
praktische Anwendung ein Angleich der ermittelten Referenzgrenzen fiir die Substrate
Leber und Serum/Plasma sinnvoll (Tab. 84). Die ermittelte Referenzobergrenze der
Leberkupferkonzentration ist im Vergleich zu den Literaturangaben (Tab. 4) als sehr hoch
zu bewerten. Nach den Ergebnissen von Minervino et al. (2008) ist sie aber noch als
unbedenklich zu betrachten. Die Autoren konnten eine beginnende Leberzellschiddigung
bei Rindern erst oberhalb von 1000 mg Cu/kg TS im Lebergewebe dokumentieren. Die in
dieser Untersuchung ermittelte obere Referenzgrenze fiir die Leberkupferkonzentration
sollte allerdings eher als Toleranzgrenze aufgefasst werden, deren Erreichen in der Praxis
sicherlich nicht anzustreben ist. Die von Kincaid (2000), Ouweltjes et al. (2007) und Herdt
und Hoff (2011) angegebene Referenzobergrenze von 600 mgkg TS fiir die
Leberkonzentration erscheint zur Beurteilung einer angemessenen Kupferversorgung daher
sinnvoller. Die ermittelte Referenzuntergrenze fiir die Plasmakupferkonzentration (Tab.
84) ist im Vergleich zu den meisten Literaturangaben (Tab. 2) niedrig. Eine Absenkung auf
die von Suttle (1993) und McDowell (2003) angegebenen 600 pg/l erscheint aufgrund des
in den Arbeiten von Claypool et al. (1975), Stoszek et al. (1986) sowie Mulryan und
Mason (1992) aufgezeigten Verhéltnisses zwischen Plasma- und Leberkupferkonzentration
dennoch sinnvoll. Diese Arbeiten lassen darauf schlieBen, dass bei einer
Plasmakupferkonzentration unterhalb von 600 pg/l mit hoher Wahrscheinlichkeit von
einem entleerten Leberkupferspeicher ausgegangen werden kann. Die Festlegung der
Serumreferenzuntergrenze auf 450 pg/l beriicksichtigt annidherungsweise die in dieser

Untersuchung berechnete mittlere Verzerrung zwischen Serum- und Plasmawerten.
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Tab. 84: Aus der eigenen Untersuchung in Verbindung mit der Literatur erarbeitete, praktisch
anwendbare Referenzbereiche fiir die Kupferkonzentration des Serums, Plasmas und der
Leber im Vergleich mit den Angaben der Literatur.

Referenzbereiche
Quelle Serum | Plasma Leber
ng/l mg/kg TS
eigene Untersuchung 454 - 1100 639 - 1326 106 - 901
Herdt und Hoff (2011) > 600 50 - 600
Ouweltjes (2007) 477 - 1144 100 - 600
McDowell (2003) > 600
Kincaid (2000) 700 - 900 125 - 600
Suttle (1993) > 480 > 600 -
Empfehlung 450 - 1100 600 - 1300 100 - 600

5.7.2 Molybdin

Die ermittelten Plasma-, Harn- und Lebermolybddnkonzentrationen stimmen bei
vergleichbarem Versorgungsniveau von der Grofenordnung her mit den in Tab. 85
aufgefiihrten Untersuchungen iiberein (Lesperance et al. 1985; Xin et al. 1991; Galyean et
al. 1996; Gustafson 2000).

Tab. 85: Vergleich von Substratmolybddinkonzentrationen von Rindern verschiedener

Untersuchungen.
11 Parameter Ration Plasma |  Harn Leber
Quelle mg/kg TS ng/l ng/kg TS
eigene X (s) 0,69 (0,42) 9,8 (7,37) 110 (98,8) | 3361 (851,4)
Untersuchung | Xmin = Xmax 0,11-1,77 0,7-55,1 4 - 602 965 -10187
n =28
Gustatson X6 | 135008) 190
( ) Xmin = Xmax 0,86 - 2,08 <70 -480
=12
Galyean et al. n I 3550
(1996) o <06
n=12
Xin et al. (1991) X 3610
Xmax < 1,9
=32
Lesperance et al. n §3 3
(1985) Xmax <100

Die ermittelten Korrelationen zwischen Plasma-, Harn- und Haarmolybdidnkonzentrationen
(MW: r > 0,50) lassen einen engen kinetischen Zusammenhang zwischen den
Substratkonzentrationen vermuten. Lesperance et al. (1985) registrierten nach
Molybdéansupplementierung eine deutliche Reaktion der Plasma- als auch der

Harnmolybdédnkonzentration bei Rindern. Dariiber hinaus konnten sie beobachten, dass mit
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steigender Molybdédnversorgung die Bedeutung des Harns als Exkretionsroute fiir
Molybdén zunahm. Die Autoren sehen hierdurch eine diagnostische Eignung des Harns zur
Beurteilung der Molybdéanversorgung als wahrscheinlich an. Dies wird durch die in dieser
Untersuchung festgestellte Korrelation von r= 0,40 zwischen Harnkonzentration- und
Rationsgehalt bestérkt.

Die fehlenden bis geringen Korrelationen zwischen den Blutsubstrat- und
Lebermolybdidnkonzentrationen (EW:r<0,17, MW: r< 0,27) lassen bei dem
vorliegenden Versorgungsniveau einen engen kinetischen Zusammenhang zwischen diesen
Medien als unwahrscheinlich erscheinen. Nichtsdestotrotz konnten Clawson et al. (1972)
nach Molybdidnsupplementierung eine gleichgerichtete Reaktion von Plasma- und
Lebermolybdidnkonzentration beobachten.

Der Laktationsverlauf der analysierten Substratkonzentration ist nicht gleichgerichtet, was
aufgrund unzureichender Literatur schwierig zu begriinden ist. Bei den FM-Kiihen sind
gegeniiber den Kiihen der folgenden Laktationsabschnitte signifikant geringere Leber- und
numerisch geringere Blutsubstratmolybdénkonzentrationen nachweisbar. Jokubauskiene et
al. (2010) konnten eine Verringerung der Serummolybddnkonzentration um den
Abkalbezeitraum von Milchkiithen beobachten. Vermutlich ist dieses vorwiegend auf die
Depression der TM-Aufnahme der Milchkiihe zuriickzufiihren.

Da negative Zusammenhédnge zwischen den Kupfer- und Molybddnkonzentrationen in den
Substraten Plasma und Leber nicht nachgewiesen werden konnten (Tab. 79), lassen die
ermittelten Molybddngewebekonzentrationen eine Stérung des Kupfermetabolismus als
unwahrscheinlich erscheinen. Dennoch kann grundsétzlich nicht davon ausgegangen
werden, dass die innerhalb der ermittelten = Referenzbereiche liegenden
Substratmolybdénkonzentrationen eine Stérung der Kupferhomdoostase ausschlieBen und
Konzentrationen oberhalb der Referenzbereiche eine Storung nachweisen. In der
Untersuchung von Xin et al. (1993a) fiihrte die molybdéininduzierte Kupferdeprivation von
Mastbullen nicht zu einer Molybddnakkumulation in der Leber. Raisbeck et al. (2006)
wiesen nach, dass hohe Plasma- und Lebermolybdinkonzentrationen nicht zwingend mit
einer Storung der Kupferhomoostase oder Molybdénintoxikationserscheinungen
einhergehen.

Neben den in der Literatur etablierten Substraten Serum/Plasma und Leber scheint die
Verwendung des Harns zur Beurteilung der Molybdédnversorgung moglich.

Die ermittelten Referenzbereiche fiir die Serum-/Plasma- und Leberkonzentrationen stehen

in guter Ubereinstimmung mit den Literaturangaben (Tab. 7, Tab. 86).
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Tab. 86: Aus der eigenen Untersuchung erarbeitete , praktisch anwendbare Referenzbereiche fiir
die Molybdiinkonzentration des Serums, Plasmas, Harns und der Leber im Vergleich mit
den Angaben der Literatur.

Referenzbereiche
Quelle Serum Plasma | Harn Leber
ng/l pg/kg TS
eigene Untersuchung 1,6 - 30,6 1,4-294 8,5-454 1644 - 5090
Herdt und Hoff (2011) 2-35 1000 - 4000
Ouweltjes et al (2007) 2000 - 4000
Puls (1994) 10-100 520 - 5200
Empfehlung 1-30 10 - 450 1600 - 5100

5.7.3 Eisen

Der Vergleich der in dieser Untersuchung bestimmten Substrateisenkonzentrationen mit
denen verdffentlichter Fiitterungsversuche ist aufgrund der sich unterscheidenden
Futtereisenquellen nicht sinnvoll. Im Unterschied zu den Studien von Standish et al. (1969;
1971) und McGuire et al. (1985) (Tab. 11) ist, wie in Kap 2.4.1 und Kap. 5.1.3 dargestellt,
nicht mit einer Beeinflussung der untersuchten Probenmedienkonzentration durch die hohe
Eisenversorgung auszugehen.

In dieser Untersuchung konnten nur geringe Korrelationen (r < 0,39) zwischen den
Substrateisenkonzentrationen (Serum/Plasma, Vollblut, Harn, Leber, Haar und Ration)
beobachtet werden. Wensing et al. (1986) konnte bei Kélbern zwischen Leber- und
Serumkonzentration ebenfalls nur eine geringe Korrelation nachweisen (r = 0,46). Auch
Miyata und Furugouri (1987) sowie Miltenburg et al. (1991) konnten bei Rindern keine
engen Zusammenhinge zwischen der Lebereisenkonzentration und verschiedenen
Blutparametern dokumentieren. Neben den effektiven Homdostasemechanismen des
Eisenmetabolismus ist dies  wahrscheinlich der  Akute-Phase-Reaktion  als
statusunabhéngigem Faktor zuzuschreiben.

Wie die beobachtete Laktationsdynamik von Leber- und Harnkonzentration vermuten l4sst,
beeinflusst die abkalbungsbedingte Akute-Phase-Reaktion, welche selbst bei nicht
traumatischen Geburten auftritt (Mateos Gonzélez et al. 2009), das Verhéltnis zwischen
den verschiedenen Probenmedien. Durch Entziindungsmediatoren wird die Synthese der
eisenregulatorischen Proteine Hepcidin und Ferritin gesteigert, wéhrend die des
Transportproteins Transferrin herunterreguliert wird (Roy und Andrews 2005). Dies fiihrt

dazu, dass die Freisetzung von Eisen aus dem retikuloendothelialen System gehemmt wird.
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Gleichzeitig wird die Aufnahme in das selbige gefordert. Dariiber hinaus wird vermehrt
Eisen ausgeschieden (Verga Falzacappa und Muckenthaler 2005; Munoz et al. 2009).

Dies ldsst sich mit der signifikant hoheren Leber- und Harneisenkonzentration der
Frischkalbinnen gegeniiber den Kiihen der folgenden Laktationsabschnitte gut in
Ubereinstimmung  bringen. Die gleichzeitig zu erwartende verringerte Serum- und
Plasmakonzentration konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Allerdings konnte
verschiedenste Autoren eine deutliche Reduktion der Plasmaeisenkonzentration p.p.
registrieren (Miltenburg et al. 1991; Azab und Abdel-Maksoud 1999; Fonteque et al. 2010;
Weiss et al. 2010).

Die fehlende Laktationsdynamik von Vollblut- und Haareisenkonzentration ldsst sich
plausibel auf den nur langsam bzw. nicht mobilisierbaren Eisenpool dieser Substrate
zuriickfiihren.  Dieser  limitiert  bzw.  verhindert, dass sich  kurzzeitige
Konzentrationsschwankungen in Serum, Plasma und Leber merklich in diesen Substraten
auswirken.

Zur  Beurteilung der  Versorgungslage  erscheint die  Bestimmung  der
Lebereisenkonzentration (Speicherpool) grundsétzlich als am sinnvollsten, unter
realistischen Fiitterungsbedingungen bei ruminierenden Rindern allerdings entbehrlich.
Eine Probenentnahme bei FM-Kiihen ist aufgrund der anzunehmenden Abhéngigkeit der
Probenmedienkonzentrationen von einer Akute-Phase-Reaktion prinzipiell nicht zu
empfehlen. Die unter Beriicksichtigung der Laktationsdynamik und der Literatur
erarbeiteten Referenzbereichsvorschlédge fiir die Substrate Serum/Plasma und Leber finden
sich in Tab. 87. Fiir Eisen ist die Relevanz der differenzierten Anwendung von

unterschiedlichen Referenzgrenzen fiir das Serum und Plasma augenscheinlich.

Tab. 87: Aus der eigenen Untersuchung erarbeitete, praktisch anwendbare Referenzbereiche fiir
die Eisenkonzentration des Serums, Plasmas und der Leber im Vergleich mit den
Angaben der Literatur.

Referenzbereich
Quelle Serum Plasma Leber
pg/l mg/kg TS
eigene Untersuchung 639 -1996 921 - 2696 179 - 630
Herdt und Hoff (2011) 900 - 2700 140 - 1000
QOuweltjes et al. (2007) 781 - 2513 150 - 1000
Empfehlung 650 - 2000 900 - 2700 170 - 600
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5.7.4 Zink

Innerhalb der Versorgungsspannweite der eigenen Untersuchung ist bei Variation der
Zinkzufuhr  nicht mit einer  signifikanten = Reaktion der  untersuchten
Substratkonzentrationen zu rechnen. Die in Tab. 88 aufgefiihrten Studien und auch weitere
Untersuchungen (Rojas et al. 1996; Spears et al. 2004; Pechova et al. 2006; Cope et al.
2009; Hackbart et al. 2010; Nemec et al. 2012) belegen diesen fehlenden Zusammenhang.
Die auftretende Variabilitdt zwischen den Analyseergebnissen der dargestellten Arbeiten
kann wahrscheinlich vorwiegend den Einflussfaktoren Alter, Rasse und Geschlecht der
Versuchstiere zugeordnet werden. Pavlata et al. (2005) dokumentierten bereits signifikante
Unterschiede zwischen den Serumzinkkonzentrationen bei Kéilbern, Farsen, Bullen und

Milchkihen.

Tab. 88: Vergleich von Substratzinkkonzentrationen von Rindern verschiedener Untersuchungen.

P ¢ Ration Serum Leber ‘ Haar
Quelle arameter I o/kg TS ng/l mg/kg TS
eigene Untersuchung X (s) 126 (57,8) | 798 (171,4) | 121 (47,1) | 162 (58,2)
Xmin = Xmax 43 -315 264 - 1400 32 -401 101 - 343
X (s) 812 (171,9)*
Xmin = Xmax 327 - 1350*
Spolders et al. (2008) n= 20
X (5) 62,5 876 (111,1) | 112(43) | 130(19)
X (s) 1132 | 987(183,1) | 140(85) | 123(9)
Kessler et al. (2003) n =30
X (s) 35 700 (100) | 106 (15) | 166 (38)
X (s) 50 700 (100) | 115(30) | 154 (26)
Engle et al. (1997) n=40
X (s) 17 940 (20y* | 131 (12,3)
X (s) 40 960 (90)* | 94 (15,1)
Beeson et al. (1977) n=40
X (s) 19(1,6) 1180 156
X (s) 38 (3,1) 1400 176
X (s) 77 (6,3) 1520 166
X (s) 156 (8,4) 1220 155
X(s) | 298 (16,4) 1930 154
*: Plasma.

Der Korperzinkgehalt wird bei einer schwankenden Zinkversorgung durch Anpassung der
Zinkabsorption und -exkretion in einem engen Bereich gehalten (Neathery et al. 1973b;
Miller et al. 1989), was den fehlenden Zusammenhang (r < 0,15) zwischen Rationsgehalt

und Probenmedienkonzentrationen grundsdtzlich erklédrt. Spolders et al. (2008; 2010)
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konnten damit iibereinstimmend nur geringe Korrelationen zwischen Leber- bzw.
Serumzinkkonzentration und Zinkaufnahme nachweisen (r = 0,23 bzw. r = 0,41).

Die negativen Korrelationen zwischen Serum-/Plasma- und Leberkonzentration
(EW:r =-0,08, MW: r=-0,58) und die gegenldufige Laktationsdynamik dieser
Probenmedien ldsst vermuten, dass ein Einfluss der abkalbungsinduzierten Akute-Phase-
Reaktion auf das Verhiltnis der Substratkonzentrationen besteht. Wéahrend der Abkalbung
kommt es zur Freisetzung von Zytokinen wie Interleukin-1 und -6 und
Tumornekrosefaktor-a (Galvao et al. 2011). Diese bewirken unter anderem die Synthese
von Metallothionein im Lebergewebe, welches eine hohe Affinitdt zu Zink aufweist (Sato
und Bremner 1993). Cousins und Leinart (1988) konnten an Ratten demonstrieren, dass die
Injektion von Interleukin-1 zu einer transienten Depression der Plasmazinkkonzentration
und einer gesteigerten Zinkaufnahme der Leber, des Knochenmarks und des Thymus
filhrte. Auch Rinder reagieren nach Applizierung von Interleukin-1 mit einer Reduktion
der Plasmazinkkonzentration (Godson et al. 1995). Der Einfluss der Abkalbung auf die
Serum-/Plasmakonzentration wird durch die Untersuchungen von Goff und Stabel (1990),
Campbell und Miller (1998) und Meglia et al. (2004) bekriftigt, welche ein Absinken der
Plasmazinkkonzentrationen um den Abkalbezeitpunkt bei Kithen dokumentieren konnten.
Auch Smart et al. (1986) und Xin et al. (1993) beobachten iibereinstimmend mit der
eigenen Untersuchung geringere Leberzinkkonzentrationen bei frischlaktierenden Kiihen
gegenliber Kiihen anderer Laktations- bzw. Haltungsabschnitte bei Milch- und
Fleischkiihen.

Die im Gegensatz zur Serum-/Plasma-, Harn- und Leberzinkkonzentration nicht
feststellbare Laktationsdynamik der Vollblut- und Haarkonzentration lédsst sich durch die
Kinetik des Zinks in diesen beiden Substraten erkldren. Durch das hohe Verhiltnis
zwischen der korpuskuldren- und plasmaproteingebundenen Zinkfraktion (Roth und
Kirchgessner 1997; Roth und Kirchgessner 1999) ist der Zinkpool des Vollbluts insgesamt
als ebenso reaktionstrige zu betrachten wie der des Haars. Die Reaktionstrdgheit der
beiden Substrate gegeniiber dem Serum wird durch die Beobachtungen von Schwarz und
Kirchgessner (1975) bzw. Yu (1992) bekriftigt. Wahrend sich die Serumkonzentration bei
zinkunterversorgten Versuchstieren in diesen Untersuchungen verringerte, zeigte die Haar-
bzw. Erythro- und Leukozytenzinkkonzentration eine verzogerte bzw. keine Reduktion.
Die Harnkonzentration weist mit keiner der untersuchten Substratkonzentrationen einen
gleichgerichteten Laktationsverlauf auf. Die festgestellten numerisch hoheren Harnwerte

der Frischkalbinnen im Vergleich zu den Kiihen der folgenden Laktationsabschnitte
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konnen moglicherweise der Akute-Phase-Reaktion geschuldet sein. Orr et al. (1990)
konnten neben riicklaufigen Serumwerten bei Kdlbern nach Infektion mit dem IBR-Virus
eine forcierte Harnzinkexkretion beschreiben. Grundsitzlich ist die Bedeutung der renalen
Zinkausscheidung fiir die Zinkhomdostase allerdings gering (Miller et al. 1966;
Gooneratne et al. 1994; Gooneratne et al. 2011). Miller et al. (1966) beobachteten
zwischen zwei verschiedenen Zinksupplementierungen keinen signifikanten Unterschied in
der ausgeschiedenen Harnzinkmenge.

Unter der Pramisse, dass versorgungsunabhingige Faktoren, die sich in einer Umverteilung
des Korperzinks zwischen den Geweben bemerkbar machen (Akute-Phase-Reaktion)
ausgeschlossen werden konnen, erscheint die Bestimmung der Zinkkonzentration in den
prinzipiell schnellreagierenden Substraten Serum/Plasma und Leber zum Nachweis eines
Zinkmangels geeignet. Hierdurch wére eine Minimierung, der von Miller (1969) zwischen
bedarfsgerecht- und unterversorgten Tieren beobachteten Uberschneidung von
Substratzinkkonzentrationen denkbar. Unter praktischen Gesichtspunkten ist dies
allerdings schwierig zu realisieren, da selbst subklinische Erkrankungen einen deutlichen
Einfluss auf die Zinkkonzentrationen in den Geweben nehmen konnen (Zhang et al. 2010).
Um eine Fehlinterpretation der Zinkversorgungslage zu vermeiden, sollte neben der
Bestimmung der Zinkkonzentrationen in Serum/Plasma oder in der Leber eine
Rationszinkanalyse vorgenommen werden.

Da der Einfluss der abkalbungsbedingten Akute-Phase-Reaktion (Tab. 60) bei der
Referenzbereichsbildung ein deutliches Ausmall annimmt (Tab. 61, Tab. 62), erscheint die
Exklusion der FM-Kiihe aus der Referenzpopulation sinnvoll. Die fiir die Serum-
/Plasmakonzentration zu allen dargestellten Literaturangaben offensichtlichen

Negativabweichungen (Tab. 13, Tab. 89) werden hierdurch reduziert.

Tab. 89: Aus der eigenen Untersuchung erarbeitete, praktisch anwendbare Referenzbereiche fiir
die Zinkkonzentration des Serums, Plasmas und der Leber im Vergleich mit den Angaben

der Literatur.
Referenzbereiche
Quelle Serum Plasma Leber
pg/l mg/kg TS
eigene Untersuchung 451 - 1160 482 -1170 78 - 262
Herdt und Hoff (2011) 600 - 1900 90 - 400
Spolders et al. (2010) 520 - 1240

Kincaid (2000) 800 - 1400 25-200
Empfehlung 550 - 1200 70 - 200
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5.7.5 Mangan
Die Gegeniiberstellung der ermittelten Substratmangankonzentrationen verschiedener
Untersuchungen zur Manganversorgung von Rindern (Tab. 90) legt dar, dass eine extreme

Inhomogenitit zwischen den Analyseergebnissen der aufgefiihrten Studien besteht.

Tab. 90: Vergleich von Substratmangankonzentrationen von Rindern verschiedener

Untersuchungen.
P ¢ Ration Serum ‘ Harn | Vollblut Leber
Quelle arameter mg/kg TS gl o/kg TS
eigene X (s) 108 (44) | 1,88 (0,70) | 1,98 (4,81)| 7,64 (2,85) | 8852 (1766)
Untersuchung | Xmin = Xmax | 42 -256 0,9-73 0,0-57,9 | 3,1-23,7 | 2964 -16127
X () 2,29 (1,36)*
Xmin = Xmax 0,8 - 18,3*
van de Weyer et| 1 =761
al. (2010) X 5%
Xmin = Xmax 2 - 47*
Jokubauskiene | n =520
et al. (2010) | Xmin = Xmax 22,0-559
Pechovaetal. | n=161
(2008) X (s) 66 14,03 (3,24)
Hansenetal. | _1n=20
(20063) Xmin = Xmax 1598 - 6538 9385 - 20347* 8200 = 11000
Legleiter etal. | n =20
(2005) Xmin = Xmax | 8-128 |10,5-13,2* 12100 - 15100
Gelfertund | n=202f
Staufenbiel X (8) 2,46 (1,02)
(2000) Xmin = Xmax 0,5 - 6,9
Gustafson (2000) n=17
X (s) 85(2) 52
Xmin - Xmax | 035 - 96 <301 -480
Gehrke und n= 147 117
Lachowski X (8) 2,11 (3,01) 6,56 (7,78)
(1997a) Xmin = Xmax 1,27 - 4,85 5,1-12,35

1: Poolwerte, *: Plasma, {: Nachweisgrenze.

Trotz der bedarfsgerechten bis hohen Versorgungssituation in der eigenen Untersuchung
weichen die bestimmten mittleren Substratmangankonzentrationen deutlich negativ von
den Untersuchungen mit vergleichbarem oder sogar geringerem Versorgungsniveau ab
(Gustafson 2000; Legleiter et al. 2005; Hansen et al. 2006a; Pechova et al. 2008).

Underwood und Suttle (1999) sehen die Heterogenitét der Analyseergebnisse als Folge der
analytischen Schwierigkeiten der Manganbestimmung. Bei der Verwendung von
storanfilligen = Messmethoden wie der Atomabsorptionsspektrometrie, kdénnen
Interferenzen mit anderen Elementen wie Chlor und Silizium auftreten und daher zu

félschlich erhohten Analyseergebnissen fiihren (Gelfert und Staufenbiel 2000).
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Die Harnmangankonzentration zeigt im Vergleich zu den anderen tierischen
Substratkonzentrationen mit einem r=0,41 den hochsten Zusammenhang zum
Rationsmangangehalt, wodurch der Eindruck vermittelt wird, dass durch die Messung der
Harnkonzentration die Manganversorgung reflektiert wird. Dies ist aber aufgrund der
Beobachtungen von Weiss und Socha (2005) als unwahrscheinlich zu betrachten. Die
Autoren konnten bei Milchkiihen nachweisen, dass die Harnmanganexkretion nicht von
der Mangansupplementierung beeinflusst wird und weniger als 0,1 % der aufgenommen
Manganmenge ausmacht.

Diverse Fiitterungsversuche belegen, dass unter realistischen Fiitterungsbedingungen kein
diagnostisch nutzbares Verhiltnis zwischen Manganversorgung und
Gewebekonzentrationen existiert (Bentley und Phillips 1951; Olson et al. 1999; Ahola et
al. 2004; Legleiter et al. 2005; Krys et al. 2009; DeFrain et al. 2010; Dorton et al. 2010;
Hackbart et al. 2010; van de Weyer et al. 2010).

Die beobachteten Korrelationen zwischen den Mangankonzentrationen der Serum- und
Vollblutproben (EW: r=0,38, MW: r=0,58) und den Serum- und Leberproben (EW:
r=0,26, MW: r = 0,54) erreichen beziiglich der MW anndhernd das Niveau, das Gehrke
und Lachowski (1997a; 1999) zwischen Serum- und Vollblutprobenkonzentrationen
(r=0,68) bzw. Serum- und Leberkonzentrationen (r = 0,62) beobachten konnten. Auch der
von Gelfert und Staufenbiel (2000) beobachtete fehlende Zusammenhang zwischen der
Serum- und Haarmangankonzentration (r = 0,09) findet sich in dieser Untersuchung mit
einem r = 0,07 wieder.

Neben den moderaten Korrelationen zwischen den Serum-, Plasma-, Vollblut- und
Lebermangankonzentrationen lasst sich eine tendenziell gleichgerichtete
Laktationsdynamik der Mangankonzentrationen in diesen Probenmedien festhalten.
Jokubauskiene et al. (2010) konnten iibertragbar auf diese Untersuchung, eine
Verringerung der Serummangankonzentrationen zur Abkalbung mit folgendem Anstieg der
Serumwerte in der Laktation bei Milchkithen beobachten. Grundsitzlich ldsst sich der
Laktationsverlauf der Probenmedienkonzentration mit dem Verlauf der TS-Aufnahme von
Michkiihen (Douglas et al. 2006; Janovick und Drackley 2010) in Ubereinstimmung
bringen. Ein kausaler Zusammenhang erscheint allerdings als unwahrscheinlich. Vielmehr
ist von einem, von der Manganversorgung weitestgehend unabhdngigen,
selbstbalancierenden Mechanismus der Manganhomdostase bei Rindern auszugehen. Ein
iiber die Analyse des Rationsgehalts hinausgehender Informationsgewinn iiber die

Manganversorgungslage ist durch die Bestimmung von Gewebekonzentrationen nicht zu
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erwarten. Selbst bei den wenigen belegbaren Fiéllen eines Manganmangels
(Rationsgehalt <20 mg Mn/kg TS und klinische Symptome) (Rojas et al. 1965; Hansen et
al. 2006b) lieBen die gemessen Substratkonzentrationen nicht zwischen Tieren mit
Anzeichen eines Manganmangels und unauffilligen Tieren differenzieren.

Die in dieser Untersuchung ermittelten Referenzbereiche (Tab. 91) fiir die héufig
verwendeten Probenmedienkonzentrationen weisen eine deutliche Negativabweichung zu
den meisten etablierten Literaturangaben auf (Tab. 20). Eine bemerkenswerte
Ubereinstimmung ist zu den Angaben von Herdt und Hoff (2011) gegeben, welche fiir die

Spurenelementanalyse ebenfalls die ICP-OES verwendeten.

Tab. 91: Aus der eigenen Untersuchung erarbeitete, praktisch anwendbare Referenzbereiche fiir
die Mangankonzentration des Serums, Plasmas, Vollbluts und der Leber im Vergleich mit
den Angaben der Literatur.

Referenzbereiche
Quelle Serum Plasma Vollblut Leber
ng/l mg/kg TS
eigene Untersuchung 1,1-3,6 1,2-5,6 4,0-154 5220 - 12205
Herdt und Hoff (2011) 0,9 -6,0 5000 - 15000
Maas (2007) 70 - 200
Pechova et al. (2004) >22
Gibbons et al.(1976) 5-10
Empfehlung 1-6 4-16 5000 - 12500
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5.7.6 Selen

Die in dieser Untersuchung ermittelten Probenmedienkonzentrationen lassen sich bei der
zugrundeliegenden Selenversorgung mit denen der in Tab. 92 aufgefiihrten
Fiitterungsversuche stimmig in Relation setzen. Wie die Untersuchungen von Knowles et
al. (1999), Gierus et al. (2002) und Juniper et al. (2006) exemplarisch aufzeigen, wird eine
Verdanderung in der Selensupplementierung durch die Messung der verwendeten

Substratkonzentrationen wiedergegeben.

Tab. 92: Vergleich von Substratselenkonzentrationen von Rindern verschiedener Untersuchungen.

Ration Plasma | Vollblut ‘ Harn Leber
Quelle Parameter | mg/kg TS ke TS
Basal IZusatz ng/l He/ke
eigene X (s) 0,55(0,31) | 95(19,5) | 225(53,9) | 135(94,4) (2100 (1123)
Untersuchung | Xmin = Xmax | 0,10-1,43 | 46-211 79,9 -472 3-633 |600-13125
Pechova etal. | n=161
(2008) X () 0,4 184 (29,6)
Juniperetal. | n=30 d (35) d (35)
(2006) X 0 211 20
X 0,10%* 208 60
X 0,15 |0,12¢ 214 50
X 0,187 235 80
X 0,257 251 140
Gierus et al. n=18 d (35)
(2002) X 0,045 10,085* 37,7
X 0,275* 61,5
Gustafson n=16
(2000) X (s) 0,29 87 (6)
Xmin = Xmax | 0,25 - 0,32 34-172
Knowles et al. n =35 d (133) d (133)
(1999) X (s) 0 =20 259 (67,3)
X (s) 0,16* ~ 100 544 (89,4)
X (s) 0,03 |0,29* ~ 150 763 (121,8)
X (s) 0,167 ~ 140 685 (99,2)
X (s) 0,29 ¥ ~ 190 1105 (67,9)

d: Versuchstag, *: Na,SeOs 7: Selenohefen.

Enge Zusammenhinge zwischen den Rationsselengehalten und den analysierten
Probenmedienkonzentrationen wie sie Weiss et al. (1990) zwischen dem Rationsgehalt und
der Plasma- bzw. der Vollblutkonzentration feststellten (r = 0,92 bzw. r = 0,74), konnten in
dieser Untersuchung nicht nachgewiesen werden. Die abweichenden Ergebnisse der
eigenen Untersuchung stehen aber nicht zwingend in Widerspruch mit den Beobachtungen

dieser Autoren. Im Unterschied zu der Untersuchung von Weiss et al. (1990) konnen
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Schwankungen in der Selenversorgung der untersuchten Milchviehbetriebe nicht
ausgeschlossen werden.

Die zwischen Harn-, Plasma-, Leber- und Vollblutselenkonzentrationen nachgewiesenen
Korrelationen (MW: r=0,50 bis r=0,69) suggerieren einen engen Kkinetischen
Zusammenhang zwischen den Substraten, wihrend die ermittelten
Korrelationskoeffizienten zwischen der Selenkonzentration im Haar und den aufgefiihrten
Substraten (MW: r < 0,37) eine solche Beziehung nicht vermuten lassen.

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse lassen sich mit dem von Ellis et al. (1997), Taylor
(2005) und Davis et al. (2012) aufgezeigten zeitlichen Reaktionsvermdgen der Substrate
gut in Ubereinstimmung bringen. Die Untersuchung von Ellis et al. (1997) legt nahe, dass
der Harn, die Leber, das Serum/Plasma und das Vollblut in abnehmender Reihenfolge als
schnell und stark reagierende Indikatoren der Selenversorgung zu betrachten sind. Das
Haar ist im Vergleich dazu ein trége reagierender Indikator , was Taylor (2005) und Davis
et al. (2012) nachweisen konnten.

Knowles et al. (1999) bestimmten zwischen Leber- und Vollblutselenkonzentration eine
Korrelation von r = 0,79. Der ermittelte Korrelationskoeffizient zwischen Serum-/Plasma-
und Vollblutselenkonzentration wird von Maas et al. (1992) mit r = 0,88, von Waldner et
al. (1998) mit r = 0,65 und von Wolf et al. (1998) mit r=0,74 bzw. r = 0,61 angegeben.
Demgegeniiber konnten Ivancic und Weiss (2001) keinen nennenswerten Zusammenhang
zwischen Plasma- und Vollblutselenkonzentration vermerken. Die differierenden
Ergebnisse konnen sich aus den unterschiedlichen Untersuchungsbedingungen,
insbesondere die Kontinuitit der Supplementierung und den Zeitpunkt der
Konzentrationsbestimmung betreffen, begriinden.

Die beobachtete Laktationsdynamik der Serum-/Plasma-, Leber- und Harnkonzentration ist
tendenziell gleichgerichtet. Zust et al. (1996), Weiss und Hogan (2005) und Cappelli et al.
(2007) registrierten mit den eigenen Beobachtungen vergleichbare, sich zur Abkalbung
verringernde und im Laktationsverlauf ~ wieder ansteigende Serum-
/Plasmaselenkonzentrationen. Da Selen dazu tendiert, konstant als Fraktion der Futter-TS
resorbiert zu werden (Gustafson und Olsson 2004), ist ein paralleler Konzentrationsverlauf
der schnell reagierenden Probenmedien mit der TS-Ausnahmekurve zu erwarten. Diesen
Zusammenhang konnten Koenig und Beauchemin (2009) fiir die Plasmaselenkonzentration
bereits nachweisen.

Die fehlende Laktationsdynamik der Vollblut- und Haarselenkonzentration ldsst sich

wahrscheinlich auf die trdgere Reaktionszeit der Substrate zuriickfiihren, wodurch
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kurzfristige Verdnderungen in der Selenaufnahme keinen ausschlaggebenden Effekt auf
die Konzentrationen in den beiden Substraten nehmen diirften.

Entsprechend ihres zeitlichen Bezugs zur Selenversorgung sind alle untersuchten Substrate
grundsitzlich geeignet, die Selenversorgung widerzuspiegeln. Hierbei stellen sich die
Aussagekraft und das Reaktionsvermogen des Harns, des Serums/Plasmas und der Leber in
der Bestandsbetreuung als giinstig dar, wobei das Plasma aufgrund seiner Praktikabilitit
hervorzuheben ist.

Die in dieser Untersuchung ermittelten Referenzgrenzen fiir das Serum bzw. das Vollblut
weisen eine annehmbare Ubereinstimmung mit den Angaben von Maas (2007) und Herdt
und Hoff (2011) auf (Tab. 87). Sie weichen deutlich von den von Wolf et al. (1998) und
Kincaid (2000) veroffentlichten Angaben ab. Verschiedene Studien (Erskine et al. 1987,
Weiss et al. 1990; Jukola et al. 1996b; Yaeger et al. 1998; Cebra et al. 2003)
dokumentieren, dass zwischen Plasma-/Vollblutkonzentration und Privalenz bzw.
Schweregrad von Mastitiden sowie verschiedenen Immunfunktionsparametern ein
statistisch signifikanter Zusammenhang besteht. Cebra et al. (2003) beobachtete bei
Milchkithen mit Vollblutkonzentrationen oberhalb von 300 pg Se/l eine gesteigerte
Superoxidproduktion der neutrophilen Granulozyten, was ein hoheres Potential, Mikroben
abzutdten, suggeriert. Allerdings sind nach den Aufzeichnungen von Yaeger et al. (1998)
Vollblutkonzentrationen iiber 400 pug/l und Serumkonzentrationen iiber 200 pg/l mit einer
Depression verschiedener Immunfunktionsparametern bei Kiithen verbunden. Auf der Basis
dieser beiden Arbeiten erscheinen die fiir diese beiden Substrate festgelegten

Referenzgrenzen gerechtfertigt.

Tab. 93: Aus der eigenen Untersuchung erarbeitete, praktisch anwendbare Referenzbereiche fiir
die Selenkonzentration des Serums, Plasmas, Vollbluts, Harns und der Leber im
Vergleich mit den Angaben der Literatur.

Referenzbereiche
Quelle Serum Plasma Vollblut | Harn Leber
ng/l mg/kg TS
eigene Untersuchung 53-123 65-139 124 - 371 14 - 385 842 - 4411
Herdt und Hoff (2011) 60 - 200 120 - 300 700 - 2200
Maas (2007) 100 - 350 900 - 1750
Kincaid (2000) 210 - 1200 1250 - 2500
Wolf et al. (1998) 40 -70 70 - 120

Empfehlung 55-130 65 -140 120 - 350 20 - 380 850 - 4400

133



6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen in Verbindung mit der Literatur folgende

Schlussfolgerungen zur Diagnostik der Spurenelementversorgung zu:

e Der erste Schritt in der Diagnostik der Spurenelementversorgung sollte in der
Bestimmung der Rationsspurenelementgehalte bestehen, um grundlegende
Informationen {iber die Versorgungssituation einer Milchviehherde zu gewinnen
und nach Abschluss der Diagnostik MaBnahmen zur Behebung von
Fehlversorgungen einleiteten zu kdnnen.

e Bei der weiterfithrenden Diagnostik ist zu beriicksichtigen, dass die Aussagekraft
der  verschiedenen Indikatoren  maBgeblich  durch elementspezifische
homdostatische Regulationsmechanismen beeinflusst wird. In dieser Untersuchung
stellt sich dieser Umstand in den variablen und zudem tliberwiegend sehr geringen
bis geringen Korrelationen zwischen den untersuchten Substratkonzentrationen dar.

e Die iiberwiegend bzw. ginzlich fehlende Laktationsdynamik  der
Spurenelementkonzentrationen im Vollblut und im Haar deutet auf ein
grundsitzlich trages Reaktionsverhalten der beiden Substrate hin. Hierdurch ist ihre
Verwendung im Rahmen der prophylaktischen Bestandsbetreuung, in der
Abweichungen von einer bedarfsgerechten Versorgungsituation friihzeitig erkannt
werden sollen, als ungiinstig zu betrachten.

e Die Serum-/Plasma- und die Leberspurenelementkonzentrationen sind im
Allgemeinen als schnell reagierende Parameter zu betrachten und deshalb zur
Beurteilung der Spurenelementversorgungslage im Rahmen der Bestandsbetreuung
zu empfehlen.

e An der beobachteten Laktationsdynamik der untersuchten Substratkonzentrationen
wird deutlich, dass die abkalbungsbedingte Akute-Phase-Reaktion einen
limitierenden Effekt auf die Aussagesicherheit verschiedener Serum-/Plasma- und
Leberspurenelementkonzentration ausiibt. Grundsétzlich ist wihrend des Ablaufes
einer Akute-Phase-Reaktion mit einer Erhohung der Cu-Konzentration im
Serum/Plasma und der Fe- und Zn-Konzentration im Lebergewebe sowie einer
Erniedrigung der Fe- und Zn-Konzentration im Serum/Plasma zu rechnen.

Aufgrund dessen ist ihre Bestimmung zur Beurteilung der Spurenelement-
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versorgungslage in der Friihlaktations-Phase (ca. 0 bis 8 Wochen p. p.) nicht zu
empfehlen, da in diesem Zeitraum mit einem vermehrten Auftreten von
entzlindlichen Prozessen (Metritiden, Mastitiden) bei Milchkiihen zu rechnen ist.
Die festgestellte mittlere Differenz zwischen den gepaarten Plasma- und
Serumkonzentrationen der Spurenelemente Cu, Fe, und Se besitzt diagnostische
Relevanz. Das Plasma ist dem Serum als Probenmedium grundsétzlich
vorzuziehen, da es keiner artifiziellen Verdnderung durch den Gerinnungsprozess
unterliegt.

Fir die Plasmaspurenelementkonzentration ist bei der Verwendung von
Gruppenmittel- und Poolwerten im Mittel vom gleichen Informationsgehalt
auszugehen. Jedoch stellt sich die erhebliche Streuung der einzelnen Differenzen
der beiden MessgroBBen fiir alle Spurenelemente als unbefriedigend dar. Hieran
wird deutlich, dass der Einfluss von prdanalytischen Variabilititsfaktoren und die
geringe analytische Messgenauigkeit an sich generelle Problemfelder in der
Spurenelementdiagnostik  darstellen. Die Evaluierung von Poolwerten zur
Diagnostik der Spurenelementversorgung bendtigt weitere Untersuchungen.

Die Anzahl der zu untersuchenden Tiere richtet sich grundsitzlich nach dem
gewdhlten Stichprobentestverfahren. Sieben Tiere pro Untersuchungsgruppe sollten

im Allgemeinen aber als Orientierungsrichtlinie nicht unterschritten werden.

Kupfer: Die ausschlieBliche Bestimmung des Rationskupfergehalts kann, bedingt
durch die Wechselwirkung von Kupfer zu seinen Antagonisten, zu
Fehlinterpretationen der Versorgungslage fiihren. Die Bestimmung der
Leberkupferkonzentration stellt den Goldstandard zur Diagnostik der
Kupferversorgung dar und gibt Aufschluss iiber die bestehende
Leberkupferreserve. Die Bestimmung der Serum-/Plasmakupferkonzentration dient
hingegen zum Nachweis eines Kupfermangels, da sie erst nach Verlust der
Leberkupferreserve mit einer Verringerung reagiert. Zudem wird eine
Uberversorgung durch das Serum/Plasma nicht reflektiert. Die Abhingigkeit der
Serum/Plasmakonzentration von einer Akute-Phase-Reaktion ist bei der

Interpretation von Analyseergebnissen zu beriicksichtigen.

Molybdén: Die Bestimmung der Molybdédnkonzentration im Serum/Plasma, in der
Leber oder im Harn kann grundlegende Erkenntnisse iiber die Molybddnversorgung

erbringen. Der praktische Nutzen von diagnostischen MaBlinahmen, die iiber die
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Bestimmung des Rationsmolybdéngehalts hinausgehen, ist allerdings gering. Zum
einen kommt eine Molybdénunterversorgung bei Rindern in der Praxis nicht vor,
zum anderen kommt der Molybdéniiberversorgung lediglich eine Bedeutung in der
Entwicklung von  Kupferverwertungsstorungen zu, woriiber ermittelte

Molybdénsubstratkonzentrationen keine zuverldssige Aussage zulassen.

e Eisen: Grundsitzlich ldsst sich die Eiseniiberversorgung durch die Bestimmung der
Leberkonzentration nachweisen und dem Serum/Plasma ist eine diagnostische
Fignung zum Nachweis von Eisenmangelzustinden (milchgetrinkte Kaélber)
beizumessen. Bei der Interpretation der Analyseergebnisse ist die potenzielle
Abhingigkeit der Substratkonzentrationen von einer Akute-Phase-Reaktion zu
berticksichtigen. Da unter realistischen Fiitterungsbedingungen bei ruminierenden
Rindern, aufgrund effektiver Regulationsmechanismen der Eisenhomdostase, mit
keiner fiitterungsbedingten Reaktion der untersuchten Substratkonzentrationen zu
rechnen ist, erscheint die Bestimmung des Rationsgehalt zur Beurteilung der

Eisenversorgung von Milchkiihen als ausreichend.

e Zink: Die Diagnostik der Zinkversorgung stellt sich aufgrund der Besonderheiten
der Zinkhomoostase schwierig dar. Innerhalb des Bereiches der bedarfsgerechten
bis hohen Versorgung ist mit keiner fiitterungsbedingten Reaktion der untersuchten
Substratkonzentrationen zu rechen. Das Serum/Plasma und das Lebergewebe sind
aber grundsitzlich zum Nachweis eines Zinkmangels geeignet. Da allerdings bei
einer Unterversorgung nur eine geringe Zinkdepression in den Substraten auftritt
und Abweichungen von den Referenzbereichen sich ebenso durch den Ablauf einer
Akute-Phase-Reaktion begriinden konnen, ist es empfehlenswert die Plausibilitét
der Analyseergebnisse immer in Verbindung mit den Ergebnissen der

Rationszinkanalyse abzukléren.

e Mangan: Selbst Manganmangelsituationen, die mit der Ausbildung von klinischen
Symptomen  einhergehen, = werden  nicht durch  die  untersuchten
Substratmangankonzentrationen reflektiert. Nur eine exorbitante Uberversorgung
mit der unter praktischen Bedingungen nicht zu rechnen ist, geht mit einer
Konzentrationserhohung von Serum-/Plasma-, Vollblut- und Leberwerten einher.
Die Bestimmung des Rationsmangangehalts stellt, aufgrund mangelnder
Alternativen, die = zweckdienlichste = MalBlnahme zur Diagnostik  der

Manganversorgung bei Rindern dar.
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Schlussfolgerungen

Selen: Aufgrund der schlecht einzuschitzenden Bioverfiigbarkeit des Futterselens
und moglicher Wechselwirkungen andere Elemente zu Se sollten neben der
Bestimmung des Rationselengehalts weitere diagnostische MaBnahmen
durchgefiihrt werden. Entsprechend ihres zeitlichen Bezugs zur Selenversorgung
sind grundsétzlich alle untersuchten Substrate geeignet die Selenversorgung
widerzuspiegeln. Wéhrend die Harn-, die Serum-/Plasma- und die
Leberkonzentration die aktuelle Versorgungslage reflektieren, ist das Vollblut als
mittel- bis langfristiger und das Haar als langfristiger Selenversorgungsindikator
einzuordnen. Das Plasma ist aufgrund der einfachen Probenahme und dem

giinstigen zeitlichen Verhéltnis zur Supplementierung in der Praxis zu bevorzugen.

Referenzbereiche: Die in dieser Untersuchung zur Diagnostik der
Spurenelementversorgung erarbeiteten Referenzbereichsvorschldge konnen als
Orientierungsrichtlinie in der Praxis verwendet werden. Von der differenzierten
Verwendung von Referenzbereichen fiir Einzel- und Stichprobenmittelwerte
(Gruppen- und Poolwerte) bis zu einer Stichprobengréf3e von n < 7 kann abgesehen
werden. Auch eine laktationsphasenspezifische =~ Verwendung  von
Referenzbereichen ist nicht erforderlich, da die Akute-Phase-Reaktion, welche den
wichtigsten statusunabhingigen Variationsfaktor auf die Laktationsdynamik der
Serum-/Plasma- (Cu, Fe, Zn) und der Leberkonzentration (Fe, Zn) darstellt, bei den
erarbeiten Referenzbereichsvorschligen (Tab. 94) weitestgehend ausgeschlossen
wurde.

Tab. 94: Zur Diagnostik der Spurenelementversorgung vorzuschlagende Referenzmedien

und -bereiche

Serum | Plasma | Vollblut | Harn Leber | Ration
ng/l mg/kg TS

Cu | 450-1100 | 600 - 1300 - - 100 - 600 10-20
Mo 1-30 - 10 - 450 1,6 - 5,1 2-5%
Fe 650 - 2000 | 900 - 2700 - - 170 - 600 | 700 - 1200*
Zn 550 - 1200 - - 70 -200 40-100
Mn 1-6 4-16 - 5-125 40-100
Se 55-130 | 65-140 | 120-350 | 20-380 | 0,85-44 0,2-0,5

-: keine praktische Relevanz fiir die Diagnostik der Spurenelementversorgung,
*: Uberversorgung.
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7 Zusammenfassung

Untersuchungen zur Diagnostik der Spurenelementversorgung von Holstein-Friesian-
Milchkiihen

Fiir die Herdengesundheit und -produktivitit ist eine bedarfsgerechte Versorgung mit
Spurenelementen essenziell. Die Diagnostik der Spurenelementversorgung ist allerdings
mit erheblichen Unsicherheiten verbunden. Diese betreffen besonders die Wahl des
geeigneten  diagnostischen Probenmediums und die jeweils anzuwendenden
Referenzbereiche.

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Empfehlung fiir die Diagnostik der Spurenelementversorgung
von Milchkiihen zu erarbeiten.

Zu diesem Zweck wurde auf 20 Milchviehbetrieben in den neuen Bundesldndern
Probenmaterial von jeweils sieben Kiithen aus den Laktationsabschnitten Frischmelker (0
bis 7 Tage p. p.), Hochlaktation (105 bis 126 Tage p. p.) und Spétlaktation (308 bis 329
Tage p. p.) genommen. Insgesamt standen 418 klinisch unauffillige Milchkiihe zur
Verfligung. In den gewonnenen Probenmaterialien Serum, Plasma, Vollblut, Harn, Leber
und Haar wurden die Konzentrationen von Cu, Mo, Fe, Zn, Mn und Se mittels optischer
Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) bestimmt.
Zusiatzlich wurden Triankewasser- und Futterrationsanalysen vorgenommen. Neben den in
den Einzelproben analysierten Spurenelementkonzentrationen wurden Poolproben aus
gleichen Volumina der sieben Einzelproben der einzelnen Laktationsgruppen gebildet und
analysiert. =~ Des  Weitern = wurden  arithmetische = Mittelwerte  aus  den
Einzelprobenkonzentrationen der jeweiligen Laktationsgruppen errechnet.

In dieser Untersuchung konnten, mit Ausnahme des Zusammenhangs zwischen den
Serum- und Plasmakonzentrationen der einzelnen Spurenelemente, keine engen
Korrelationen (r > 0,7) zwischen den unterschiedlichen Probenmedien beobachtet werden.
Die Variabilitit der Ergebnisse der Korrelationsanalyse ist der elementspezifischen
Spurenelementkinetik und  statusunabhingigen Faktoren (Akute-Phase-Reaktion)
zuzuordnen.

Zwischen den Laktationsabschnitten konnten signifikante Konzentrationsunterschiede in
den Substraten Serum und Plasma (Ausnahme Mo) sowie Harn und Leber ermittelt
werden. Die Laktationsdynamik der Cu-, Fe- und Zn-Konzentrationen im Serum und
Plasma und der Fe- und Zn-Konzentrationen im Lebergewebe lisst darauf schlieBen, dass

die abkalbungsinduzierte Akute-Phase-Reaktion einen mafBigeblichen Einfluss auf die
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Zusammenfassung

Konzentrationsverteilungen dieser Spurenelemente bei den Frischmelkerkiihen ausiibt.
Aufgrund dieser Situation ist die Aussagesicherheit dieser Substratkonzentrationen iiber
die Versorgungssituation im frithen postpartalen Zeitraum und grundsitzlich bei allen
Krankheitsgeschehen, die mit dem Ablauf einer Akute-Phase-Reaktion einhergehen, als
gering einzuschitzen. Weiterhin wurde festgestellt, dass im Verlauf der Laktation die
Konzentration der untersuchten Spurenelemente im Vollblut nur partiell (Cu, Mn) und im
Haar nicht signifikant variieren.

Die Bland-Altman-Methodenvergleiche zwischen den gepaarten Serum- und
Plasmaspurenelementkonzentrationen zeigten, dass Serumwerte, mit Ausnahme von Mo,
im Mittel signifikant niedriger sind als die entsprechenden Plasmakonzentrationen und
dass eine erhebliche Streuung der einzelnen Differenzen der beiden Messgroflen vorliegt.
Dieses bedeutet, dass das Plasma bevorzugt in der Praxis einzusetzen ist, da es keinem
artifiziell bedingten Gerinnungsverlust unterliegt.

Die Bland-Altman-Methodenvergleiche zwischen den gepaarten Gruppenmittel- und
Poolwertspurenelementkonzentrationen des Plasmas (Cu, Mo, Fe, Zn, Mn, Se) und
Vollbluts (Mn, Se) zeigten, dass die mittleren Konzentrationen der beiden Messgrof3en, mit
Ausnahme der Vollblutmangankonzentrationen, sich nicht signifikant unterscheiden.
Allerdings liegt nur eine geringe Ubereinstimmung zwischen den beiden Parametern vor.
Hieraus ldsst sich folgern, dass prédanalytische Variabilititsfaktoren und die
Messgenauigkeit der Spurenelementanalyse an sich grundsitzliche Problemfelder in der
Spurenelementdiagnostik darstellen.

Ferner wurden Referenzbereiche aus dem vorhandenen Datenmaterial ermittelt, aus denen
in Verbindung mit der Literatur Referenzbereichsvorschlige fiir praxisrelevante
Substratkonzentrationen entwickelt wurden. Von der differenzierten Verwendung von
Referenzbereichen fiir Einzel- und Stichprobenmittelwerte (Gruppenmittel- und Poolwerte)
bis zu einer Stichprobengrofle von n < 7 kann abgesehen werden.

Zur Diagnostik der Versorgungslage mit Cu und Se lassen sich eindeutige Empfehlungen
geben. Im ersterem Fall ist das Lebergewebe und im letzteren Fall das Plasma Medium der
Wahl. Zur Diagnostik der Spurenelementversorgung mit Mo, Fe, Zn und Mn sind
eindeutige Empfehlungen schwierig vorzunehmen, da das Aussagevermdgen bzw. die
Aussagesicherheit der verfiigbaren diagnostischen Indikatoren iiber den Versorgungsstatus
begrenzt ist. Unter realistischen Fiitterungsbedingungen ist davon auszugehen, dass die
Bestimmung des Rationsgehalts dieser Spurenelemente ausreichend Information zur

Beurteilung der Versorgungslage erbringt.
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8 Summary

Investigations on diagnostics of trace element supply in Holstein-Friesian dairy cows

A sufficient supply of trace elements is essential for herd health and productivity.
However, its diagnosis comprises considerable uncertainties, particularly regarding the
choice of the appropriate diagnostic sample medium and the applicable reference ranges.
The aim of this study is to develop recommendations for diagnosis of trace elements
supply in dairy cows.

For this purpose, samples were collected on 20 dairy farms in the states of the former East
Germany between 2008 and 2010. On each farm, seven fresh (0 to 7 days p. p.), seven
mid-lactation (105 to 126 days p. p.), and seven late-lactation cows (308 to 329 days p. p.)
were sampled. A total of 418 clinically healthy cows were available.

The trace element concentrations of Cu, Mo, Fe, Zn, Mn, and Se in the substrates serum,
plasma, whole blood, urine, liver and hair were determined using inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP-OES). Furthermore, Total Mixed Ration
(TMR) and drinking water samples were analyzed.

In addition to the analyses of trace element concentrations in individual samples, pooled
samples were derived from equal volumes of the seven individual samples of each
lactation group, and analyzed in a similar manner. Arithmetic means were calculated from
the individual sample concentrations for each lactation group in each herd.

Strong correlations (r > 0.7) between the substrate concentrations were only detected for
the relationship between serum and plasma. The variability of the results of the correlation
analysis can be explained by the element-specific kinetics, due to homeostatic mechanisms
and status independent factors (acute-phase reaction).

Trace element concentrations were observed to differ significantly in serum and plasma
(except for the Mo concentration), urine, as well as liver among the stages of lactation. The
lactation dynamic of Cu, Zn and Fe in serum and plasma, as well as Zn and Fe in liver
demonstrates the influence of the calving-induced acute-phase reaction on the distribution
of the trace element concentrations in fresh cows. Therefore, the reliability of these
substrate concentrations for Cu, Fe, and Zn to predict feed trace element supply is
considered to be low in the early postpartum period and in cases of diseases which are
associated with an acute-phase reaction.

Furthermore, it was shown that the concentrations of the studied trace elements vary only

partly in whole blood (Cu, Mn) and insignificantly in hair during lactation.
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Summary

The Bland-Altman plots between the paired serum and plasma trace element
concentrations showed that, with exception of Mo, all trace element concentrations in
serum are, on average, significantly lower than in plasma. Moreover the respective
differences of the two values scatter to a very high extent. In contrast to serum, plasma is
not artificially influenced by blood clotting and should be preferred over serum in practice.

The Bland-Altman plots between the paired group means and pool values of plasma (Cu,
Mo, Fe, Zn, Mn, Se) and whole blood (Mn, Se) trace element concentrations showed that
the mean concentrations of the two values do not differ significantly (except whole blood
Mn). However, the two parameters agree only poorly. Therefore, factors of pre-analytic
variability and the accuracy of measurement are limiting factors in trace element
diagnostics.

Furthermore, reference ranges were determined from present data, from which, taking the
literature into account, proposals for reference ranges were developed for practically
relevant substrate concentrations. The use of different reference ranges for individual
values, pool or group mean values up to a sample size of n < 7 is not necessary.

For the diagnosis of the supply situation of Cu and Se clear recommendations can be given.
For the determination of Cu supply liver tissue is the medium of choice, for Se it is plasma.
No consistent recommendations for diagnostics of the trace element supply of Mo, Fe, Zn
and Mn can be made, because there is only limited predictive ability or reliability of
available diagnostic indicators. Under realistic feeding conditions the determination of feed
content of these trace elements is adequate to give sufficient information about the supply

situation.
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