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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

Eine Vidzahl der Erkrankungen, mit denen der in der Pferdemedizin tétige Tierarzt
taglich korfrontiert wird, het als Ursadche @nen entziindichen Prozessoder ist in Folge
eines lchen Prozesses entstanden. Hierbel bleibt haufig unkar, wie lange die
entziindiche Veranderung bereits besteht. Ein wichtiges Hilfsmittel in der Diagnostik
solcher Prozesse stellen Laboruntersuchungen entnommener Blutproben dar. Der
Tierarzt fuhrt diese Blutuntersuchungen i.d.R. nicht selbst durch, sondern beauftragt ein
Fremdlabor. Traditionell wurden und werden de Parameter Leukozytengesamtzahl,
Differentialblutzell bild und de Blutsenkurngsreaktion kestimmt. Aber auch de Mesaung
entzindurgsspezifischer Proteine hat sich in der Veterindrmedizin in den letzten
Jahrzehnten etabliert. In der Relevanz dieser Proteine bestehen grofe tierartliche
Unterschiede, d.h. ncht be jeder Tierart ist dasslbe Protein zur Erkennurg
entzindicher Veranderungen geagnet. Es ergibt sich so fur den Tierarzt die
Notwendigkeit, tierartspezifisch aussagekraftige Parameter auszuwéahlen.

Ziel der vorliegenden Arbeit soll es sin, anhand der Literatur und duch de egenen
Untersuchungen herauszustellen, welche Blutparameter beim Pferd zur Diagnostik
entzindicher Erkrankungen am besten gedgnet sind. Da der Zeitpunk des Beginns der
Erkrankungen haufig nicht bekannt ist, erschien es snnvdl, im Rahmen der eigenen
Untersuchung den Zeitaspekt weitgehend aul¥er Acht zu lassen. Es wurden drei Gruppen
vorgegeben, in welche die Patienten, vagestellt zur stationdren Behandlung in der
Medizinischen und Gerichtlichen Veterinarklinik, Professur fur Innere Krankheiten der
Pferde, anhand der Ergebnisse ihrer klinischen Untersuchung retrospektiv eingeteilt
wurden. Bel diesen Gruppen handelt es sch zum einen um eine Kontrollgruppe mit
klinisch ureuffélligen Tieren, zum anderen um eine Gruppe mit Patienten, deren
klinische Untersuchung (und eventuelle Sektion) Hinweise auf einen entztindichen
Prozess erbrachte. Die dritte Gruppe umfasg Pferde, welche an chronisch obstruktiver
Bronchitis (COB) erkrankt waren, da diese Erkrankung i.d.R. mit einem entzindichen
Prozess einhergeht. Folgende Parameter wurden fur die egenen Untersuchungen
ausgewertet: Leukozytengesamtzahl, Differentialblutzellbild, Blutsenkungsre&tion,

Gesamteiweil3, Albumin, Globuline, Fibrinogen und Serumproteinelektrophorese.



2 Einleitung

Zusammengefasd soll die vorliegende Arbeit anhand der Ergebnisse enes Vergleiches
der verschiedenen Parameter zeigen, ob undwenn ja welcher Laborparameter beim
Pferd bei Untersuchung einer einzelnen Blutprobe an besten fur die Diagnostik

entzuindlicher Prozesse, unabhéngig von der Dauer der Erkrankung, geeignet ist.
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2. SCHRIFTTUM

2.1 DIE AKUT-PHASE-REAKTION DER ENTZUNDUNG

Infektionen mit Viren, Bakterien, Pilzen oder Parasiten, medianische Traumen,
chemische Noxen, Tumoren, Allergien und Autoimmunerkrankungen werden vom
geschédigten Organismus mit einer umfangreichen Zahl an Reektionen beantwortet, die
als Akut-Phase-Re&ktion (APR) der Entzindurg bezeichnet werden (DINARELLO
1984 HIGGINS undLEES 1984 PATTERSON et a. 1988 ANDUS et a. 1989. Sinn
dieser Akut-Phase-Reéktion soll die vollsténdige Eliminierung der schadigenden Noxe
und de Regeneration des geschéadigten Gewebes sin. Ein Tell dieser Reaktionen wurde
von CELSUS bereits um 35 v. Chr. als auf¥erlich feststellbare Kardinalsymptome
beschrieben: Ruba, Tumor, Calor und Dolor. VIRCHOW flgte ihnen im 19.

Jahrhundert als Fiinftes noch die Functio laesa zu.

211 LOKALE REAKTIONEN

Die Akut-Phase-Re&tion beginnt zunddst als lokale Re&tion. Sie @if¥ert sich in
Gefal3dl atation und wermehrter Gefal3permeabilit &t, Aktivierung des
Gerinnurgsgystems mit Thrombusbildung und Plétchenaggregation. Verantwortlich
hierfir sind de im Plasma befindichen Mediatoren: Kininogene, Komplementproteine
und Gerinnurgsfaktoren (zitiert nach HIGGINS und LEES 1984). Durch Kontakt mit
negativ geladenen Oberflachen oder negativen lonen wird der Hageman-Faktor (Faktor
XI1) aktiviert undstimuliert hierdurch das Gerinnurgs-, Komplement- und Kininsystem.
Die Kinine (v.a. Bradykinin) gehdren zu den pdentesten Vasodil atatoren. Die durch de
Kinine und reuronale Re&ktionen verursadhte Vasodil atation fuihrt zu einer vermehrten
Durchblutung des betroffenen Gewebes. Zugleich andert sich auch de
Flief3geschwindigkeit des Blutes, der Blutstrom wird langsamer, weil das Flusdett
grofer wird. Im Verlauf der Komplementkaskade entstehen duch de Spatung der
Komplementproteine C3 oder C5 Proteinfragmente, die zur Degranulation von
Mastzellen und Basophilen und somit zu einer Freisetzung von Histamin fihren. Die
Histaminauschiittung bewirkt eine starke Erhdhurg der Gefal3permedbilitat. Hierbel
entstehen duch Kontraktion der Endahelzellen Lucken im Endahel, woduch bei
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intakter Basalmembran Plasma mit darin enthatenen Proteinen ins Gewebe gelangt
(zitiert nach HIGGINS und LEES 1984AIN 1993)).

Elementar fur die Eliminierung der schadigenden Noxe ist jedoch v.a. die zelulare
Antwort, de durch Aktivitdét von Leukozyten (v.a neutrophile Granulozyten,
Monazyten und Lymphazyten) gepragt ist. Monazyten wandern regelméidig in das
Gewebe aus, werden zu Gewebe-Makrophagen, und Ulerleben in deser Form Wochen
bis Monate. Im Falle der segmentkernigen neutrophilen  Granulozyten
(pdymorphonwclea neutrophl leukocyte = PMN) kommt es in Abhéngigkeit von
Kalziumionen zur Adhérenz der PMN an das Geféllendahel, verursadit durch de
Expresson von Glycoprotein-Komplexen in der Zellmembran der PMN und cbr
Endahelzelle. Im Verlauf der Akut-Phase-Re&ktion fuhren zwel Faktoren zu einer
Steigerung der Adhésion. Zum einen fuhrt die Vasodil atation zu einer Verlangsamung
des Blutstromes. Zum andern bewirken Zytokine, welche die Akut-Phase-Redktion
vermitteln, de Expresson von Glycoprotein-Komplexen. Der Tumornekrosefaktor-a
(TNFa) verstérkt die Expresson an PMN und Endahelzellen, und somit auch de
Adhérenz an das Endahel (KUNKEL et al. 1989. Auch das Interleukin-1 (IL-1)
verstérkt die Proteinexpresgon, jedoch nu an der Endahelzelle (MORRIS et a. 199Q
MORRIS 1991)

Bel intakter Gefal3basalmembran kdnren de Leukozyten aus dem Blut nur aktiv durch
Migration in das geschadigte Gewebe gelangen. Diese Migration wird duch chemische
Mediatoren (Chemotaxine) vermittelt. Zu diesen gehdren de Eicosanoide Prostaglandin
E, (PGEy) und Leukatrien B4 (LTB,), welche dhemotaktisch auf polymorphkernige
Leukozyten und mononuke&ae Zellen wirken (SEDGWICK et al. 1987. Weitere
Chemotaxine fur neutrophle Granulozyten sind Interleukine (IL): IL-1 (MAY et d.
1991), IL-1b (HARDY et a. 1999, IL-8 (FRANCHINI et a. 1999; der ,platelet
adivating fador” (PAF) (FOSTER et a. 1992; das, maaophege inflammatory protein
2" (MIP-2) (FRANCHINI et a. 1998 und Proteine des Komplementsystems (C5,6, %
Komplex) (HIGGINS und LEES 1984EDGWICK et al. 1987)
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2.1.2 SYSTEMISCHEREAKTIONEN

Die im Gewebe bereits vorhandenen Gewebe-Makrophagen und die @nwandernden
Mono und Granulozyten werden duch de Phagozytose von Mikroben kew. ihrer
Fragmente, deren Produkten, Toxinen oder Gewebezelltrimmern aktiviert. Hierauf
sezernieren v.a. die Monazyten und de Makrophaegen eine Vielfat von Mediatoren
(Zytokine): Interleukine (IL), Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa), Eicosanoide,
verschiedene CSF (= colony-stimulating fador), Interferone u.a (DINARELLO 1984
ANDUS et al. 1989MORRIS et al. 1990MORRIS et al. 1992, JAIN 1993a)

Diese Mediatoren sind mal3geblich fir die systemischen Reéktionen des Organismus
verantwortlich. Sie beinhalten va. die Erhdhurg der Koérperinnentemperatur, die
Steigerung der Myelopoese (v.a. Produktion vonLeukozyten), die Produltion der Akut-
Phase-Proteine in der Leber und de Aktivierung des humoralen und zelluléren
Immunsystems.

Die Erhdhurg der Kérperinnentemperatur beruht auf der Steigerung der PGE,-Synthese
im Hypothalamus unter dem Einflussvon IL-6 (MORRIS et a. 1992, TNFa (MORRIS
et al. 1990und IL-1(MORRIS 1991)

Experimentell wiessn HAMOOD und FONDU (1991) an Méausen nadh, dessfir die
Steigerung der Granulopcese im Knochenmark im Verlauf einer Entziindurg T-
Lymphazyten (v.a. T-Helferzellen) bendtigt werden, kew. von ihnen ausgeschiittete
Mediatoren. Ein drekter Einflussder T-Zellen auf die Stammzellen im Knochenmark
durch Zell-zu-Zell-Kontakte wurde ausgeschlossen. Aktivierte T-Zellen sezernieren IL-
3 undGM-CSF (granulocyte-maaophege @lony-stimulating fador), die die gesteigerte
Granulopoese bewirken (JAIN 19933). Die Granulopcese steigert sich propartional zur
Starke des EntziindungsreifeFAMOOD und FONDU 1991)

Dem IL-6 wird ebenfalls Wirkung auf die Steigerung der Granulopoese zugesprochen
(ANDUS et a. 1989. Auch der TNFa steigert die Granulopoese und flihrt gleichzeitig
zur Freisetzung jugendlicher, nicht voll sténdig ausgereifter (stabkerniger) Granulozyten
aus dem Knochenmark (KUNKEL et a. 1989. Die Steigerung der Granulopoese durch
TNFa wird vermutlich duch de Stimulation der Gewebezellen zur vermehrten
Sekretion von CSF hervorgeruferAIN 1993).

Wichtigster Mediator fur die Synthese der Akut-Phase-Proteine (APP) in der Leber ist
das IL-6 (ANDUS et a. 1989 MORRIS et a. 1992 MACKAY und LESTER 1992,
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aber auch, entgegen der Ansicht von ANDUS et a.(1989, das IL-1 (MILNE et al.
1991). MACKAY und LESTER (1992 vermuten, dess IL-1 und TNFa enen
regulativen Effekt auf die Wirkung von IL-6 besitzen.

Die APP werden im Einzelnen in Kapitel 2.2.2.3 (S. 26 ff.) beschrieben.

Die Aktivierung des Immunsystems wird ebenfall s durch de Wirkung der Interleukine
bestimmt. ANDUS et al. (1989 bezeichneten das IL-6 auch als ,, Schlisselhormon®. Es
aktiviert T-Zellen des zell uléren Immunsystems undfuhrt zu ihrer Differenzierung (z.T.
in Abhangigkeit von IL-2). Die fur die Antikorper-Produktion werantwortlichen B-
Zellen des humoraen Immunsystems werden vonlIL-4 undIL-5 aktiviert, und vonlL-6
terminal differenzier{ANDUS et al. 1989)

Die Mediatoren vermitteln mit ihren zahlreichen Wirkungen den Grofeil der
systemischen Re&tionen, undsind somit mal3geblich fir den Verlauf der Akut-Phase-
Red&tion verantwortlich. Ist der die Entziindurg ausl6sende Stimulus shr massv, kann
dies die Freisetzung von Ulkermaliigen Mengen der Mediatoren IL-6 undTNFa zur Folge
haben. Dies kann zu einer Gberschief3enden Akut-Phase-Reéktion fuhren, dei.d.R. letal
endet(KUNKEL et al. 1989 MORRIS et al. 1990MORRIS et al. 1992)

In der Vergangenheit wurde davon ausgegangen, dassim Verlauf einer Entziindurg die
unterschiedlichen Mediatoren gleichzeitig freigesetzt werden, und um@bhéngig
voneinander ihre spezifischen Wirkungen vermittéd\y et al. 1991).

MAY et a. (1991 ermittelten in ihrer Untersuchung am Pferd den Verlauf der
Konzentrationsveranderungen der Mediatoren PGE;, und IL-1. Sie vermuteten auf der
Grundage ihrer Ergebnisse, dassdie Mediatoren urtereinander einen regulativen Eff ekt
besitzen unddie Mediatorfreisetzung einer unbekannten zeitli chen Kontroll e unterli egt.
Ein Zusammenbruch deser Kontrollfunktionen kdnrie dann im Fortbestehen der
Freisetzung von IL-1 resultieren, und eine Gewebezerstorung aufgrund enes
unangemessenen Katabolismus zur Folge h@é et al. 1991)

Eine fehlende oder fehlerhafte Regulation von Synthese undoder Freisetzung scheint
auch im Falle des TNFa beim Pferd eine andauernd hote Konzentration des Mediators
hervorzurufen, de maoglicherweise zur Aufrechterhaltung des Entziindurgsprozesses
und somit der Entwicklung einer chronischen Entziindurg fuhren konrte (MACKAY
und LESTER 1992)
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Beim Menschen werden im Gewebe dronischer Entziindurgsprozesse verschiedener
Organe regelméaldig Plasmazellen nadhgewiesen. Diese prodwzieren jedoch nicht nur die
humoraen Antikorper, sondern auch Zytokine, die urspriinglich nu als Mediatoren der
Frihphese der Entziindurg gelten. Es handelt sich hierbei um TNFa (AHMED et al.
1994 DiGIROLAMO et a. 1997, IL-1 (AHMED et a. 1994 HASSAN et a. 1997
und IL-6 (AHMED et al. 1994)

Nadh Wisen der Autorin wurden bisher keine Untersuchungen Gker Zytokin-

produzierende Plasmazellen beim Pferd durchgefihrt.

2.2 HAMATOLOGISCHE REAKTIONEN BEI ENTZUNDLICHEN
PROZESSEN BEIM PFERD

Bel entzindichen Prozesen konren sich zelulare Zusammensetzung und
Proteinkoreentrationen im Blut verdndern. Routinemaldig werden in der Human- und
Veterindrmedizin  Gesamtleukozytenzahl, Differentialblutzellbild, Blutsenkung und
Gesamteiweild bestimmt. Jedoch hat auch de Mesaung einzelner Akut-Phase-Proteine
zunehmend an Bedeutung gewonnen.

Speziell auf das Pferd bezogen werden de routinemalig durchgefiihrten
Untersuchurngen und auch de meist noch urter experimentellen Bedingungen

bestimmten APP im folgenden Kapitel beschrieben.
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2.2.1 ZELLULARE REAKTIONEN
2.2.1.1  Blutsenkungsreaktion (BSR)

Die Blutsenkurngsrektion beruht auf Agglomeration undfolgender Sedimentierung der
Erythrozyten. Sie findet ihren Einsatz in der unspezifischen Diagnostik entziindicher
Veranderungen.

Fur die BSR wird Vollblut im Verhditnis 1:4 mit einem Gerinnurgshemmer
(Ubli cherweise Natriumzitrat) vermischt undin ein Glasréhrchen verbradit. Die bei den
verschiedenen Methoden (Westergren, Wintrobe, Standzylinder) verwendeten Rohrchen
unterscheiden sich in Lange und Durchmesser, undsomit auch in dem Volumen, das se
fassen. Die Rohrchen werden senkredit oder in einem Winkel von 60°aufgestellt. Die
Schragsenkung fuhrt durch das Entlangrollen der Erythrozyten an der Glaswand zu einer
schnelleren Senkung as im senkredhten Rohrchen, undfindet ihren Einsatz bel Tieren
mit einer physiologisch eher langsamen Senkung wie Hund und va. Katze. Nach einer
bestimmten Zeit (abhéngig von Methode und va. Tierart) wird dann am Rohrchen
direkt, oder mit Hilfe ener Schablone die Stredke in mm bestimmt, um die die
Erythrozyten sedimentiert sind. Verlangert sich dese Stredke ist die BSR beschleunigt;

ist sie kirzer, liegt eine Verlangsamung vor.
2.2.1.1.1 Methodik und Referenzbereiche

Die von WESTERGREN (1921 Anfang dieses Jahrhuncerts entwickelte Methode
wurde vom International Committee for Sandardization in Haematology (1977 als
Methode der Wahl fur die Bestimmung der BSR beim Menschen empfohlen.
Bel Pferden wurde héufig ebenfalls die Methode nach Westergren verwanat (v. ZIJL
1948 GILMAN 1952 ALLEN 1988. V. ZIJL (1948 und GILMAN (1952 lasen de
Senkurgswerte nacdh 30 und 60Minuten ab, und leredhneten anschlielfend de
durchschnittli che Senkurngsrate nach 10 Minuten (SR/10) mit Hilfe der modifizierten
:,
Formel naclKatz ~ SR/10 :'3T

a = Senkung nach 30 Minuten b = Senkung nach 60 Minuten

b
6
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ALLEN (1988) malf3 lediglich einen Wert nach 60 Minuten Senkungsdauer.
HAMMERL (1982 verglich in seiner Arbeit drei verschiedene Methoden: Westergren,
Auslaufpipette und Standzylinder. Er ermittelte fir jede Methode Senkurngswerte von 10
bis 90 Minuten in 10-mindtigem Abstand. Bel der Methode nach Westergren ergeben
sich bei Mehrfachmesaungen einer Probe stark voneinander abweichende Werte. Dieses
Problem tritt bei der Methode im Standzylinder bzw. in der Sedifixpipette nicht auf.
Aufgrund der sehr einfachen Durchfihrung im Standzylinder bevorzugte HAMM ERL
(1982) diese Methode.

Eine weitere Methode zur Bestimmung der BSR stellt die Methode nach Wintrobe dar
(OSBALDISTON 1970GEOR et al. 1992)

Eine Zusammenstellung von Referenzwerten fir die BSR beim Pferd mit verschiedenen
Methoden ist in Tabelle 1 (siehe S. 12) aufgefuhrt.

2.2.1.1.2 Einflussfaktoren auf die BSR

Die Aggregation cer Erythrozyten wird bestimmt durch das Gleichgewicht von
anziehenden und abstolenden Faktoren, de aif die Zelloberflache anwirken, undals
Folge die sogenannte Geldroll enbil dung der Erythrozyten verursachen (REINHART und
SINGH 1990)

Die genauen fur eine Beschleunigung bzw. Verlangsamung der BSR verantwortli chen
Medhanismen sind auch heute noch nicht vollstdndig geklart. Die auch bel Klinisch
unauffélligen Pferden im Vergleich zu anderen Tieren und @&m Mensch beobaditete
schnelle Senkurng flhrte OSBALDISTON (1970 auf die besonders ausgepragte
Geldroll enbildung der Pferdeeythrozyten zuriick. Diese Geldroll enbil dung resultiert aus
einer ungeklarten Besonderheit der Pferdeeythrozyten, denn sie sedimentieren im
Plasma von Hund odr Schaf mit der selben Geschwindigkeit wie im Pferdeplasma
(OSBALDISTON 1970. V. ZIJL (1948 ermittelte keinen Einfluss von Alter,
Geschledht und Tageszeit auf die BSR, wohl aber einen Einfluss der Rasse, wobel
Vollbliter eine langsamere Senkung zeigten as Warmbliter. Ebenso stellte & einen
Einfluss von kdperlicher Arbeit auf die BSR fest: es kam zu einer geringgradigen
Verlangsamung (bei Messung unmittelbar nach der Arbet). 24 Stunden nach 20
minttiger Belastung ist die BSR in ener anderen Untersuchung geringgradig
beschleunigt (SCHWAB 1986. Nach Aufnahme von Futter und Wasser zeigt sich eine
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geringgradige Beschleunigung der BSR (v. ZIJL 1948. GILMAN (1952 zeigte aif,
dass sch de BSR zwischen dffensichtlich gesunden Pferden erheblich urterschied, er
macdhte jedoch keine Aussage Uber mogli che Einflisse beziiglich Alter, Geschledht oder
Rass. Die SR/10 zeigte jedoch, gemessn (ker einen Zeitraum von deizehn Monaten,
erhebliche individuelle Schwankungen.

Der beim Menschen festgestellte Einflussdes Hamatokritwertes auf die BSR (STUART
und WHICHER 1988 wurde von v. ZIJL (1948 und OSBALDISTON (1970 auch for
das Pferd ermittelt, wobel sich Hamatokrit (Hkt) und BSR umgekehrt propationa
zueinander verhielten. V. ZIJL (1948 erstellte experimentell eine Korrekturtafel, mit
deren Hilfe sich de gemessne SR/10 kel einem Hamatokritwert zwischen 1545 % auf
den von ihm festgelegten Referenzwert von 30 % umrechnen las4. Der von ihm
beschriebene Einfluss der Ras® blieb hierbei unberiicksichtigt. GILMAN (1952
Ubernahm die fur menschliche Blutproben entwickelte Korrekturtafel von Wintrobe und
Landsberg, wobel er den Hkt-Referenzwert auf 42 % festlegte. ALLEN (1988
wiederum erstellte sich eine egene Standardisierung und legte den Vergleichswert des
Hamatokrites auf 40 % fest. SCHWAB (19869 ermittelte éenfalls eine negative
Korrelation des Hamatokrites auf die BSR, eine Standardisierung auf einen definierten
Hamatokrit fand nicht statt.

Einflussauf die Geldroll enbildung nehmen v.a. die Plasmaproteine ds anziehende Kraft
(REINHART und SINGH 1990. Beim Menschen hat das Fibrinogen den grof¥en
Einfluss gefolgt von a-Makroglobuin, den Immunglobdinen und @&m Albumin
(STUART und WHICHER 1988. ALLEN (1988 beschrieb beim Pferd eine positive
lineare Korrelation (r = 0,754 zwischen Hkt-korrigierter BSR und dem Fibrinogen. Die
Mesgrofe Gesamt-Serum-Globuin wies ebenso eine positive Korrelation auf, jedoch
geringer als beim Fibrinogen (r=0,382, der Korrelationsfaktor (KF) wurde nach Hkt-
Korrektur grofer (r=0,424. Albumin und BSR zeigten in dieser Untersuchung einen
negativen KF, der bei der Hkt-korrigierten BSR aber nicht mehr vorhanden war.
LOTSCH und MULLER (1962 hingegen wiesen eine deutliche positive Korrelation
von Albumin und aér BSR nacd, de (negative) Korrelation vong-Globuinen und ar
BSR war deutlich weniger ausgeprégt, und war im Falle der & und bGlobuine
praktisch nicht feststellbar. SCHWAB (1986 ermittelte positive Korrelationen fir
folgende Mesgrofen (in absteigender Reihenfolge): Fibrinogen, a&-, b,- und g-

Globuline.
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Fur Albumin berechnete er eine negative Korrelation zur BSR.

ALLEN (1988 untersuchte auch den Zusammenhang zwischen der BSR und cbr
Gesamtzahl der Leukozyten sowie der neutrophilen Granulozyten. Sowohl fir die
absolut gemessene ds auch de Hkt-korrigierte BSR bestand keine Korrelation. Auch
SCHWAB (1986 ermittelte zwischen der BSR und dn Gesamt-Leukozyten keine
Korrelation.

In der Literatur finden sich zahlreiche weitere Einflussaktoren (physikali sch, chemisch,
Medikamente u.a.) auf die BSR, die beim Pferd jedoch nicht ndher untersucht sind und

aus diesem Grund in vorliegender Arbeit nicht weitergehend ausgefiihrt werden sollen.

2.2.1.1.3 Einsatzmoglichkeiten der BSR in der Diagnostik

SCHWAB (19869 fand, dass s$ch akute entztindiche Erkrankungen beim Pferd bereits
einen Tag nach Auftreten klinischer Symptome in einer Senkungsbeschleunigung
aulerten, und d@ss diese aich nadh der klinischen Hellung erhaten bieb. Bel
chronischen Entziindurgen zeigte sich ebenfalls eine Tendenz zur Beschleunigung.
Beim Menschen eignet sich die Bestimmung der BSR sowohl zum Monitoring akuter
Erkrankungen, as auch zur Diagnostik und Verlaufskontrolle dronischer
Entziindunge(STUART und WHICHER 1988)

Die BSR ist unspezifisch undlése sowohl beim Pferd as auch beim Menschen keine
Rickschlusse aif die Lokalisation undUrsache ener Entziindurg zu (STUART und
WHICHER 1988 ALLEN 1988 MILLS et a. 1997. Vorteille der Methocde liegen va
in der sehr einfachen Handhabung, Unabhdngigkeit von Analysegerdten und ncht
zuletzt der geringen Kosten (HAMMERL 1982 SCHWAB 1986 STUART und
WHICHER 1988.
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Tab. 1: Referenzwerte fir die BSR aus der Literatur mit verschiedenen Methoden
Autor Methode Zeit Senkung Rasse | Anzahl
(min) (mm) Pferde
Westergren
ALLEN 1. absolut 60 | 37+16 | Volblut | 105
1988 2. Hkt-korrigiert (40%)| 60 26+8
GILMAN Westergren SR/10 15,04 keine 13
1952 Hkt-korrigiert (42%) (7-23¢ | Angabe
30 34+ 15
60 76 £ 24 |Warmblut| 92
Westergren SR/1d 122
absolut 30 6+4
HAMMERL 60 23+ 10 Vollblut 23
1982 SR/1d 2,9
Standzylinder 30 29+ 12 |Warmblut| 92
absolut 6+4 | Volblut | 23
v. ZIJL Westergren SR/10|17,1+0,89| Vollblut | 36
1948 absolut 21,9 + 0,61 | Warmblut| 57
30 51°
OSBALDISTON Wintrobe (24 -60f | keine 18
1970 absolut 60 59 Angabe
(51 - 63}
10 3+0
GEOR et al. Wintrobe 20 22+ 2 | Araber 4
1992 absolut 30 46 + 5
SR/10 = durchschnittliche Senkungsrate nach 10 Minuten
1= (x+59)
% = Mittelwert
j= Spannbreite

= eigene Berechnung zum besseren Vergleich erstellt (anhand der Mittelwerte)
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2.2.1.2 Leukozyten

Unter dem Begriff Leukozyten sind de Zellen zusammengefasg, die die kdrpereigene
Abwehr vermitteln. Es handelt sich hierbel um Granulozyten, Lymphazyten und
Monazyten. Die granulozytére Reihe unterscheidet neutrophle, eosinoplile und
basophle Granulozyten. Im peripheren Blut sind besophile Granulozyten fast nie
anzutreffen, sie zeigen auch keine spezifischen Redtionen im  Verlauf des
Entziindurgsgeschehens. Eosinophile Granulozyten lassen sich im Vergleich mit den
basophlen Granulozyten zwar in einer grofieren Zahl im Blut nadhweisen, aber ihre
Werte zeigen praktisch keine entzindurgsgezifischen Regtionen beim Pferd. Aus

diesem Grund werden diese beiden Zelltypen im Folgenden nicht naher besprochen.

2.2.1.2.1 Physiologie

Der Ursprung aler Leukozyten (wie auch der Erythro- und Thrombozyten) sind
totipatente Stammzellen im Knochenmark. Die Entwicklung der Zellen urterscheidet
sich beim Pferd grundsdtzlich nicht von der bel Mensch oder anderen Tieren
(TSCHUDI 1975)

Die Regulation der Zellsynthese afolgt GOber Stimulation duch CSFs (colony
stimulating factor) und Hemmung durch CIFs (colony inhibitory fagtbX)N 1993).
Die Bildung der neutrophilen Granulozyten im Knochenmark des Pferdes dauert etwa 6
bis7 Tage (VALLI et a. 1979, die Bildung der Monazyten erfordert lediglich Stunden
bis maximal 2 Tage (MORITZ 1997). Im Falle der Granulo- und Monazyten sowie der
B-Lymphazyten stellt das Knochenmark zugleich den Ort der Zellreifung dar, und dent
fur die neutrophlen Granulozyten auch as Speicher (JAIN 1986, MORITZ 1997).
Beim Hund enthdlt dieser Reservespeicher fir Granulozyten etwa das 7,5fache der
intravasalen Menge (zitiert nach MORITZ 1999. Angaben Uber die Grofe des
Reservespeichers beim Pferd liegen nach Wissen der Autorin nicht vor. Entfernt man
beim Hund de Leukozyten experimentell aus der Blutbahn, werden de Neutrophilen
innerhalb von 4-6 Stunden aus den Knochenmarksgeichern mobili siert (zitiert nach
JAIN 198@0). Sind de Knochenmarkspeicher entleet, werden auch nicht voll standig
ausgereifte stabkernige Granulozyten ins Blut abgeg@i#dN 1993).
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Eine Besonderheit der Vertelung im Geféa3system stellen die segmentkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN) dar. Die Gesamtheit der PMN im Blut (total blood
granulocyte pod = TBGP) ist in zwei Sektionen aufgeteilt: den zirkulierenden
(circulating granulocyte pod = CGP) und den marginalen (marginal granulocyte pod =
MGP) Granulozytenpod. Die Vertellung in de beiden Pods erfolgt beim Pferd wie
auch beim Menschen undanderen Tieren etwa zu gleichen Teilen (ATHENS et al. 1961,
CARAKOSTAS et al. 198]). Der TGBP betragt beim Pferd etwa 5,65 x 10°, der CGP
2,71 x 10° und dr MGP 2,94 x 10° Zelen pro Kilogramm Kérpergewicht
(CARAKOSTAS et d. 198)). Die marginalen Pods liegen v.a. im retikuloendahelialen
System, und her im Besonderen in Milz und Lunge (JAIN 1993, BUTSON et al. 1995,
PETERS 1995)

Ausgereifte Monazyten undB-Lymphazyten finden sich nu in relativ geringer Zahl im
Knochenmark (MORITZ 1997). Ein Speicher fir Monazyten existiert im Organismus
nicht. Nad einer relativ kurzen Durchgangszeit im Blut von wenigen Stunden wandern
die Monazyten ins Gewebe aus, werden zu Makrophagen und Ulerleben Wochen his
Monete. Reife Lymphazyten befinden sich nu zu einem sehr geringen Teil im Blut und
haben eine Halbwertszeit von lediglich 30 Minuten, wobei das Verhdtnis von T- zu B-
Lymphazyten etwa funf zu eins betragt (KRAFT et al. 1994, RUSSELL et al. 199§.
Der gréfde Tel der Lymphazyten befindet sich in den lymphatischen Organen (z.B.
Lymphknden, Thymus, Milz, Ductus thoradcus) (KRAFT et a. 1997, MORITZ
1997)

Leukozyten, de im Anschluss an den Aufenthalt im Geféal3system in das Gewebe
ausgewandert sind, Ulerleben dat Tage bis Monate und kehren nicht in de Blutbahn
zurick (JAIN 198@). Eine Ausnahme kdnren tumords entartete Leukozyten hilden,
denen man de Fahigkeit zuspricht, aus dem Gewebe wieder ins Blut zurlickzukehren
(JAIN 1986).

2.2.1.2.2 Einflussfaktoren auf die Verteilung im Gefal3system
Veranderungen der Zusammensetzung der Leukozytenpopuation sind auch urter

physiol ogischen Bedingungen zu beobadhten. So veréndert sich beim Pferd im Alter das
Verhdltnis der neutrophilen Granulozyten zu den Lymphazyten zu Gunsten der
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neutrophlen Granulozyten, da die ésolute Zahl der Lymphazyten abnimmt (SCHALM
197%). Die Anzahl der Monozyten unterliegt keinem Alterseinf{UsdN 1986).

Ist die Blutentnahme mit Stressund Aufregung verbunden, reagiert der Organismus mit
der Aus<hittung von Epinephrin. Dies bewirkt die Steigerung des Blutdruckes und
dadurch Beschleunigung der Blutflusggeschwindigkeit, wodurch Anteile des MGP in
das Gefaldlumen abgeschwemmt werden undso zu einer Erhohurg der Leukozytenzahl
fihren. Die Erhoéhurg der neutrophilen Granulozyten wird auch als ,Pseudd'-
Neutrophli e bezeichnet, da die Gesamtzahl der PMN im Blut unverandert bleibt (JAIN
19933). SCHALM et a. (1970 hingegen beschrieben urter Stress eine Lymphogenie
ohne Leukozytose.

Stressund Aufregung (ausgel 6st auch duch Transport oder Schmerzen) fihren zudem
zu einer Ausghittung von ACTH, welches die Nebennierenrinde zur Synthese und
Ausschuittung von Corticosteroiden stimuligiIN 1986&).

Dies wurde eperimentell durch LANE et a. (1990 und OSBALDISTON und
JOHNSON (1972 durch Injektion von Dexamethason bei Pferden simuliert. In einem
Zeitraum von 4 bs 12 Stunden nach der Injektion bestand eine signifikante Erhdhurg
der Leukozyten (um etwa 50 %), die praktisch ausschliefdlich Folge ener Erhdhurg der
neutrophilen Granulozyten war. Diese Leukozytose normalisierte sich etwa nadh 24
Stunden auf elnen physiologischen Wert. Zur gleichen Zeit bestand kel einigen der
Versuchspferde ane geringgradige Lymphopenie (LANE et al. 19990 OSBALDISTON
und JOHNSON 1972. ATHENS et al. (1961) stellten anhand ihrer Untersuchungen am
Menschen Uberlegungen tber die zugrunce liegenden Medhanismen an. Unter dem
Einfluss von Cortison rehm der TGBP (total blood granulocyte pod) zu. Auch MGP
(marginal granulocyte pod) und CGP (circulating granulocyte pod) wurden deutlich
groler, wobel das Verhdltnis von MGP zu CGP nicht mehr 1:1 betrug, sondern
wesentlich zu Gunsten des CGP verandert war. Sie schlusdolgerten, dass diese
Zunahme nicht durch eine gesteigerte Synthese von Granulozyten im Knochenmark
zustande kam. Ursache schien entweder eine Ausschittung von Granulozyten aus den
Speichern im Knochenmark, oder eine verlangerte Verwelldauer der Granulozyten im
Blut zu sein (ATHENS et a. 1961). CARACOSTAS et al. (1981 ermittelten bei ihren
Untersuchurngen am Pferd, dess drei Stunden nach Injektion von Prednisolon de

Granulozyten aus ihren Knochenmarksspeichern mobilisiert wurden.
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Auch kérperliche Arbeit beanflusd die Leukozytenverteilung. Nacd starker kurzzeiti ger
Arbeit steigt die Zahl der Gesamtleukozyten und ar neutrophilen Granulozyten an, de
der Lymphazyten nmmt ab. Bel langsam gesteigerter Arbeit Uber einen léangeren
Zeitraum kommt es ebenfalls zu einer Zunahme der Gesamtleukozyten, jedoch einer
Abnahme der neutrophilen Granulozy{@USEK 1973)

2.2.1.2.3 Referenzbereiche

Ein Problem bei der Beurteilung der gemessnen Werte von Gesamtleukozyten und ekn
einzelnen Leukozytenpopuationen besteht darin, dass die Referenzwerte, welche von
verschiedenen Autoren ermittelt wurden, teilweise deutlich voreinander abweichen.
Eine Erklarung hierfir kdnrte sein, dasses sch bei den Pferden in amerikanischen und
englischen Untersuchurgen i.dR. um Vollbliter handelt, wohingegen das
Untersuchungsmaterial deutschsprachiger Untersucher meist aus Warmblitern besteht.
Eine Ubersicht verschiedener Referenzwerte findet sich in Tabelle 2 (S. 17).
Auch de Definition der Leukozytose variierte zwischen den verschiedenen
Untersuchern. SCHALM (197%) wertet Leukozytenzehlen von >12x10% ds
Leukozytose, wahrend GERBER et a. (1975 dies shon k& Werten >9x107/I
beschreiben. Bet ANDREWS et al. (19949 sind de Angaben hoter. Erst wenn de
Anzahl an neutrophilen Granulozyten einen Wert von 14<10%1 (iberschritt, wurde dies
als pathologische Zunahme der Leukozyten gewertet, Werte zwischen 7 und 14107/
resultierten nach ihrer Ansicht aus Stressustanden. Auch im unteren Grenzbereich
tolerieren ANDREWS et a. (1994 deutlich nedrigere Werte ds SCHALM (197%).
Eine Leukopenie beginnt bei SCHALM (1975) bei einer Leukozytenzahl <5,5x10°/,
bei ANDREWS et al. (1994) erst bei einem Wert <3%10

Als gesichert gilt die Tatsadhe, dass Pferde mit wesentlich geringeren Zunahmen der
Leukozyten und kesonders der neutrophilen Granulozyten reagieren als beispielsweise
Hunde oder Katzen. Somit sind gering- bis mittelgradige Erh6hurgen der absoluten
Werte anster zu bewerten as bel Karnivoren (JAIN 1986, ANDREWS et a. 1994
KRAFT et al. 199@).
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Tab. 2:  Referenzwerte fir Leukozyten beim erwachsenen Pferd (soweit nicht anders
angegeben Mittelwerte Standardabweichung)
Autor Rasse WBC Differentialzellbild (x 16°/1)
(x 10°/) | Segm| Stabk | Lymph| Mono | Eos Baso
DOXEY | Volblut | 55-12 | 2500-6706 | 1500 | 0 0 0
1971 - 5500 | - 800" | -950" | - 170"
SCHALM | Volblut | 8,822 | 4877 | 22 | 3146 | 385 | 316 60
1975a +1,760 |+1316| +57 | £826| £240 | £231 | +72
LUMSDEN | Vollblut 8,1 4100 | 30 | 3400 | 200 | 200 20
et al.1980 +15 | £100| +6 | +800| +100 | +200 | +30
JAIN Vollblut | 9,815 | 5326 | 39 | 3684 | 371 | 310 31
1986a +1,449 | £989 | £67 | £975| £215 | £208 | =56
GERBER |Warmblut| 5,5-9 | 2500-6006 | 1500 | 100 0 0
etal. 1975 - 4000 | - 500" | - 350" | - 150"
KRAFT |Warmblut| 5-10° | 3000 | O 1500 | 40 40 0
et al. 1997 - 7000 | - 600" |- 4000 | - 400 | - 350" | - 150
MVK 1 |[Warmblutf 5-10 | 3000 | O 1500 | O 0 0
- 7000 | - 600" |- 4000 | - 400 | - 300" | - 100
ANDREWS| k. A. k. A 3000 - 7006 | 1500 | 350 80 K.A.
et al. 1994 - 5500 | - 850" | - 200"
WBC = Gesamtleukozytenzahl ! = Spannbreite k.A. = keine Angabe

MVK | = Medizinische und Gerichtliche Veterinarklinik I, GieRen

Segm = segmentkernige Neutrophile

Lymph = Lymphozyten

Eos

= Eosinophile Granulozyten

Stabk = stabkernige Neutrophile

Mono = Monozyten

Baso = Basophile Granulozyten
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2.2.1.2.4 Leukozytenveranderungen im Blut bei entziindlichen Prozessen

Bereits Anfang dieses Jahrhunderts postulierte SCHILLING seine biologische
Leukozytenkurve, die die Veranderungen der Leukozytenpopdation im Verlauf einer
entzindichen Re&tion beim Menschen widerspiegelt. Sie besitzt auch heute noch in
den Grundagen ihre Gultigkeit. SCHILLING beschrieb vier aufeinanderfolgende
Phasen: 1. Depresson mit Leukopenie, Neutropenie und Lymphogenie; 2. Kampfphase
mit Leukaozytose, Neutrophilie und Lymphopenie; 3. Uberwindurg mit Abnahme von
Leukozytose und Neutrophlie sowie Anstieg der Lymphazyten; 4. Heilung mit
geringgradig Leukozytose, namaler Anzahl an neutrophilen Granulozyten und

geringgradiger Monozytose (zitiert nadRAFT et al. 1993@).

- Gesamtleukozyten und neutrophile Granulozyten

Die meisten der zu beobadhtenden Veranderungen der Gesamtleukozytenzahl sind auf
eine Anderung der Konzentration der neutrophilen Granulozyten zuriickzuftihren (JAIN
1986).

Von Schilling wurde 1929 fir das vermehrte Auftreten jugendiicher, nicht voll sténdig
ausgereifter neutrophiler Granulozyten der Begriff , Linksverschiebung* vorgeschlagen.
Weiterhin Kklassfizierte @ die Verschiebung as ,regenerativ® bei gleichzeitiger
Erhdhury der Granulopoese  und  , degenerativ” bei verminderter
Neutrophilenproduktion und verzdgerter -reifung (zitiert nd&hiN 1986Db).

Eine Leukopenie zu Beginn der Akut-Phase-Re&ktionist nur in den ersten Stunden nach
Einsetzen der Noxe zu beobadhten. Bel i.v. Injektion von Endaoxinen, deren
systemische Wirkungen héufig den Verlauf von Enteritiden bestimmen kdnren, kamnmt
es nach eineinhalb Stunden zu einem massven Anstieg von TNFa und gleichzeitig zu
einem hochgradigen Abfall der Leukozytenzahl (MORRIS et al. 199Q. Hierbei handelt
es sch va um neutrophle Granulozyten, deren Adhdsion an das Endahel durch TNFa
gesteigert wird (KUNKEL et al. 1989. Es besteht eine signifikante negative Korrelation
zwischen Leukozytenzahl und TNFa (MORRIS et a. 1990Q. Eine Leukozytose ist bel
MORRIS et a. (1992 8 Stunden nad i.v. Endaoxininjektion feststellbar. Es wurde
kein Differentialzellbild erstelfMORRIS et al. 1992)
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Be Fohlen mit klinischen Anzeichen einer Septikdmie war eine aiffalende
Abhangigkeit der Leukozytenzahl vom Alter der betroffenen Tiere festzustellen. Fohlen
mit einem Alter von ks zu einer Woche zeigten im Vergleich mit gesunden Fohlen im
selben Alter eine signifikante Leukopenie und Neutropenie mit Linksverschieburg. Bei
Fohlen im Alter von ein bis zwei Wochen war im Vergleich mit gesunden
Altersgenosen eine Leukozytose mit Neutrophli e und Linksverschiebung festzustell en.
Die Fohlen wurden nach einem nicht ndher erléuterten Score-System beurteilt, eine
Angabe Uber die Dauer der Erkrankung erfolgte (iBARTON et al. 1998)

Der Einflussvon Corticosteroiden auf die Leukozyten (Neutrophili €) wurde oben bereits
beschrieben (siehe Kap. 2.2.1.2.2S.14 ff.). Im Verlauf der Akut-Phase-Re&ktion wird
von aktivierten Makrophagen 1L-6 ausgeschiittet (siehe Kap. 2.1 S. 3ff.). Diesinduziert
in der Hypophyse ene vermehrte ACTH-Synthese, duch desen Wirkung die
Nebennierenrinde vermehrt Corticosteroide synthetisiert und ausschittet (ANDUS et al.
1989)

MILLS et a. (1998 indwzierten bei Pferden duch eine i.m. Injektion von Freud's
Adjuvans an den Tagen 0, 1 und &ine Entziindurg. An Tag 3 lief3 sich eine signifikante
Erhdhurg der Leukozytenzahl feststellen, de ausschlieldlich auf eine Neutrophilie
zurickzufiihren war. Ursadhe fur diese Neutrophili e war nach Meinung der Autoren de
Mobili sation der PMN aus ihren marginalen Podls. Die Werte kehrten an Tag 4 auf
ihren Ausgangswert zurlick und \erdnderten sich bis Tag 6 nicht. Nadh der erneuten
Injektion an Tag 6 stellte sich an Tag 7 wiederum ein signifikanter Anstieg der
Leukozyten (deutlicher als an Tag 3) mit Neutrophlie und leichter Linksverschieburng
ein. Diese Leukozytose blieb auch his Tag 9 erhalten. Bel erneuter Mesaung an Tag 11
hatte sich de Zahl der Leukozyten wieder etwas reduziert, lag aber weiterhin Gber dem
Ausgangswert vor der ersten InjektigMILLS et al. 1998)

SCHALM (1979 indwierte durch eine i.m. Injektion mit Corynebaderium
pseudauberculosis eine Abszessiildung in der vorderen Brustmuskulatur eines Pferdes,
die mit einer hochgradigen Leukozytose enherging. Nadh Spaltung des Abszesses
kehrte die Zahl der Leukozyten wieder zu dem vor dem Experiment gemessenen Wert
zurick (SCHALM 1979. Kommt es zur natirlichen Abkapselung des Abszesses, finden
sich ebenfall s wieder physiologische Leukozyten- und Neutrophilenkoreentrationen im
Blut (JAIN 1986Db).
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Leukopenien treten beim Pferd haufig bel fieberhaften Diarrhoen auf, meist auch mit
gleichzeitig bestehender Linksverschiebung (DORN et a. 1975 STEWART et d.
1995) In der Regel ist dieser Zustand prognostisch inf@@BEWART et al. 1995)
Bel einem Pferd, welches st 2 Wochen an einer Infektion der Atemwege litt, wurden
TBGP, CGP, MGP und de Halbwertszeit der Granulozyten im Blut (Ty;) bestimmt.
Hierbel ergibt sich, dass die TBGP deutlich erhoht, und as Verhdtnis von CGP zu
MGP zu Gunsten des MGP verschoben ist (CARAKOSTAS et al. 198). Gleichzeitig
kommt es zu einer Verlangerung der Ty, , was CARAKOSTAS et al. (1981 darauf
zurUckfuhren, dass die Auswanderung der PMN in das nicht von der Entziindurg
betroff ene Gewebe im Korper reduziert wird. Die Steigerung der Zahl der jugendichen
Granulozyten im Blut als Ursache wird von ihnen ausgeschlossen.

Bel der chronisch obstuktiven Bronchitis (COB), zeigen sich lokal in den Bronchien und
Alveolen bestehende Entziindurgen, gekennzeichnet durch erhéhte Anzahl an PMN in
der broncho-alveoldren Spuiflissgkeit, im Blut jedoch ist eine Neutrophlie nicht
nachzuweisen (CHABCHOUB und GUELFI 1989 VANDENPUT und LEKEUX
1996)

SCHALM (19758 ewdhnt, dass im Fale aner chronischen Entziindurg ene

Leukozytose mit Neutrophilie und geringgradiger Linksverschiebung auftreten kann.

- Lymphozyten und Monozyten

Wahrend cer Akut-Phase-Reektion kanmt es durch den Einflussvon Cortison zu einem
Abfall der Lymphazyten und auch der Monazyten (SCHALM 197%). MILLS et al.
(1998 ermittelten in ihren Untersuchung keine Verdnderung der Anzahl der
Lymphozyten durch eine iatrogen mit Freud’s Adjuvans induzierte Entziindung.
Im Vergleich mit gesunden Altersgenoseen zeigen Fohlen im Alter von bs zu ener
Woche bel dem Auftreten einer Septikémie ane signifikante Lymphopenie, bei den
dteren Tieren zwischen ein und zwei Wochen ist dies nicht festzustellen. Eine
signifikante Erh6hurg der Monazyten weisen beide Gruppen auf (BARTON et al.
1998)

Bel viraen Infektionen zeigt das Diff erentialblutbild eine Lymphopenie (DOXEY 1971,
RUSSELL et a. 1999, wobei die T-Lymphazyten deutlicher abnehmen as die B-
Lymphazyten (RUSSEL et a. 1993. ALLEN et al. (1982 bezeichneten eine
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Monazytose in den ersten Tagen einer Virusinfektion als typisch. Spéter wird sie von
einer relativen Lymphozytose gefolgt.

Mit zunehmender Chronizitdt der Entzindurg tritt bei Pferden eine Monazytose én
(DOXEY 1971, SCHALM 197%). Als Ursadhe fur diese Monazytose wird de
Unfahigkeit des Organismus angesehen, alein mit Hilfe der Neutrophilen de
Entziindungsursache zu bekampi@allN 1986c¢).

Ein aktivierter chronischer Entzindurgsprozess wird héaufig begleitet durch eine
Monazytose mit gleichzeitig bestehender ErhOhurg des Fibrinogens undoder
LinksverschiebungJAIN 1986¢,WUIJCKHUISE-SJOUKE 1984)

222 REAKTIONEN DER EIWEISSFRAKTIONEN

Der Gehalt an Proteinen im Plasma wird bestimmt durch das Gleichgewicht zwischen
Filtration der Proteine durch de Kapill arwéande in das Gewebe, und @m Ruickflussin
das Blut mit der Lymphe in Abhangigkeit vom kolloidosmotischen Druck (JAIN
1993). Bel Mensch undTieren wurden mehr als 100 \erschiedene Proteine im Serum
beschrieben. Sie werden urterteilt in Albumin und Globdine. Die Globuine wandern
im elektrischen Feld in drel Gruppen, dese werden as a, b- und g-Globuine
bezeichne{KANEKO 1980)

In der Regel werden die Konzentrationen der Proteine im Serum bestimmt. Teilweise
werden sie aich im Plasma gemessen, in desem Falle beinhatet das Gesamteiwei 3
(GE) auch das Fibrinogen.

Als Standardmethode der Proteinbestimmung glt die Biuret-Methode. Sie basiert auf
einer Blaufarbung der Proteine durch Verbindurg mit zugefigten Kupferionen, de sich
an de Peptidbindurgen der Proteine anlagern. Die Farbintensitdt wird densitometrisch
bei 546 mm gemessn, herbei ist die Farbung propationa zur Zahl der
PeptidbindungefKANEKO 1980)

Mit zunehmendem Alter steigt die Konzentration an GE und Globuinen undfdllt die
Konzentration an Albumin (KANEKO 1980. Unmittelbar nach der Geburt liegt der
Gehalt an GE bel Fohlen zwischen 36 und 52yl. Durch de Aufnahme des Kolostrums
steigt das GE innerhalb von 3 Ibs 6 Stunden auf 50 ks 60 g/l an, und beibt fur etwa 28
Tage bei diesem Wert. Durch den Abbau der maternalen Proteine aus dem Kolostrum
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sinkt das GE zunadst wieder und erreicht dann duch de korpereigene Produktion im
funften bis wdsten Lebensmonat mit 60 ks 75 g/l Normalwerte von adulten Tieren
(JAIN 1986). In einer anderen Quelle wird der untere Normwert mit 55 g/l angegeben
(KRAFT et al. 199B).

Eine Hamokorzentration, beispielsweise im Verlauf des Schockgeschehens fuhrt durch
den Flussgkeitsverlust sekunddr zu einer Hyperproteinamie (JEFFCOTT 1971, JAIN
1986d,BECHT 1987 KRAFT et al. 199B).

JAIN (19930 gibt zu bedenken, dass durch eine bestehende Hamokorzentration das
Vorliegen einer Hypoproteindmie Gbersehen werden kann.

Gering- bis mittelgradige @solute Erh6hurgen der Proteine sind meist Folge ener
akuten oder chronischen Entziindurg (SCHALM 197%, FLOTHOW und DEEGEN
1994 KRAFT et a. 1997). Myelome und de idiopathische Gammopathie fihren zu
hochgradigen Hyperproteinamien; beide Erkrankungen sind beim Pferd jedoch sehr
selten, lzw. im Falle der idiopathischen Gammopathie nur als vereinzelte Féle
beschriebefJAIN 19861, FLOTHOW und DEEGEN 1994)

Beim Pferd sehr viel haufiger vorkommend sind de Hypoproteindmien. Ursadhlich
kann urterschieden werden zwischen einer mangelnden Synthese und einem Verlust der
Proteine JAIN 1986d,KRAFT et al. 199B).

Als vermutlich héaufigste Ursadhen fr eine verminderte Synthese kommen beim Pferd
v.a. Parasitosen (besonders im Magen-Darm-Trakt) und chronische Enteritiden (die
Folge @ner Parasitose sein konren) in Frage, die zu einer Maresorption fihren. Weitere
Ursadhen sind Unter- bzw. Fehlerndhrung, chronische Lebererkrankungen (Zirrhose,
Hepatitis, diffuse Fibrose) und maligne Tumorosen (JAIN 1986d, FLOTHOW und
DEEGEN 1994KRAFT et al. 199D).

Akute Enteritiden stellen beim Pferd die wichtigste Ursache fur Proteinverluste, die zu
einer hochgradigen Hypoproteindmie fuhren konren, dar. Auch massve Blutverluste
und seltener Tumoren oder Verbrennurgen kénren eine Hypoproteinamie verursachen
(JAIN 1986d,KRAFT et a. 199b). Die dronischen Nierenerkrankungen spielen beim
Pferd im Vergleich mit anderen Tierarten wie Hund odr Katze ane deutlich
untergeordnete Rolle fur Proteinverluste. Zudem fuhrt diese Erkrankung lediglich zu
Blutwerten, welche meist noch im unteren Grenzbereich der Normalkonzentration
liegen(SCHOTT 1998)
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2221 Albumin

Albumin wird in der Leber synthetisiert. Die Synthese scheint der Regulation duch IL-1
zu urterliegen (JAIN 1993h). ANDUS et a (1989 beschrieben eine Synthesehemmung
von Albumin urter dem Einflussvon I1-1, 11-6 undTNFa. Im Serum stellt Albumin den
wichtigsten Faktor (zu etwa 75 %) fur die Aufredterhaltung des koll oidosmotischen
Druckes dar. Gleichwohl befindet sich im extravasalen Gewebe @ne dwa 2,%ade
Menge a Albumin im Vergleich mit dem Serum (JAIN 19931. Zudem dient das
Albumin as wichtigstes Bindurgs- und Transportprotein (KANEKO 1980. Die
Halbwertszeit des Albumins wurde beim Pferd mit 19,4 Tagen ermittelt
(MATTHEEUWS et al. 1966. Vergleicht man desen Wert mit dem bel anderen Tieren
ermittelten, scheint eine direkte Korrelation zwischen Halbwertszeit und Korpergrofe
zu bestehe(KANEKO 1980)

Der Medhanismus fir die Kontroll e des Albumin-Spiegels im Blut ist nicht voll stéandig
bekannt. Es wird jedoch vermutet, dassdie Konzentration vonAlbumin im Interstitium
der Leber bestimmt wird und herdurch de Regulation der Synthese efolgt (JAIN
198ad). AufRerdem wird de Synthese von Ernahrung, Hormonen und Stressbeéanflusg
(JAIN 1993h. Im Vergleich mit dem Menschen, bei welchem der Gehalt an Albumin
60 kis 67 % des Gesamteiweil3es betragt, liegen de Werte mit 35 kis 50 % bel Tieren
deutlich niedriger (KANEKO 1980. Als Normalkonzentration wird fur das Pferd ein
Wert von 25 bis 45 g/l angegeb@RAFT et al. 199B).

Eine Zunahme der Albumin-Konzentration duch tdkermaldige Synthese ist bel Tieren
nicht bekannt. Erhéhte Serumwerte sind i.d.R. Folge ener Dehydration (KANEKO
1980)

Experimentell wurde bel Ratten und Méausen nachgewiesen, dass es im Verlauf der
Akut-Phase-Re&tion zu einer drei- bis funffachen Abnahme der Synthese von mRNS
far die Synthese von Albumin in den Hepatozyten kommt Hieraus resultiert auch de
Bezeichnurg als sogenanntes , negatives* Akut-Phase-Protein (PEPYS und BALTZ
1983)

Bel der von AUER et al. (1989 undMILLS et a. (1998 indwzierten Entziindurg durch
mehrfache i.m.-Injektion vonFreud s Adjuvans war der Gehalt an Albumin im Blut von
Tag 1 bis Tag 50 (AUER et a. 1989 bzw. Tag 9 bs 11 (MILLS et a. 199§ nach
Injektion signifikant erniedrigt. Die operative Therapie von Gelenkserkrankungen
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(Knorpelzysten bzw. OCD) fuhrt an Tag 6 und 8 p. opzu einem signifikanten Abfall
des AlbumingehalteGALLEN und KOLD 198§.

Bel den von MAIR et a. (1990 untersuchten adulten Pferde mit Diarrhoe zeigten de
Tiere, die verstarben ocer aufgrund infauster Prognose althanasiert wurden nicht nur
niedrigere Konzentrationen an GE, sondern auch der Albumingehalt des Blutes war
signifikant niedriger im Vergleich zu den Uberlebenden Patienten.

COFFMAN (1981) beschrieb bei Pferden mit langer andauernden Proteinverlusten Uber
die geschadigte Darmschleimhaut, dassder Verlust an Albumin wesentli ch ausgepragter
war als der Velust der a und bGlobdine. Er erklart dies mit der langeren
Halbwertszeit des Albumin und de dadurch bedingte geringere Syntheserate
(COFFRMAN 1981). Auch das Vorliegen einer Cyathostominaose aif3ert sich in einer
Hypalbuminamie. Nach Behandlung mit Anthelmintika normalisierte sich der Gehalt
wieder, was von cen Autoren als Zeichen der Schleimhautregeneration gedeutet wird
(MAIR et al. 1993)

RUSSELL et a. (1998 untersuchten Blut von Winisch inapparenten EIA-Virus
seropasiti ven Pferden. Diese zeigen signifikant niedrigere Konzentrationen an Albumin
als sronegative Pferde, unabhéngig davon wie lange sie schon Tréager waren (kirzer
bzw. langer a's ein Jahr). OSBALDISTON (1972 stellte éenfalls erniedrigte Albumin-
Werte, allerdings bei akut an EIA erkrankten Pferden, fest.

Nicht nur akute sondern auch chronische Infektionen und Entziindurgen konren zu
einer Verminderung des Albumingehaltes im Blut fihren (JAIN 1993b,FLOTHOW und
DEEGEN 1994. Diesdlbe Beobathtung madite COFFMAN (1981 bei langer
bestehenden intraabdominalen Abszessen und chronischen Lebererkrankungen.
Pferde mit COB zeigen keinerleé Verdnderungen der Albuminkoreentrationen
(CHABCHOUB und GUELFI 1991)

KANEKO (1980 beschreibt, dass Veranderungen im Albumin/Globuin-Verhdtnis
haufig erste Anzeichen einer Protein-Abnamalitét sein konren. Er verwendet das
Verhdtnis A/G v.a im Vergleich mit dem Elektrophaese-Profil, um die Ursache ener
Dysproteinamie zu ermitteln. Er gibt jedoch an, dassandere, vonihm nicht personlich
genannte Autoren desen errechneten Wert als wenig nitzlich in der Diagnostik
bezeichnen und de &soluten Werte der beiden Fraktionen bevorzugen (KANEKO
1980. Das Albumin/Globuin-Verhdltnis sllte 0,7 kis 1,1 ketragen (KRAFT et al.
1997b).
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2222 Globuline

Auf die Globuine wird an deser Stelle auschliefdlich in ihrer Gesamtheit eingegangen,
die einzelnen Fraktionen werden im Kapitel 2.3.2.2 (S. 46 ff.) ausfuhrlich besprochen.
Die Bestimmung der Globuine im Serum erfolgt meist durch Berechnurg aus dem
Gesamteiweild abzlglich der Konzentration an Albumin. Eine direkte Mesaung der
Gesamtglobuine ist, mit Ausnahme der Durchfiihrung einer Elektrophaese (siehe Kap.
2.3 S. 41ff.) nicht moglich. Von den Einzelfraktionen konren lediglich de g-Globuine
direkt bestimmt werden. Etabliert hat sich dese Mesaung im Serum von reugeborenen
Fohlen. Durch de Mesaung im Serum lasg sich feststellen, ob de Aufnahme und
Resorption der Immunglobuine aus dem Kolostrum ausreichend war. Die genaueste
Mesanethock stellt die radiale Immunodffusion dar, alerdings dauert die Bestimmung
18 ks 24 Stunden (RUMBAUGH et a. 1978. Eine enfadhe, jedoch etwas ungenaue
Methodk ist der Zink-Sulfat-Truburgstest (RUMBAUGH et a. 1979. Kommerzielle
Tests bel denen der g-Globuingehalt mittels Latex-Aggdutination bestimmt wird (z.B.
IgG Test Kit, IDEXX GmbH Woarrstadt) liefern schnelle, aussagekréftige ¢-
Globdinwerte (THEIN et al. 1989. Ein fast vollstandiges Fehlen an g-Globuinen ist
physiologischerweise festzustellen bei neugeborenen Fohlen, de noch kein Kolostrum
aufgenommen haben, und @thologisch bei Araberfohlen, de an der autosomal rezessv
vererbten kombinierten Immunodsfizienz (CID) leiden (KANEKO 1980,JAIN 1993b,
FLOTHOW und DEEGEN 1994)

Die mehrfadhe i.m.-Injektion vonFreud s Adjuvans fuhrt ab dem Tag nadh der zweiten
Injektion zu einer signifikanten Erhdohurg des Gehates an Globuinen im Blut. Der
Verlauf der Verdnderungen an GE und Globuinen ist nahezu perallel (MILLS et al.
1998. Die Autoren fuhrten dese Erhdhurg auf eine unspezifische Stimulation des
Immunsystems durch den Anteil von Mycobaderium tuberculosis im Freud' s Adjuvans
zuruck.

Die dirurgische Behandlung von OCD bzw. Knorpelzysten flihrt von Tag 2 bis Tag 15
postoperativ zu einer Erhéhung der Serumglobuykid EN und KOLD 1988.
RUSSELL et a. (1998 ermittelten bel klinisch ureuff alli gen EIA-seropasitiven Pferden
signifikant hohere Globdinwerte ds bei den seronegativen Tieren. Von den g-
Globdinen war dlein das IgM signifikant erhoht. Die Autoren sahen eine
fortbestehende Antigen-Stimulation als Ursa@RESSELL et al. 1998)
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Chronische Entziindurgen (SCHALM 197%) und chronische Lebererkrankungen
(COFFMAN 1981)auf3ern sich in Erhéhungen der Globulinkonzentrationen.

2.2.2.3  Akut-Phase-Proteine (APP)

PEPYS und BALTZ (1983 verfasgen einen Ubersichtsartikel in Bezug auf die Akut-
Phase-Proteine beim Menschen. Die Bezeichnurg Akut-Phase-Proteine wurde 1941 von
Avery et al. eingefuhrt, und lezog sich auf Serum, welches von akut infektios
erkrankten Menschen stamnfBEPYS und BALTZ 1983)

Bei den APP handelt es sch um Proteine, die im Rahmen der Akut-Phase-Reéktion
(ANDUS et al. 1989 JAIN 1993h, aber auch bei chronischen Entziindurgen (STUART
und WHICHER 1988 von dr Leber synthetisiert werden. Die Funktionen der
verschiedenen APP sind nu unvdlstandig bekannt (siehe Kap. 2.2.2.3.1ff.; S. 27 ff.).
Indwziert wird de Synthese v.a. duch IL-6 (ANDUS et al. 1989 MORRIS et al. 1992
MACKAY undLESTER 1992. Die APP scheinen as negative Rickkopdung auf die
Freisetzung der Mediatoren zu wirken (JAIN 1993h. Der Anstieg der verschiedenen
APP erfolgt im Blut zeitlich versetzt. Die Kontrollmedhanismen, de fur die Synthese
und Freisetzung der Proteine verantwortlich sind, sind unlekannt (MILNE et al. 1997).
Anhand mehrfacher Konzentrationsbestimmungen verschiedener APP kénren Beginn
und Verlauf einer Entziindurg genau bestimmt und keurteilt werden (STUART und
WHICHER 1988)

Tellweise werden in der Literatur auch sogenannte , negative* APP beschrieben, deren
Konzentrationen im Verlauf der Akut-Phase-Re&ktion abnehmen. Es handelt sich
hierbei um Albumin und Transferr(PATTERSON et al. 1988 AIN 1993b).

Von bkesonderem Interesse fur die Diagnostik sind de sogenannten Mgor-APP. Sie
besitzen einen physiologisch niedrigen Blutspiegel, reagieren im Falle e@ner Entziindurg
sehr schnell und mit einem Anstieg um mehr als das 100fache (KENT 1992 bzw. 10-
bis 1000adce (STUART und WHICHER 1988, und besitzen zudem eine kurze
Halbwertszeit (STUART und WHICHER 1988. Aus diesen Grinden sind Keinste
Anzeichen und Ausmald einer beginnenden systemischen Entziindurgsresktion sehr
schnell Gber die Bestimmung des oder der Major-APP zu ermitteln.

Die Major-APP variieren je nach Spezies: Mgor-APP beim Menschen sind das C-
retive Protein (CRP) und das Serum Amyloid A (SAA) (PEPYS und BALTZ 1983.
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Auch bei Hund, Schwein undKaninchen ist das CRP Major-APP(KENT 1992. Fir das
Pferd trifft dies nicht zu, Mgor-APP scheint hier das SAA zu sein (PEPYS et a. 1989
KENT 1992 CHAVATTE et al. 1992NUNOKAWA et al. 1993 SATOH et al. 1995)
Der Anstieg der APP auf ihren jeweiligen Maximawert im Verlauf der Akut-Phase-
Reation beim Pferd erfolgt in folgender zeitlicher Abfolges SAA, aj-saures
Glykoprotein  (auch Orosomukoid genannt), CRP, Haptoglobin, Fibrinogen,
Ceruloplasmin (NUNOKAWA et a. 1993. Weitere APP sind a-Makroglobuin und
das ,negative* APP Transferrin (COTE et al. 1996, PATTERSON et al. 1988).

Im Folgenden werden de aus der Literatur zuganglichen Erkenntnisse zu desen APP

beim Pferd zusammengefasst.

22231 Fibrinogen

Das Fibrinogen ist ein fadenformiges Glykoprotein undwird in der Leber synthetisiert
und auch gespeichert (JAIN 1993h). Die Synthesedauer betrégt etwa 24 ks 48 Stunden
(BARTON et al. 1998. Die Halbwertszeit des Fibrinogen im Blut betragt beim Pferd 4
bis 5 Tage (JAIN 1993h. Das Fibrinogen ist zum einen as Faktor | elementar fir die
Blutgerinnurg und gehdrt zu den Akut-Phase-Proteinen (APP), ist jedoch kein Mgor-
APP(KENT 1992. Als APPstellt es mit seinem Fibrinmaschenwerk eine Barriere dar,
um eine Streuung der Entziindurgsursadhe zu verhindern, undbil det das Gerlst, an dem
neues Gewebe wiederaufgebaut wirdIN 1986d).

Die Bestimmung der Fibrinogenkoreentration im Blut erfolgt grundsétzlich nach zwei
unterschiedlichen Prinzipien. Entweder wird der in vivo hdmostatisch aktive Tell des
Fibrinogens gemessen (z.B. Methode nadh Clauss nadh Jambson, Gravimetrie u.a),
oder man ermittelt ale Fibrinogenmolekile unabhéngig von ihrer Funktion (z.B.
Hitzeprazipitation, ImmunologigMISCHKE 1997)

BRUGMANS et a. (1998 bestimmten de Fibrinogenkorzentration beim Pferd mit
verschiedenen Methoden (M. nadch Jacobsson, Hitzeprézipitation nrach Schalm und rach
Millar). Sie emittelten in ihrer Untersuchung, dass die Methode nach Millar fir den
Praxisgebrauch gut einsetzbar ist (Referenzbereich 3,12 ks 5,89 ml/100ml). Die
Methode nach Schalm (Referenzbereich 0,66 s 3,36 g/l) war weniger zuverldssg, und
ergab eine schledite Korrelation mit der Referenzmethode nadh  Jambson
(Referenzbereich 1,82 lis 4,94 g/l). Wichtiges Ergebnis der Untersuchung war die
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Feststellung, dass eine Transformation von Messergebnisen zum besseren Vergleich
von md verschiedenen Methoden gemesenen Werten sehr fehlertraditig ist
(BRUGMANS et a. 1999. CAMPBELL et al. (198]) beispielsweise @mittelten de
Fibrinogenkonzentration mit der Methode nach Millar, deren Werte in ml/100m|
angegeben werden. Anschlief3end transformierten sie ihre Werte durch Multi plikation
mit 100 in de Einheit mg/dl, um eine Vergleichbarkeit mit Literaturangaben, wo
Fibrinogen nach anderen Methoden bestimmt wurde, zu erméglichen. BRUGMANS et
al. (1998 kritisierten deses Vorgehen, dasie in ihren Untersuchungen ermittelt hatten,
dass sch de Referenzwerte, gemesen mit verschiedenen Methoden, deutlich
voneinander unterschieden und somit nicht zu vergleichen waren. SCHALM et al.
(1970 gaben als Normalwert fur Fibrinogen beim Pferd 200 ks 400 mg/dl an
(gemesen mit  Hitzeprézipitation radh Scham). Dieser Wert wurde von
WUIJCKHUISE-SIOUKE (1989 Ubernommen, olbwohl eine andere
Bestimmungsmethodk verwendet wurde. JAIN gibt in seinen Verdffentlichungen als
Referenzbereich fur das Pferd einmal 100 bs 400 mg/dl (19938, ein anderes Mal 100
bis 500 mg/dl (19869 an, ohre die Messnethodk zu benennen, oder den Unterschied
anderweitig zu begrinden.

Da ene bestehende Hamokoreentration in erhéhten Fibrinogenwerten resultieren kann,
empfiehlt sich de Bestimmung des Verhdtnisses Plasma-Protein zu Fibrinogen (PPF).
Die Fibrinogenkorzentration wird vom Plasma-Protein subtrahiert (identisch mit dem
Serumproteingehalt) und das Ergebnis durch das Fibrinogen dvidiert. Ein Wert >15
spricht fir einen namalen Gehalt an Fibrinogen, ist das Ergebnis <15 und>10 besteht
eine geringgradige Erhdhurg des Fibrinogens, Werte <10 sprechen flr einen deutli chen
Anstieg des Fibrinoge(6CHALM et al. 1970JAIN 1986d,ANDREWS et al. 1994)
BRUGMANS et a. (1998 stellten, gemessen mit der Methode nach Jacobson, eine
Altersabhéngigkeit des Fibrinogens fest. Fohlen bis zu einem Alter von 6 Monaten
hatten signifikant hohere Fibrinogenwerte (3,25+ 0,4 g/l) als Tiere im Alter zwischen 3
und 19Jahren (2,86 +0,65 g/l), bei Pferden dter als 20 Jahre war die Konzentration
noch weiter erniedrigt (2,52+ 0,46¢g/l). BARTON et al. (1998 untersuchten Fohlen his
zu einem Alter von 2Wochen undermittelten hingegen geringere Fibrinogenwerte ds
bei adulten Tieren. Besonders niedrig waren de Werte bei Fohlen jlinger as 24
Stuncen. SCHALM et a. (1970 und JAIN (19869 stellten praktisch keinen Einfluss

des Alters auf die Fibrinogenkonzentration fest.
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Beim Vergleich verschiedener Rassen (Voll blUter, Traber, KaltblUter) zeigen sich keine
Unterschiede im Fibrinogengeh&@@AMPBELL et al. 1981)

Bereits zwei Tage nach einer kunstlich indwzierten Entzindurg bzw. operativen
Therapie von Gelenkserkrankungen kommt es zu einer Erhéhurg des Fibrinogens von
urspringlich durchschnittlich 3g/l um 1,5 bis2 g/l (ALLEN undKOLD 1988 AUER et
al. 1989 MILLS et a. 1997 MILLS et d. 199§. Maximale Werte (2 bis 3,5ade
Erhohurg) werden nach funf bis seben Tagen erreicht (WUIJCKHUISE-SJIOUKE
1984 ALLEN und KOLD 1988. Die Erh6hurg bleibt bis Tag 15 (ALLEN und KOLD
1988 bzw. Tag 5QAUER et al. 1989pestehen.

Besonders hohe Werte an Fibrinogen werden bei bakteriell en Infektionen mit oder ohre
Abszesdildung gefunden (SCHALM et a. 197Q SCHALM 1979 CAMPBELL et al.
1981 WUIJCKHUISE-SIOUKE 1984 ALLEN und KOLD 1988 TOPFER und
PRASSE 1998 BARTON et a. 1998. Hierbel scheint das Fibrinogen mit der Schwere
der Erkrankung zu korrelieren (WUIJCKHUISE-SJIOUKE 1984 ALLEN und KOLD
1988, bei Werten Uber 10 g/l ist die Prognose schledht bis infaust (WUIJCKHUISE-
SJOUKE 1984)

Pferde  mit Obstipationskoli ken zeigen keine  Verdnderungen der
Fibrinogenkonzentratio(BCHALM et al. 1970, CAMPBELL et al. 1981

Auch bel chronischen Entzindurgen mit aktivierter Entziindurgsrektion werden
erhbhte Werte an Fibrinogen gemesen (SCHALM 197%, WUIJCKHUISE-SIOUKE
1984). Die Bestimmung erscheint somit wichtiger als die Mesaung der Leukozyten
(SCHALM 197%).

Die Bestimmung der Fibrinogenkorzentration eignet sich, um den Therapieefolg und
auch de korpereigene Hellung zu kortrollieren (SCHALM 197%, WUIJCKHUISE-
SJOUKE 1984)

Erniedrigte Fibrinogenwerte kommen beim Pferd praktisch nie vor. Einen Ausnahmefall
stellt das <tene Leberversagen infolge eéner Hepatitis dar. Auch hier sind de
Fibrinogenwerte jedoch héufig noch im Referenzbereich oder nur ganz geringgradig
erniedrigt (SCHALM 1979 ANDREWS et a. 19949. ANDREWS et a. (1994
beschrieben in ihrem Ubersichtsartikel, dass im Fale dner DIC (dissminierte
intravasale Coagulopathie) beim Pferd das Fibrinogen nicht wie zu erwarten erniedrigt,
sondern teilweise sogar erhoht war. Sie eklarten des damit, dasseine DIC haufig mit

einer Entzindurg einherging, welche zu einer erhhten Synthese von Fibrinogen in der
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Leber fuhrt. Die Syntheserate Ubersteigt hierbel den Verbrauch, woduch de
Fibrinogenkoreentration im Blut im Normalbereich beibt (ANDREWS et a. 1994.
SCHALM et a. (1970 gaben zu bedenken, dbss auch fehlerhaft enthommene
Blutproben, bei denen es zu einer partiellen Gerinnurg gekommen ist, zu erniedrigten

Fibrinogenwerten fliihren kénnen.

2.2.2.3.2 Serum Amyloid A (SAA)

Der Name SAA entstand aufgrund cer engen hiochemischen und immunochemischen
Verwandtschaft zum Amyloid A. Wahrend PEPYS und BALTZ (1983 es als nicht
gesichert ansahen, dass das SAA eine Vorstufe des Amyloid A bildet, beschrieben
SATOH et al. (1995) diesen Zusammenhang.

Die Indukion der Synthese von SAA in den Hepatozyten erfolgt durch IL-6 (ANDUS et
al. 1989. Bam Menschen jedoch kommt es bel Virusinfektionen zwar zu einem
Anstieg von SAA, nicht aber von C-reativem Protein (siehe Kap. 2.2.2.3.4 S. 33),
einem weiteren APP, dessen Synthese auch vonlIL-6 vermittelt sein soll (SATOH et al.
1995. Dies lasd vermuten, dassein anderer Mediator im Falle aner Virusinfektion fr
die Synthese verantwortlich sein kdnrie, oder dass IL-6 in der Leber einer weiteren
unbekannten Kontrolle unterliegt.

Im Blut bel Kaninchen, Maus und Mensch ist das SAA as Apdipoprotein an HDL
(high density lipoprotein) gebunden (PEPY S und BALTZ 1983, undwandert in deser
Form in der Elektrophaese in der a-Region (JAIN 1993). HULTEN et a. (1997
isolierten drei Isoforme von SAA beim Pferd mit drei unterschiedlichen isoelektrischen
Punkten zwischen 8,0 und 9,7Da Serumproteinelektrophaesen i.d.R. bel basischem
pH-Wert um 8,6 duchgefihrt werden, wirde natives ungebundenes SAA nicht, oder in
Richtung der Kathode wandern (siehe Kap. 2.3; S. 41 ff.).

Die genaue Funktion des SAA im Verlauf der Akut-Phase-Re&tionist unklar. Es wurde
bei Mausen nadhgewiesen, dassdie Eliminierung von SAA-gebuncenem HDL aus dem
Blut schneller erfolgt, als bei HDL ohre Bindurg mit dem Apdipopotein SAA
(PEPYS und BALTZ 1983. HDL besitzt die Fahigkeit, Toxine und andere
korperfremde Stoffe zu hinden. Hieraus entstand de Hypothese, dass SAA as
Apdipopotein im Verlauf der Akut-Phase-Re&ktion de Aufgabe besitzen konrte, die
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Eliminieeung des HDL wund somit auch der an das HDL gebundenen
Entziindungsprodukte zu beschleunigRBEPYS und BALTZ 1983)

Die quantitative Bestimmung von SAA im Blut ist aufgrund der Bindurg als
Apolipoprotein an HDL schwieriSATOH et al. 1995)

Bel gesunden Pferden erfolgte die Mesaung von SAA im Serum mit drei verschiedenen
Methoden: Elektroimmunaoassay (PEPYS et al. 1989 CHAVATTE et a. 1992, radiale
Immunodffuson (NUNOKAWA e a. 1993 und ELISA (enzymelinked
immunosorbent assag$pATOH et al. 1995)

Die Konzentration an SAA betragt bei erwadchsenen (= 18 Monate) gesunden Pferden
14,93+ 9,07 pg/ml (SATOH et al. 1995 bzw. 21,53 9,81 ug/ml (NUNOKAWA et al.
1993. Bel Fohlen (< 12 Monate) liegt der ermittelte Wert mit 21,23+ 12,2 ug/ml etwas
hoher als bel den erwadhsenen Tieren (SATOH et a. 1995. NUNOKAWA et a. (1993
fanden hingegen mit 19,37+ 9,41 ug/ml etwas niedrigere Werte ds bei adulten Tieren.
Bel beiden Untersuchungen werden keine Angaben bezliglich einer Signifikanz der
altersunterschiedlichen Werte gemadit. Da beide Autorengruppen weitestgehend de
selben Proben verwendeten, liegen de emittelten Differenzen der Normawerte
vermutlich in der unterschiedlichen Methodk. In der Untersuchung von PEPYS et al.
(1989 war bei etwa 50 % der untersuchten adulten Pferde SAA auch bei
Mehrfachmesaungen an verschiedenen Tagen nicht nachweisbar, bei den Ulrigen Tieren
war die Konzentration sehr niedrig (0,3 - 16 U/L). Bel 11 urtersuchten neugeborenen
Fohlen fanden sie nur bei einem Tier SAA in einer Konzentration von 4,1U/l. Bel 19
untersuchten Fohlen fanden auch CHAVATTE et a. (1992 &hnliche Ergebnisse mit
einem Mittelwert von 0 U/ml und einer Spannweite von 0-20 U/ml.

Stuten in der postpartalen Phase weisen zwischen dem dritten undsiebten Tag (SATOH
et al. 1995 bzw. bis 2 Wochen nach der Geburt (NUNOKAWA et a. 1993 ene
signifikante Erhohung des SAA um das Zwei- bis Funffache auf.

Fohlen mit Enteritis oder Diarrhoe zeigen um das 50- bis 100fache ehdhte
Konzentrationen von SAA (NUNOKAWA et al. 1993,SATOH et a. 1999. Ebenso
fahren v.a. bakteriell e Infektionen zu SAA-Werten vonmehr als 200U/l (CHAVATTE
et al. 1992)

Nacdh Operationen in Allgemeinanasthesie (Kastration, Jgungejuncstomie u.a) und

nach indwzierter Entziindurg durch i.m. Injektion vonTerpentin steigt das SAA bereits



32 Schrifttum

nach 6 Stunden bzw. am Tag nach der OP an und zeigt am zweiten Tag seinen
Maximalwert(PEPYS et al. 19§INUNOKAWA et al. 1993 SATOH et al. 1995)
Sehr grofe Anstiege der Konzentration an SAA zeigen sich va bei bakteriellen
Infektionen (Pneumonie, Phlegmonen, infizierte Arthritis, Septikdmie, Druse), wobei
eine enge Beziehung zwischen der Konzentration an SAA und dx Schwere der
Entziindurg bestand (PEPYS et al. 1989 NUNOKAWA et a. 1993 SATOH et a.
1995)

Auch eine Infektion mit equinem Herpesvirus 1 (EHV-1) fuhrt zu einem geringen, aber
deutlichen Anstieg an SAA, einhergehend mit Fieber und VirédriYS et al. 1989)
PEPYS et a. (1989 stelten fest, dass bel erfolgreicher Antibiotika-Therapie die
Konzentration an SAA sehr schnell abnimmt und dass ®mit die Mesaung von SAA sehr
gut zur Verlaufskontrolle aner Therapie geagnet sei. Eine weitere wichtige
Beobadhtung dieser Untersuchurg ist die Tatsadhe, dassTiere, welche mit EHV-1 oder
Streptococcus equi in Beriihrung gekommen waren, jedoch nicht erkrankten, auch
keinen Anstieg an SAA aufwies¢REPYS et al. 1989)

2.2.2.3.3 @a-saures Glykoprotein (Orosomukoid)

Der Name Orosomukoid kommt von oros (griech.)=plasma und mucus (lat.)=Schleim
und steht fir den holen Gehalt an Polysacdariden des Proteins (LAURELL 1985. In
der Elektrophaese wandert es in der a-Fraktion (TAIRA et al. 1992h. Seine
Halbwertszeit im Blut betragt bei Tieren etwa 5 TapEll 1993b).

Das a;-saure Glykoprotein (2uG) hat beim Menschen eine immunsuppressve Wirkung,
bedingt durch Hemmung von T-Lymphazyten (MILNE et al. 1991 TAIRA et a. 1992,
JAIN 1993h, ist vermutlich Moduator der Hamostase (JAIN 1993h, undist durch
Stimulation des Fibroblasten-Wadhstums an der Gewebereparatur beteiligt (MILNE et
al. 1991)

TAIRA et a. (19921 isolierten equines &G und kestimmten de Konzentration in
Serumproben mittels radialer Immunodffusion. Gesunde ewadsene (= 18 Monate)
Pferde zeigen eine Konzentration von 90,87 29,73 ug/ml und Fohlen (< 12 Monate)
von 72,62+ 36,14 pg/ml (TAIRA et a. 1992h. MILNE et al. (1991 malen de
Konzentration von G nadch der indirekten Methode von Varley (Bestimmung des
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Tyrosinanteils im a,G). Die Normalkonzentration betragt bel gesunden erwadhsenen
Pferden 0,43 £ 0,11 g/I.

Nacd Kastration oder experimentell er Jegungeuncstomie steigt das ayG bereits am Tag
nadh der Operation an, mit einer maximalen Erhdhurg um das 1,5 bis 2fadche an dritten
Tag. Nach 14 Tagen ist wieder die praoperative Konzentration erreicht (TAIRA et al.
1992b)

Fohlen mit Enteritis, Pneumonie und Knochenerkrankurngen (z.B. Osteomyeliti s) zeigen
signifikant hohere Konzentrationen an &G, wobei die Werte die physiologischen
Konzentrationen um maximal das Zweifache Uberschreiten. Erwadhsene Tiere mit
Entziindurgen verschiedenster Genese zeigen zweifach holere Konzentrationen an a;G
(MILNE et a. 1997), Phlegmonen fuhren nicht zu einer Konzentrationserh6hurg an a,G
(TAIRA et a. 19921). Eine signifikante Erhéhurg des 4G zeigt sich auch sowohl bel

einer akuten, subakuten als auch chronischen Grass si¢kieBEE et al. 1991)

2.2.2.3.4 C-reaktives Protein (CRP)

Tillet und Francis fanden 1930im Serum akut kranker Menschen ein Protein, welches
in vitro eine Prazipitation mit sogenannten C-Polysactariden von Pneumokokken
zeigte, deshalb gaben sie ihm den Namen C-re&ktives Protein (PEPYS und BALTZ
1983, LAURELL 1985)

Das equine CRP wandert in der Elektrophaese zwischen den b- und g-Globdinen
(TAKIGUCHI et a. 199Q. Die Habwertszeit im Blut betragt beim Pferd 6 ks 8
Stunden JAIN 1993b).

Die spezifischen Wirkungen von CRP sind keim Pferd nicht untersucht. Beim
Menschen opsoniert CRP Bakterien undsorgt somit fur eine dfizientere Phagozytose.
Es <heint auch Funktionen der neutrophlen Granulozyten, Makrophegen und
Lymphozyten zu regulieren, und die Komplementkaskade zu akti(ig&#¢N 1993b).
Die Bestimmung von CRP beim Pferd erfolgt durch radiale Immunodffusion
(TAKIGUCHI et a. 1990,YAMASHITA et a. 199) undeinem kommerziellen fir den
Menschen entwickelten Testkit (Rapitex(, Herstellerfirma in der Quell e nicht genannt)
(AUER et al. 1989. Mit dem Testkit konnte bel Pferden mit einer induwzierten
Entziindurg kein CRP nadgewiesen werden (AUER et a. 1989. Eine Erklérung
hierfir konrnten de Untersuchungen von TAKIGUCHI et al. (1990 geben. Sie wiesen
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nach, dbss Pferdeserum, im Gegensatz zu dem Serum anderer Tiere, keine
Kreuzregtionen mit Kaninchenserum, welches Antikorper gegen menschliches CRP
beinhaltete, aufwies. Gereinigtes equines CRP hingegen zeigte a@ne Kreuzregtion
(TAKIGUCHI et al. 1990)

Aus diesem Grund konren fur den Nadweis von CRP im menschlichen Serum
hergestellte Testkits in der Diagnostik beim Pferd versagen.

Die mittels Immunodffusion gemessene Konzentration von CRP betrégt bei gesunden
erwachsenen (= 12 Monate) Pferden 7,4+ 2 ug/ml (TAKIGUCHI et al. 1990 bzw. 7,9
+ 3,3 pug/ml (YAMASHITA et a. 199). YAMASHITA et a. (1991 bestimmten de
Konzentration auch bei gesunden Fohlen (£ 12 Monate). Hier war CRP in ener
Konzentration von 9,2 4,4 ug/ml nachweisbar.

Nach einer indwzierten Entziindurg (i.m. Injektion vonTerpentin) beginnt CRP nach 24
Stunden anzusteigen mit einer maximalen Erhdhurg zwischen dem dritten und verten
(TAKIGUCHI et a. 1990 bzw. am funften Tag (YAMASHITA et a. 199]. Die
maximale Konzentration Ukersteigt den Normwert hierbel um das drei- bis sdisfade.
Ahnliche Ergebnise zeigen sich auch nadh Kastration oder experimentell er
Jejunojejunostomi€YAMASHITA et al. 1991)

Bel Pferden mit klinischen Anzeichen einer Entziindurg (Enteritis, Pneumonie,
Phlegmone) zeigen lediglich Fohlen mit Enteritis oder Pneumonie signifikante
Erhéhurgen von CRP um etwa das Doppelte (YAMASHITA et a. 199). Adulte Tiere
weisen zwar auch erhohte Werte auf, es waren jedoch keine signifikanten Unterschiede
zu berechne(TAKIGUCHI et al. 1990 YAMASHITA et al. 1991)

2.2.2.3.5 Haptoglobin (Hp)

Der Name Haptoglobin (Hp) leitet sich ab von haptein (griech.)=anziehen, fangen und
der Fahigkeit Globin, einen Bestandteil des Hamoglobins, zu b{h#¢sRELL 1985).
Equines Haptoglobin ist ein Glykoprotein, welches in der Elektrophaese in der a-
Fraktionwandert (TAIRA et a. 1992). Die Halbwertszeit von Hp wird bei Tieren mit 2
bis 4 Tagen angegebeiAIN 1993b).

Haptoglobin bindet freies Hadmoglobin im Blut und bldet mit ihm feste Komplexe. Es
dient dadurch als natuirliches Bakteriostatikum, da Bakterien fur ihr Wadstum Eisen
bendtigen (EATON et al. 1982 TAIRA et al. 1992). Die Haptoglobin-Hamoglobin-
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Komplexe (Hp-Hb-Komplexe) werden sehr schnell von den Kupffer-Zellen der Leber
und anderen Zellen des retikuloendahelialen Systems aufgenommen, und freies
Hamoglobin somit aus der Blutbahn entfernt (JAIN 1993b, TAIRA et al. 1992).
Desweiteren wird vermutet, dass Haptoglobin regulierend auf die Funktionen von
Lymphozyten und Makrophagen wirtAIRA et al. 1992a)

Die Bestimmung im Serum erfolgt entweder durch de Mesaung der Hamoglobin-
Bindurgs-Kapazitat, wobei nur freies Hp gemessen wird (ALLEN und ARCHER 1971,
SHELDRICK et a. 1982, bzw. duch radiale Immunodffusion (TAIRA et a. 1992)
oder Immun-Turbidimetrie (MILNE et a. 1991, die Hp-Hb-Komplexe und freies Hp
nachweisen konnen.

Die Konzentrationen an Hp zeigen bei gesunden Pferden einen sehr geringen,
wenngleich kortinuierlichen Abfall bis zu einem Alter von etwa 5 Jahren (TAIRA et al.
19923). Da dieser Abfall im Alter zwischen 18 Monaten und 5Jahren nu noch aulierst
gering ist, wird der Normwert fur gesunde ewadisene Pferde dter als 18 Monate mit
2,19 + 1,54 mg/ml angegeben (TAIRA et a. 1992Z). Bei gesunden Fohlen (< 12
Monate) ist Hp in einer Konzentration von 5,25 2,36mg/ml nachzuweisen (TAIRA et
al. 1992). Ein geringgradiger Anstieg von Hp ist bel Stuten urmittelbar um die Geburt
zu verzeichneiTAIRA et al. 1992a)

MILNE et al. (1991) ermittelten Referenzwerte an Hp im Blut van0l4 g/l.
SHELDRICK et a. (1982 gaben as Normawert fur die Hamoglobin-Bindurgs-
Kapazitéat 0,4 bs1,7 g/l an. ALLEN und ARCHER (1971) ermittelten ebenfall s die Hb-
Bindurgs-Kapazitét. Sie betragt bei gesunden erwachsenen Ponies 69 = 20 mg/100 ml,
bei gesunden erwachsenen Pferden 88 + 31 mg/100ml. Gesunde Fohlen weisen etwa
dieselben Werte auf wie die ewadsenen Tiere (ALLEN und ARCHER 1971). Bel
kunstlich indwzierter Hdmolyse kommt es zu einer hochgradigen Abnahme der Hb-
Bindurgs-Kapazitét, in einzelnen Féllen lag sie gar bei null (ALLEN und ARCHER
1971)

Eine indwzierte Entziindurg (Injektion von Terpentin), Kastration oder experimentelle
Jgungegunacstomie flhrt bereits nach 6 Stunden zu einem Anstieg von Hp, mit einem
Ped von zwei- bis funffach héheren Normalwerten nach 6 Tagen (TAIRA et al. 1992).
MILNE et a. (1991 fanden des auch bei erwadhsenen Tieren mit Entziindurgen
verschiedenster Genese. Auch de Hb-Bindurgs-Kapazitét steigt bel klinischen und
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subKinischen Entziindurgen und bakteriellen Infektionen un das 3- bis 4fache an
(SHELDRICK et al. 1982)

Fohlen mit klinischen Anzeichen einer Pneumonie oder Enteritis weisen dopplte bzw.
dreifach hohere Hp-Werte auf, als gesunde Tiere. Dasselbe gilt fir adulte Pferde mit
einer Pneumoni€TAIRA et al. 1992a)

Auch Pferde mit akuter, subakuter oder chronischer Grass sckness zeigen erhéhte Hp-
Werte(MILNE et al. 1991)

2.2.2.3.6 Ceruloplasmin (Cp)

Der Name Ceruloplasmin (Cp) kommt von ceruleus (lat.)=himmelblau aufgrund der
durch den Kupferanteil blauen Farbe des Proteins (LAURELL 1985).

Equines Cp ist ein Glykoprotein undwandert in der Elektrophaese in der a-Fraktion
(OKUMURA et al. 199)). Hierbei unterscheidet es sch vonmenschlichem Cp, welches
in der a-Fraktion wandert. Zu berticksichtigen ist hier, dass die Eintelung der a
Globuine beim Pferd bel verschiedenen Autoren sehr unterschiedlich ist (siehe aich
Kap. 2.3.2.2.1S. 47). Die Habwertszeit von Cp betrégt bei Tieren etwa 4 Tage (JAIN
1993b).

Das Cp ist das wichtigste Transportprotein fir Kupfer und dent zugleich auch als
Speicher. Esist ein wichtiges Antioxidans (AUER et a. 1989 MILNE et a. 1991 und
besitzt auferdem Ferroxidase-Aktivitat (oxidiert Fe?* zu Fe*"). Als Fe** kann dbs freie
Eisen an Transferrin und Ferritin gebunden werden (siehe Kap. 2.2.2.3.8 S. 38 und
steht dann fur Wacdhstum und Vermehrung von Bakterien nicht zur Verfigung (AUER
et a. 1989. Im Zusammenhang mit der Akut-Phase-Reétion konrie Cp der Kupfer-
bereitstellung dienen, denn Kupfer wird eine endagene antii nflammatorische Wirkung
zugesprochefAUER et al. 1989)

OKUMURA et a. (199)) bestimmten de Konzentration von Cp duch radiale
Immunodffusion, eine andere Methodk stellt die Bestimmung von Cp durch Oxidation
mit p-Phenylenediamin (SMITH und CIPRIANO 1987 dar. Bei AUER et a. (1989
und MILNE et a. (1991) wurde die Methodk nicht ndher beschrieben. Die
Konzentration vonCp betragt bel gesunden Pferden 4,26+ 1,21mg/ml (OKUMURA et
a. 199 bzw. 0,72+ 0,16 opische Dichteanheiten (MILNE et a. 199). Tragende
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Stuten zeigen in einem Zeitraum von 4 Monaten vor und rach der Geburt keine
signifikanten Anderungen der Konzentration an(lOKUMURA et al. 1991)

Eine indwierte Entzindurg (Injektion von Terpentin kzw. Freud's Adjuvans),
Kastration oder experimentelle Jgungeunastomie fuhrt nach 5 s 6 Tagen zu einem
signifikanten Anstieg des Cp. Maximawerte (Zunahme um etwa 50 %) werden nach
ungefahr 7 Tagen erreicht (SMITH und CIPRIANO 1987 AUER et a. 1989
OKUMURA et d. 199]). Nach 21 bs 28 (OKUMURA et a. 1991 bzw. 50 (AUER et
al. 1989 Tagen werden wieder Normalwerte areicht. AUER et a. (1989 bestimmten
aul¥erdem noch die Konzentration an freiem Kupfer. Auch dese steigt (maximal auf den
doppelten Wert) parallel zum Cp an.

Fohlen mit Enteritis, Pneumonie oder Arthritis zeigen keine Verénderung in der Cp-
Konzentration (OKUMURA et a. 1997). Ebenso verhielt es sch bei den (erwadhsenen)
Patienten in der Untersuchung VfiLNE et al. (1991).

2.2.2.3.7 @a-Makroglobulin (aM)

Wie dle anderen APP wird auch das a-Makroglobuin (aM) von Hepatozyten
synthetisert. Es ist wichtigster Protease-Hemmstoff von Plasmin, Elastase,
Chymotrypsin und Trypsin beim Pferd (FELLENBERG 1978. Es wirkt somit der
(urerwiinschten) Fibrindyse an Entziindurgsort entgegen, und ‘\erhindert die
Gewebezerstorung durch de Proteasen. Aulferdem ist &M fahig, Antigen-Antikorper-
Komplexe zu binde(LAVERGNE und REYNAUD 1970Q)

Eine wichtige Funktion besteht beim Menschen in der Bindurg von TNFa a1 M.
Hieraus wurde die Hypothese entwickelt, &M konrie ds Moduator der Aktivitét von
TNFa dienen, indem es die Cleaance ais dem Blut beschleunigt (COTE et a. 1998§.
Untersuchungen beim Pferd ergaben keine Bindurg von TNFa aa &M, jedoch wurde
hier die Bindurg zwischen equinem &M und humanem TNFa geprift (COTE et al.
1996. Die Autoren vermuteten as mdgliche Ursache fir die ,Nicht“-Bindurg
strukturelle Unterschiede des TNFa von Mensch und Pferd, trotz einer
Ubereinstimmung in der Aminosaurensequenz von 85 %.

MILNE et a. (1991 ermittelten mit Hilfe der Immunelektrophaese die Konzentration
von aM. Sie liegt bei gesunden erwadsenen Pferden be 49 + 15 ¢/,

Entziindurgsrektionen fihren zu keiner signifikanten Anderung der Konzentration.
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Pferde, die an akuter Grass Sickness erkrankt sind, zeigen jedoch eine Erhéhurg um
etwa 2 g/(MILNE et al. 1991)
Nacdh Wissen der Autorin liegen keine Untersuchurngen Gker die Bestimmung von aM

nach induzierter Entziindung beim Pferd vor.

2.2.2.3.8 Transferrin (Tr)

Transferrin (Tr) ist ein Glykoprotein, wird in der Leber synthetisiert undist als einziges
Protein im Blut in der Lage, Eisen zu transportieren. Jedes Tr-Molekil kann zwei
Eisenionen (Fe*") binden. Dadurch steht Eisen fir Wachstum und Vermehrung von
Bakterien nicht zur Verfigung (AUER et a. 1989. In der Regel ist ein Drittel des
Serum-Tr mit Eisen geséttigt. Die Plasmahabwertszeit von Tr betrégt 8 bis 10 Tage
(JAIN 1993h). In der Elektrophaese wandert equines Tr in der b;-Fraktion
(MAKIMURA et a. 1975. MATTHEWS (1982 beschrieb zwe verschiedene
Phanotypen des Tr, einer in der b;- und ener in der b,-Fraktion. Ebenso wie das
Albumin wird das Tr auch as ,negatives® APP bezeichnet, dessen Konzentration im
Verlauf der Akut-Phase-Reaktion abnimmt (PATTERSON et al. 1988).

Ein drekter Nadweis von Transferrin wurde von MAKIMURA et a. (1975 beim
Pferd mittels Immunelektrophaese gefuhrt. Die Tr-Konzentration kel Fohlen (< 1 Jahr)
betragt 263+ 39 mg/100ml. Adulte nichttragende Stuten liegen mit 306+ 37 mg/100m|
etwas hoher. Bel tragenden Stuten steigt die Konzentration weiter auf 346 + 56
mg/100m| an. Diese Werte weisen jedoch statistisch keine signifikanten Unterschiede
auf (MAKIMURA et al. 1975)

Nadh kurstlich indwierter Entziindurg (Injektion von Freud's Adjuvans) ist en
signifikanter Abfall der Tr-Konzentration alein am Tag 50 rach Beginn des
Experimentes nachweisbar (PATTERSON et a. 1983. Die Gesamt-Eisen-
Bindurgskapazitat (die identisch mit dem Transferringehalt des Blutes ist) nimmt nach
Injektion vonTerpentin ebenfals ab, de Veranderung war jedoch nicht signifikant im
Vergleich mit den Kontrolltieren (SMITH und CIPRIANO 1987. Aus diesen
Beobachtungen resultiert die Bezeichnung des Tr als sogenanntes ,negatives® APP.
Werden de Konzentrationen an freien Eisenionen im Serum gemessen ist festzustellen,
dass die indwzierte Entziindurg zu einem signifikanten Abfall um etwa 75 % (SMITH
und CIPRIANO 1987 bzw. 30% (AUER et a. 1989 fuhrt. Zugleich ist ein dreifacher
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Anstieg der Ferritinkoreentration festzustellen (SMITH und CIPRIANO 1987). Ferritin
ist ein Protein undstellt die Speicherform fur Eisen im Korper dar. Von SMITH und
CIPRIANO (1987 wurde Ferritin auch as Indikator der Akut-Phase-Reé&ktion, jedoch
nicht explizit als APP bezeichret. In deser Form gebuncenes Eisen ist fur die
Hamatopoese nicht verfugbar und kdnme die bel chronischen Entziindurgen teilweise
zu beobachtende Anamie erkla(@&UER et al. 1989)

2.2.2.3.9 Tabellarische Ubersicht

In der folgenden Tabelle 3 werden de wichtigsten Angaben Uber die enzelnen APP
beim Pferd zusammengefasd. Das Transferrin als ogenanntes ,, negatives* APPwird an
dieser Stelle nicht aufgefuhrt. Die Quellenangaben konren dem oben stehenden Text
(2.2.2.4.1 bis 2.2.2.4.8) entnommen werden.
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Tab. 3: Zusammenstellung wichtiger Charakteristika ausgewahlter APP beim Pferd
APP | Frakt. | HWZ | max. | Beginn | max. Referenz- Methode
Anstieg | Anstieg | Anstieg | bereich
(x-fache)| post St.| post St.| (Adulte)
Fibri- | B® |4-5d| 2-35| 2d | 57d | 1,535 Clauss
nogen 1(2)-4% Schalm
1,82-4,94) Jacobsson
3,12-5,89" Millar
SAA | o® ? [20-100{ 6h 2d [14,93+9,0¥ ELISA
21,53+9,81 | Immunodiffusion
0,3-16Y |Elektroimm.assg
y
aG a, | 5d9 | 15-2| 1d 3d [90,87+29,% | Immunodiffusion
0,43+0,1§ Varley
CRP | B-y | 6-8h| 3-6 1d 3-5d | 7,4%29 |Immunodiffusion
79+3% dito
Hp 0y 2-4 | 2-5 6 h 6d | 2,19+1,5# | Immunodiffusion
d?® 2-49 1+0,4? | Imm.turb.metrie
88317 | Hb-Bind.-Kapaz
0,4-1,7® | Hb-Bind.-Kapaz
Cp a, |4d? ] 15 5-6 d 7d | 4,26+1,24° | Immunodiffusion
0,72+0,1& ?
M as ? ? ? ? 4,9+1,87 | Immunelektroph
d = Tage h = Stunden

Frakt. = Fraktion in der Elektrophorese
Elektoimm.assay = Elektroimmunoassay
Hb-Bind.-Kapaz. = Hb-Bindungs-Kapazitat
@ = nur bei Verwendung von Plasma

® = als Apolipoprotein gebunden an HDL

@ =g/l

© = mg/ml

®) = mi/200ml
® = mg/100ml

post St. = nach Stimulation
Imm.turb.metrie = Immun-Turbidimetrie
Immunelektroph. = Immunelektrophorese
@ = nicht spezifisch Pferd

@ = nur freies Hp

© = pg/ml

@=un
@ = optische Dichteeinheiten
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2.3 DIFFERENZIERUNG DER SERUMPROTEINE MITTELS
ELEKTROPHORESE

Mit Hilfe der Elektrophaese lasen sich duch Anlegen einer elektrischen Spannurg
Proteine in einem Gemisch, wie esin Plasma und Serum vorliegt, voneinander trennen
und nach Sichtbarmachung durch Farbung identifizieren.

KLEINERT (1990 gibt in seinem Lehrbuch eine Ubersicht tiber die Prinzipien und
Methoden der elektrophaetischen Auftrennurg in der Proteinanalytik. Proteine
bestehen aus einer unterschiedlichen Zahl an Aminosduren (AS). Jede dieser AS besitzt
ionisierbare funktionell e Gruppen, welche positiv oder negativ geladen sein kénren. Die
Summe dler Ladungen (Nettoladung) hat entscheidenden Einflussauf das Verhalten des
Proteins im elektrischen Feld. Eine negative Nettoladung bewirkt eine Wanderung zum
positiven Pol (Anode), eine positive Nettoladung bewirkt die Anndherung zum
negativen Pol (Kathode) der angelegten Spannurg. Durch eine Verénderung des pH-
Wertes des Elektrophaesemediums (Puffer) verandert sich auch die Nettoladung des
Proteins. Steigt der pH-Wert, verschiebt sich de Nettoladung des Proteins zum
Negativen, sinkt der pH-Wert, verandert sich de Nettoladung in de positive Richtung.
Aus diesem Grund existiert fur jedes Protein ein spezifischer pH-Wert, bel dem die
Nettoladung geich ndl ist. Man bezeichnet diesen als isoelektrischen Punkt (1P) des
Proteins. Fir die Serumproteinelektrophaese (SFE) wird i.d.R. ein basischer pH-Wert
gewahlt, die Proteine liegen dann praktisch ausnahmslos negativ geladen vor.
Fur die Trennurg ist ein Trennmedium erforderlich, welches die Teilchen in keiner
Weise fixieren darf. Man urterscheidet grundsétzli ch tragerfreie von tragerstabili sierten
Medien. Ein tragerfreies Medium besteht aus einer Pufferldsung und ist von Vortell,
wenn groRRere Partikel wie Bakterien, Viren oder Zellen getrennt werden sollen.
In der Serum- oder Plasmaproteintrennurg spielen tragerfreie Medien keine Rolle. Hier
werden tragerstabili sierte Medien eingesetzt, wobel die zu urtersuchende Probe auf den
Tréger (z.B. Papier, Zelluloseazetat, Agarose, Stéarke, Polyaaylamid) aufgebradt wird,
der von der Pufferlésung (Medium) durchsetzt ist.

Man urterscheidet die folgenden Trennprinzipien: die konventionelle Elektrophaese,
bei der Proteine in ihrer im Serum gegebenen natlrlichen Form getrennt werden; die
SDS-PAGE (sodium dodegyl sulfate-Polyaaylamidgelelektrophaese), bei der Proteine

erst denaturiert und anschlielfend rach ihrer Molmasse getrennt werden; die
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isoelektrische Fokusderung (Trennurg nadh dem isoelektrischen Punkt) und de
Immunelektrophaese (Trennurg nach immundogischen Eigenschaften) (KLEINERT
1990)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die konventionelle Elektrophaese

durchgefuhrt, auf die im Folgenden néaher eingegangen wird.

2.3.1 Die konventionelle Elektrophorese

Die konventionelle Elektrophaese lasg sich weterhin duch gezielte Auswahl des
Trégers modifizieren: Trennurg ausschlielllich madh Ladung, Trennurg nach dem
Verhdltnis von Ladung zu Mass und de Trennurg nach der Molmasse. Die Trennurg
nur nach Ladung erfordert einen nichtrestriktiven Tréger (z.B. Agarose, Zell uloseazetat),
der die Proteine bel ihrer Wanderung nicht behindert. Fir die Trennurg nach dem
Ladung/Masse-Verhdtnis wird ein restriktiver Trager bendtigt, d.h. je groler die
Ladung und geringer die Mas< desto hoter ist die Mohilit & des Proteins und somit die
Streke, die es im Tréger zuricklegen kann. Die Trennurg nach der Molmasse
wiederum erfolgt in einem zunehmend restriktiven Medium, bei welchem die
Porengrof3e des Tragers in der Wanderrichtung der Proteine dichter wird (KLEINERT
1990)

Je nach System und Untersucher wird Uber unterschiedliche Zetrdume én
unterschiedlich starker Strom angelegt. Nach Beendigung der eigentlichen Trennurg der
Proteine wird der Trager fixiert und anschlief?end gefarbt. Die Proteinfraktionen
erscheinen dann als farbige Banden auf dem Trager.

Als Indikationen fur den Einsatz der Serumproteinelektrophaese (SFE) beim Pferd
werden angesehen: unklarer Gewichtsverlust, rezidivierende Koliken, Fieber unkiarer
Genese und chronische Diarrhoe (COFFEMAN 1981). Zudem eignet sich de SFE zur
Verlaufskontrolle @ner Erkrankung und dr Uberwachung des Therapieafolgs
(OSBALDISTON 1972)

In der Routinediagnostik werden meist Zell ulose-Azetat-Folien (ZAF) oder Agarose-
Gele verwandt. Mit Hilfe dieser Tréger lassen sich baim Pferd jeweil s zwischen 5 und
10 Proteinfraktionen auftrennen (siehe Kap. 2.3.2 S. 44 ff.). Im Vergleich mit dem
friher gebrauchlichen Tréger Papier bendtigt die Elektrophaese unter Verwendurg von
ZAF und Agarose deutlich weniger Zeitaufwand (etwa 1 Stunde). KRISTENSEN und
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FIRTH (1977 gaben an, die Elektrophaese aif Basis von Agarose-Gelen bendtige
weniger Zeit, as jene auf ZAF und liefere zugleich eine bessre Auftrennurg der
Fraktionen. Dies kann anhand der Zeitangaben und Anzahl der differenzierten
Fraktionen anderer Autoren (KIRK et a. 1975 BAUER et a. 1985 COYNE et a.
1990 FLOTHOW und DEEGEN 1994, die ZAF verwendeten, richt nachvallzogen
werden. Moglicherweise liegt der Grund fur die Verwendurg von ZAF oder

Agarosegelen in bereits vorhandenem Labormaterial oder Labortradition.

23.1.1 Zellulose-Azetat-Folie

Zelluloseazetat ist ein nichtrestriktiver Trager undtrennt somit das Proteingemisch nach
der unterschiedlichen Ladung der Proteine.

Bel den in der Literatur beschriebenen Untersuchungen mittels Elektrophaese beim
Pferd handelt es sch fast ausschliefdlich um die Elektrophaese auf Basis der Zellulose-
Azetat-Folie (BIERER 1969 EK 197Q OSBALDISTON 1972 MASSP und
FUMIERE 1974 KIRK et al. 1975 PIERCE 1975 COYNE et a. 1990 FLOTHOW
und DEEGEN 1994 TRUMEL et al. 1996. Soweit angegeben lag der pH-Wert des
Mediums bel 8,6 oder 8,8. In desem basischen Milieu waren de Proteine praktisch
ausnahmslos negativ geladen und wanderten somit in Richtung der Anode. Die
Molaritét des nicht immer ndher bezeichneten Puffers lag in den oben angegebenen
Untersuchungen bei 0,04 M, 0,05 M oder 0,075M.

Die Laufzeit betrug zwischen 20 und75 Minuten bei unterschiedlichen Stromstérken
von 200 bis 280 V.

2.3.1.2 Agarose-Gel

Agarose ist ein Polysactarid undwird aus Meeesalgen gewonren. Sieist bel 100C in
Was=r und Elektrolytlosung 16slich undgeliert beim Erkalten. Der Gehalt an Agarose
betragt bel den in der Elektrophaese engesetzten Gelen meistens 1 %. Agarosegele
besitzen eine sehr grofe Porenweite und wirken nicht restriktiv auf die
elektrophaetische Wanderung von Proteinen (KLEINERT 1990. Es liegen nu wenige
Untersuchungen beim Pferd vor, in denen fur die Durchfihrung der Elektrophaese
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Agarosegele verwendet wurden (KRISTENSEN und FIRTH 1977, KEAY und DOXEY
1981 MATTHEWS 1982 MAIR et al. 1993)

Soweit angegeben lag der pH-Wert des Mediums bei 8,6 mit einer Molaritét des Puffers
von 0,05M. Die Stromstérke war i.d.R. 100V, die Laufzeit betrug zwischen 21 und 35

Minuten.

2.3.2 Die Auswertung der Trager

Um eine moglichst objektive Beurteilung der Proteinfraktionen zu erhaten, wird mit
Hilfe der Densitometrie die Farbintensitdt der einzelnen Banden auf dem geférbten
Tréger gemessen. Wichtig hierbel ist, dass ein Densitometer nur solche Banden
untersuchen kann, de auf dem Trager schon mit dem blofen Auge zu erkennen sind.
Das Prinzip der Densitometrie beruht auf der Absorption einer Strahlung mit einer
bestimmten Wellenldnge (konventionelle Lichtquelle oder Laser) durch den gewahlten
Farbstoff. Hierbel wird vom Densitometer entweder die reflektierte oder die
transmittierte Strahlung gemesen. In der Protein-Elektrophaese wird i.dR. mit
Transmisgon geabeitet. Die Mesaung ist um so empfindlicher, je stérker der Farbstoff
den Lichtstrahl absorbiert. Die Aufldsung nahe beleinander liegender Banden ist um so
bessr, je schmaer der abtastende Lichtstrahl ist. Das Ergebnis der Abtastung des
Lichtstrahls wird anhand eines Kurvendiagramms (Elektropherogramm) verdeutli cht.
Hierbei wird auf der Abszise (x-Achse) die bei der Wanderung der Proteine
zurlickgelegte Stredke aufgezeigt, die Ordinate (y-Achse) gibt das Mal3 der Absorption
des Lichtstrahls an. Prinzipiel existiert fir jede Proteinbande ene agene
Extinktionskurve. Durch de unmittelbare Ndhe der Banden kommt es jedoch im
Elektropherogramm zu einer Uberschneidung der Kurven. Die Umredchnurg der Kurven
in absolute oder relative Proteinkorzentrationen erfolgt durch Integration der Fladhe
unter der Extinktionskurve. Diese Berechnurg erfolgt durch den Computer des
Densitometers nach dem ,Drop-Line“-Verfahren oder durch Gaulische Naherung
(KLEINERT 1990) Beide Verfahren werden in Abbildung 1a und 1b dargestellit.

Traditionell werden de im Elektropherogramm bestehenden Pe&ks von der anoddlen
Seite her differenziert. Bel dem ersten Peak handelt es sch um Albumin, es folgen in
Richtung der Kathode a, b- und g-Globdine. Die Globuine werden weiterhin in

Untergruppen differenziert.
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Abb 1a: ,Drop-line“-Verfahren Abb 1b: GaulRsche Naherung

Das Elektropherogramm des Pferdes unterscheidet sich im Vergleich zu jenem von
Mensch oder anderen Tieren. So fehlt beim Pferd beispielsweise der a-Pek, wie &
beim Menschen zu beobachten(ERICKSON 1975)

In der Literatur existiert kein algemein glltiges Schema fur die Auswertung des
Elektropherogramms beim Pferd. Die Anzahl der zu urterscheidenden Fraktionen
variiert je nach Autor und Methode zwischen funf und zehn Einzelfraktionen (siehe
Kap. 2.3.2.2. Eine Ausnahme stellt die Untersuchurg von BIAGI (1980 dar. Sie legte
sich im Unterschied zu den anderen Autoren nicht auf eine bestimmte Anzahl an
Fraktionen fest, sondern urterschied bei ihren Elektropherogrammen vier verschiedene
Typen mit 4, 5, 6 odr 8 Einzelfraktionen, wobel 76,726 (von 1000 Proben) der
Elektropherogramme funf und 22% sechs Einzelfraktionen aufw{@sa&!| 1980).
Ein weiteres Problem liegt beim Pferd in den besonders grofien individuellen
Variationen (EK 1970 MAIR et a. 1993 FLOTHOW und DEEGEN 1994. Diese
konnen sich auf unerkannte subKinische Erkrankungen oder verschiedene
Haltungsformen zurtckfuhren lassen (SCHALM 1979 MAIR et a. 1993 FLOTHOW
und DEEGEN 1994). EK (1980 fand individuelle Unterschiede besonders im Bereich
der  Db-Globdine. Er vermutete ds Ursache genetisch  terminierte
Transferrinunterschiede.

Unbeanflusg bleibt das Ergebnis der Elektrophaese von Alter und Geschledht der
Tiere (MASSP und FUMIERE 1974 KRISTENSEN und FIRTH 1977. Einen
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mogli chen Einflusskann de Rasse haben, KIRK et a. (1975 zeigten, dassas- und k-

Fraktionen bei Ponies eine hohere Konzentration besalRen, als bei Pferden.

2.3.2.1 Albumin

Bel dem meist basischen pH-Wert, der fir die SPE gewdhlt wird, ist Albumin das
Serumprotein, welches die stérkste negative Ladung besitzt. Aus diesem Grund wandert
es am wetesten in Richtung der Anode (KANEKO 1980. Da Albumin
physiol ogischerwei se das Serumprotein mit der hdchsten Konzentrationist, stellt es sch
als prominentester Peak im Elektropherogramm &aiiN 1993b,KANEKO 1980).

Beim Pferd stellt sich der Albumin-Peak haufig nicht symmetrisch dar. Verschiedene
Autoren beschrieben an der kathodalen Seite @ne sogenannte ,, Schulter”, unabhéngig
von der von ihnen verwendeten Elektrophaesemethodk (BIERER 1969 MASSP und
FUMIERE 1974 KIRK et al. 1975 KRISTENSEN und FIRTH 1977 BIAGI 198Q
KANEKO 1980,KEAY und DOXEY 1981 MATTHEWS 1982. Da keine Angaben
Uber eine Heterogenitdé von Albumin valiegen, muss es sch hierbel um eine
Uberlappurg mit der Proteinbande dénes Globuins handeln (KRISTENSEN und FIRTH
1977). KRISTENSEN und FIRTH (1977 gaben an, dass die Schulter ausnahmslos
vorhanden war. Auch KANEKO (1980 beschrieb das Vorhandensein deser Schulter,
die prominenter wurde, wenn de Konzentration an Albumin abnahm oder wenn eine
akute Entziindurg vorlag. Trotzdem wurde sie von ihm dem Albumin zugerechnet. Bel

den Ubrigen Autoren wurde sie als@obulin bezeichnet.

2.3.2.2 Globuline

Die Globuine wandern in der Elektrophaese in drei Hauptfraktionen: a, b- und g-
Globdine. Da sich im Serum etwa 100 \erschiedene Proteine befinden (KANEKO
1980, wird deutlich, dassdie @nzelnen Fraktionen aus einem Gemisch verschiedenster
Proteine bestehen missen. Nadh dem Albumin sind de aGlobuine die Globuine mit
der stérksten negativen Ladung. Sie wandern dicht hinter dem Albumin in Richtung der
Anodg, gefolgt von den b-Globdinen. Die g-Globuine wandern kaum, falls doch zeigen
sie eher eine Wanderung in Richtung der Kath@edNEKO 1980).
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Die Interpretation des Elektropherogramms zeigt bei verschiedenen Autoren grofe
Unterschiede bezlglich der Globdine, wurebhdngig von dr gewdhlten
Elektrophaesemethodk. Die Anzahl der einzeln zu urterscheidenden Fraktionen liegt
bei drei (BIAGI 1980, vier (EK 1970 OSBALDISTON 1972 PIERCE 1975 BIAGI
1980 COFFMAN 1981 GREEN et a. 1982 COFFMAN 1969 CHABCHOUB und
GUELFI 199)), funf (KAN EKO 1980,BIAGI 1980 MAIR et a. 1993 FLOTHOW und
DEEGEN 1994 TRUMEL et a. 1999, sedhs (MASSP und FUMIERE 1974 KIRK et
al. 1975 KEAY undDOXEY 1981, MATTHEWS 1982, sieben (BIAGI 1980 KEAY
und DOXEY 1981 oder neun (BIERER 1969 KRISTENSEN und FIRTH 1977
Fraktionen.

Wird fir die Elektrophaese hdamolytisches Serum verwendet, kann es durch de Bildurg
von Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexen zu einer Erhdhurg der a- bzw. by-Fraktion
kommen(TRUMEL et al. 1996)

2.3.2.2.1 a-Globuline

Zu den wichtigsten in der a-Fraktion aufzufindenden Globuinen gehdren: verschiedene
Akut-Phase-Proteine  (ax-Makroglobuin, Haptoglobin, &-saures Glykoprotein,
Ceruloplasmin, Serum Amyloid A), Protease-Inhibitoren (z.B. &-Antitrypsin) und
Lipoproteine (HDL, LDL, VLDL) (KANEKO 1980,JAIN 1993b).

Von cn Globuinen zeigen de aGlobdine des Pferdes die deutlichsten Unterschiede
im Vergleich mit Mensch undanderen Tieren (ERICKSON 1975. Sie stellen zudem die
Globuinfraktion dar, die beim Pferd am unterschiedlichsten von \erschiedenen Autoren
interpretiert wurde. Dies aufert sich va in der Interpretation der , Schulter am
Albumin (siehe Kap. 2.3.2.1 S. 46). In der Uberwiegenden Zahl der Untersuchurngen
wurden de aGlobdine in zwel Unterfraktionen getellt (EK 1970 PIERCE 1975
KANEKO 1980,COFFMAN 1981 GREEN et al. 1982 MATTHEWS 1982 BAUER
et a. 1985 CHABCHOUB und GUELFI 1991, MAIR et a. 1993 FLOTHOW und
DEEGEN 1994). OSBALDISTON (1972 ermittelte keine Unterteilung der a-Globuine,
KRISTENSEN und FIRTH (1977 beschrieben hngegen sedis verschiedene
Unterfraktionen. Auch drei (MASSP und FUMIERE 1974 KIRK et a. 1975 und ver
(BIERER 1969 KEAY und DOXEY 1981) Untereinheiten wurden beschrieben. Uber

die Grinde fur diese verschiedenen Interpretationen bestehen keine Informationen, auch
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ist die Zahl unabhangig von der gewahlten Methodk. Wichtig ist hierbel zu bemerken,
dass die Autoren verschieden grofe Abschnitte im Elektropherogramm den a
Globulinen zuordneten.

Eine Erhdhurg der a-Globuine wird bei verschiedenen Erkrankungen beobadhtet: im
Verlauf der Akut-Phase-Reaktion der Entzindurg (KANEKO 1980, JAIN 1993b,
FLOTHOW und DEEGEN 1994, bel subakuten und chronischen Entziindurgen
(JEFFCOTT 1971, FLOTHOW und DEEGEN 1994 und ke verschiedenen
Tumorerkrankungen (FLOTHOW und DEEGEN 1994). MAIR et a. (1993 zeigten bei
adulten Pferden mit akuter Diarrhoe, dass zwischen einer Erh6hurg der Konzentration
von a-Globuinen und eém Verlauf der Erkrankung ein relativ enger Zusammenhang
bestand; Pferde, die verstarben oder aufgrund infauster Prognose euthanasiert wurden,
zeigten signifikant hohere Konzentrationen. Die Autoren sahen eine Zunahme der Akut-
Phase-Proteine als UrsadMAIR et al. 1993)

Pferde mit COB weisen keine Verénderungen der a-Globuine aif (CHABCHOUB und
GUELFI 1991)

2.3.2.2.2 b-Globuline

Zu den b-Globuinen werden gezéhlt: Komplement-Proteine, Transferrin undein Teil
der Immunglobdine (IgM, 1gG(T) und IgA) (KANEKO 1980, JAIN 1993). Im
Unterschied zu den a-Globdinen bestehen bel der Definition und Aufteilung der b-
Globuine kaum Differenzen zwischen verschiedenen Autoren. In der Regel werden
zwei Unterfraktionen beschrieben (OSBALDISTON 1972 MASSP und FUMIERE
1974 KIRK et a. 1975 KRISTENSEN und FIRTH 1977, KAN EKO 1980,KEAY und
DOXEY 1981, MATTHEWS 1982 BAUER et al. 1985 MAIR et al. 1993 FLOTHOW
und DEEGEN 1994). Nur selten ist zu beobaditen, dassdie b-Fraktion richt unterteilt
wurde (PIERCE 1975 EK 1970 COFFMAN 1981, GREEN et al. 1982 CHABCHOUB
und GUELFI 1997). BIERER (1969 war der Einzige, der drel Untergruppen fand.
Erklérungen fir diese unterschiedlichen Interpretationen werden nicht gegeben, sie sind
unabhangig von der Methodik.

Mehrfach wird von einer Erhéhurg der b-Globuine im Zusammenhang mit
Strongylidenbefall (v.a. kleine Strongyliden) berichtet (JEFFCOTT 1971, AMBORSKI
et a. 1974 HERD und KENT 1986 MAIR et a. 1993 FLOTHOW und DEEGEN
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1994. MAIR et a. (1993 stelten fest, dass von 22 umersuchten Pferden mit
Cyathostomen-Befall nur 10 Pferde stark erhdhte bi-Globuine zeigten, alle anderen
Pferde lagen im Normbereich. Sie schlossen daraus, dass $ark erhéhte Werte en Indiz
fur das Vorliegen einer Cyathostominose sein konrten, wohingegen namale Werte
diese Diagnose nicht ausschlief3en. HERD und KENT (1986 untersuchten Pony-
Jahrlinge, die fortwdhrend einer mit Strongyliden (grofe Strongyliden und
Cyathostomen) kontaminierten Weide ausgesetzt waren. Sie zeigten bei regelmaidiger
Entwurmung keine Veradnderungen der b-Globdine. Erst wenn de Weide zusétzlich mit
Trichostrongylus axei ,infiziert* war, kam es zu einer hochgradigen Zunahme der b-
Globuine. Nadc erneuter Entwurmung kam es zu einem Abfall der b-Globuine in den
Normbereich, was die Autoren a's Therapieafolg deuteten. Bei adulten Ponies war eine
Zunahme der b-Globuine aich ohre regelméfdige Entwurmung nicht festzustellen
(HERD und KENT 1986. MIRCK (1980 ermittelte @nen Anstieg der b-Globuine
bedingt durch eine Infektion mit Strongyliden. Es bestand ein quantitativer
Zusammenhang zwischen der Konzentration der b-Globuine und der Anzahl der
histiotrophen Strongyliden-Larven.

Pferde mit COB zeigen keine Abweichurgen im Gehalt der b-Globdine
(CHABCHOUB und GUELFI 1991)

2.3.2.2.3 g-Globuline

Bel den Proteinen der g-Globuine handelt es sch ausschliefdich um Immunglobuine
(Ig). Beim Pferd sind des IgG, IgM, IgE undIgA. Zu berticksichtigen ist hierbei, dass
IgA und ein Subtyp des IgG [IgG(T)] in der b,-Fraktion undigM zwischen by- und g-
Globuinen wanderten (MAKIMURA et a. 1979. Die verschiedenen Subtypen vonlgG
[1gGa, 1gGb, IgGc, 1gG(T)a, 1gG(T)b] stellen den grofden Antell der Immunglobuine
im Serum von PferdefMAKIMURA et al. 1975 JAIN 1993b,TIZARD 1996)

Bis auf wenige Ausnahmen, bei denen de Fraktion in zwel Unterfraktionen geteilt wird
(BIERER 1969 MATTHEWS 1982, werden de g-Globuine von den verschiedenen
Autoren als einheitliche Fraktion betrachtet.

Eine Zunahme der g-Globuine (payklonale Hypergammaglobuindmie) spricht fur das
Vorliegen einer subakuten bis chronischen Erkrankung (JEFFCOTT 1971 SCHALM
197%, COFRMAN 1981, KANEKO 1980, WUIICKHUISE-SJIOUKE 1984 JAIN
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1993b, FLOTHOW und DEEGEN 1994). Gelegentlich ist das sgenannte ,b-g-
bridging* zu beobadten, hierbei verwischt der Ubergang zwischen der b- und cbr g-
Fraktion, wverursacht durch einen Anstieg an IgM und IgA (KAN EKO 1980. Fand sich
im Bereich der g-Globuine an einzelner Pe&k, was bei Pferden einen dulerst seltenen
Befund drstellte, war dies Zeichen einer monoKonalen Hypergammaglobuinamie,
welche durch Neoplasien verursacht sein kaadN 1993b).

Bel chronischen Durchfdllen war i.dR. ein Mangel an g-Globuinen nachweisbar,
COFFMAN (198]) fuhrte dies darauf zurtick, dassdurch derelativ lange Synthesedauer
der g-Globuine die Verluste Uber die geschadigte Darmschleimhaut nicht ausreichend
kompensiert werden kénnen.

JEFFCOTT (1971) und WUIJCKHUISE-SJOUKE (1984 beschrieben de Erhohury
der g-Globuline als typisches Zeichen einer chronischen Entziindung.

Bel an COB erkrankten Pferden ist eine Erhdohurg der g-Globdine festzustellen
(CHABCHOUB und GUELH 1991, FLOTHOW und DEEGEN 1994. Bsi
CHABCHOUB et d. (1991 zeigten alerdings nur 11 von 30 utersuchten Tieren dese
Erhohurg. Bel anderen Autoren werden dese Verdnderungen nicht beschrieben
(ROBINSON et al. 1996/ANDENPUT und LEKEUX 1996)

COFFMAN (1981) gab zu bedenken, dass maoglicherweise auch de regelméliig
durchgefuhrten Impfungen bei &dlteren Pferden zu einer Erh6hurg der g-Globdine
fihren kdnnten.

Ein fast vollstandiges Fehlen an g-Globdinen ist physiologisch festzustellen bei
neugeborenen Fohlen, de noch kein Kolostrum aufgenommen haben, und @thologisch
bei Araberfohlen, de & der autosoma rezessv vererbten kombinierten
Immunodfizienz (CID) leiden (KANEKO 1980, JAIN 1993b, FLOTHOW und
DEEGEN 1994)
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

31 MATERIAL UND METHODEN

3.1.1 PATIENTENMATERIAL

Um Zusammenhange zwischen ausgewahiten Entzindurgsparametern im Pferdeblut zu
untersuchen, wurden retrospektiv Blutuntersuchungen ausgewertet. Die Blutproben
stammten von Pferden, de von Januar 1997 hbs September 1999in der Medizinischen
und Gerichtlichen Veterinarklinik 1 (MVK 1), Profesaur fur Innere Krankheiten odes
Pferdes, der Justus-Liebig-Universitét Gief3en zur stationdren Behandung vorgestellt
wurden. Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde je Patient eine Probe untersucht.
Ausgewertet wurden bel allen Pferden folgende Parameter: Gesamtleukozytenzahl,
Differentialzellbild, Blutsenkungsregtion, Hamatokrit, Fibrinogen, Gesamteiweil3,
Albumin und Globuline.

Zusétzlich wurde bei einem Teil dieser Patienten (von denen Serum verflgbar war) eine

Serumproteinelektrophorese (SPE) durchgefihrt.

3.1.2 EINTEILUNG DER PATIENTEN IN GRUPPEN

Das vorhandene Patientenmaterial wurde in drei Gruppen eingeteilt.

Ausgeschloseen wurden Patienten, bei denen nicht alle bendtigten Parameter der
labordiagnostischen  Blutuntersuchungen vorlagen. Ausgeschlosen wurden weliter
Patienten, bel denen keine e@ndeutige Diagnose gestellt werden konrie, bzw. deren
Erkrankung eine Einteilung in eine der drei vorgegebenen Gruppen nicht zuliel3.
Die Einteilung in die drei Gruppen erfolgte nach folgenden Kriterien:

Bel Gruppe 1 handelt es sch um die Kontrollgruppe. Die Tiere zeigten zum Zeitpunkt
der  Blutentnahme an  urgestortes  Allgemeinbefinden, keine  ehdhe
Korperinnentemperatur und de klinische Untersuchung ergab keinerlel Hinweis auf
eine entziindiche Erkrankurg. In deser Gruppe befinden sich vor alem Pferde, die in
0g. Klinik en bis drei Tage vor der Blutentnahme wegen Koliksymptomatik

vorgestellt wurden.
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Die Patienten der Gruppe 2 zeigten eine mittel- bis hdchstgradige Stérung des
Allgemeinbefindens, die mit und ohre Fieber einherging. Die klinische Untersuchurg
der Tiere e@gab Anzeichen fur das Vorliegen einer entziindichen Erkrankung. Die
Dauer der Erkrankung bei Vorstellung lag zwischen einem Tag und vier Wochen.
In Gruppe 3 befinden sich de Pferde, bei denen klinisch eine COB (chronisch
obstruktive Bronchitis) diagnostiziert wurde.

500 Pferde konrten einer dieser Gruppen zugeteilt werden. 300 Tiere befinden sich in
Gruppe 1, in Gruppe 2 wurden 107 Pferde engeordnet, auf die Gruppe 3 entfielen 93
Pferde. Innerhalb der Gruppen 1 und 2wurden zusétzlich Sensitivitét und Spezifitét fur
folgende Parameter berechnet: Gesamtleukozyten, Fibrinogen, Gesamteiweil3 und
Albumin (siehe Kap. 3.2.4 S. 81 ff.). Die Vertelung der 500 Patienten in

unterschiedliche Rassen, Alter und Geschlecht der Tiere ist der Tabelle 4 zu entnehmen.

Tab. 4:  Rasse, Alter und Geschlecht der Patienten
Rasse gesamt | Wallach | Stute | Hengst Alter? SPE?®
(n) (n) (n) (n) (x£s) (n)
Warmblut 360 175 161 24 9,7+54 251
Kleinpferdé 96 47 44 5 9,3+5,8 62
Vollblut 22 5 13 4 9,4+5,2 14
Araber 11 2 8 1 76 £55 7
Kaltblut 11 4 3 4 5,3+3,6 7
gesamt 500 233 229 38 95+55 341

! = Gruppe umfasst: Islander, Haflinger, Reitponys, Norweger, Shetlandponies

2= In Jahren

% = durchgefiihrte Serumproteinelektrophoresen
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3.1.3 LABORDIAGNOSTISCHE BLUTUNTERSUCHUNGEN

3.1.3.1  Blutentnahme und Bearbeitung der Proben

Die Blutentnahme afolgte durch Punktion der Vena jugularis externa bzw. Entnahme
Uber einen in der Vene liegenden Verweilkatheter. Hierbei wurden heparinisierte
Kunststoffrohrchen,  Glasrohrchen ohre  gerinnurgshemmenden  Zusatz  und
Glasrohrchen mit Zusatz von Natriumzitrat direkt beflillt. Die Blutuntersuchungen mit
Ausnahme der Elektrophaese wurden vonroutiniertem Personal im Labor der MVK |
durchgefiihrt. Die Elektrophoresen wurden von der Autorin selbst durchgefihrt.
Zellzahimesaung, Anfertigung eines Blutausdriches, Bestimmung der Blut-
senkungsreektion und Plasmagewinnurg erfolgten innerhalb von 2 Stunden nach
Blutentnahme. Mesaungen aus dem Plasma eafolgten innerhalb von 4 Stunden.
Serumproben wurden innerhalb von 6Stunden duch Zentrifugation bei 14009 fur 20
Minuten gewonren, in Eppendafgeféie agefillt und anschlieffend kis zur welteren
Verwendung bei -18 °C gelagert.

3.1.3.2  Routinebestimmungen

Im Rahmen der Routinebestimmungen erfolgte die Mesaung folgender Parameter:
Leukozytengesamtzahl, Differentialzellbild, Blutsenkungsre&ktion, Hamatokrit,
Gesamteiweil3, Albumin, Globuline und Fibrinogen.

Die Blutsenkungsre&ktion wurde mit der Standzylindermethode durchgefiihrt. In einem
10 ml Glasréhrchen (Durchmesser 1cm) wurden 2 ml Natriumzitrat (3,8 %ig) vorgelegt.
Anschli effend wurde das R6hrchen wahrend der Venenpunkion drekt mit 8 ml Vollblut
aufgefullt und duch varsichtiges vertikales Schwenken vermischt. Senkungswerte in
Millim etern wurden nach 30 Minuten ummittelbar an der Skala des Rohrchens
abgelesen. Diese Skalaist so kalibriert, dass0,1 ml Volumen einer Senkungsdredke von
1 mm entspricht.

Die Hamatokritmessung wurde mit Hilfe ener Mikrohdmatokritzentrifuge (Hettich,
Tuttlingen) durchgefihrt.
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Die Bestimmung der Leukozytengesamtzahl erfolgte durch den Microcdlcourter F 800
(Sysmex, Hamburg). Das Differentialzellbild der Leukozyten wurde manuell durch
Auszahlen von 100 Zellen im Pappenheim-gefarbten Ausstrich erstellt.

Die Fibrinogenkorzentration des Blutes wurde mit dem Testsystem Multifibren” (Dade
Behring Marburg GmbH, Marburg) ermittelt. Dieses Testsystem bestimmt den Gehalt
an Fibrinogen mit der Methode nach Clauss.

Mit Hilfe des Cobas Mira plus (Roche Diagnaostika, Grenzadch) wurden Gesamteiwei(3-
(GE) und Albumingehalt im Blutplasma bestimmt (GE mittels Biuret, Albumin duch
Bromcresolgriin). Die Konzentration an Globuinen im Plasma wurde durch Subtraktion

der Albumin- von der GE-konzentration berechnet.

3.1.3.3  Serumproteinelektrophorese (SPE)

Eine Elektrophaese wurde bei 341 der 500 Patienten, von cenen Serum verfugbar war,
von der Autorin duchgefuihrt. Hierbei wurden 202 Pferde der Gruppe 1, 76 Pferde der
Gruppe 2 und 63 Pferde der Gruppe 3 untersucht.

Die fur die Elektrophaese verwendeten Serumproben wurden bis zur Analyse bel -
18°C gelagert. Die Lagerungsdauer betrug 4 Wochen hbis 1,5 Jahre. Fir die Bestimmung
wurden de Proben bei Zimmertemperatur aufgetaut, duch varsichtiges Schwenken
grundich gemischt und anschlief3end fir 30 Sekunden bei 15009 zentrifugiert. Fur die
SPE wurde der Uberstand verwendet.

Die Elektrophaese eafolgte durch das Elektrophaesesystem Paragon” (Bedkman
Instruments, USA). Verwendet wurde das hochauflésende Agarosegel SFE-II (1%
Agarose, 1,246 Tris Barbital-Aspartat-Puffer) des Herstellers. 50 ul jeder Serumprobe
wurden im Verhdtnis 1:4 mit 200 pl des mitgelieferten B 2-Barbitalpuffers (pH 8,6,
0,075M) vermischt. Die Laufzeit betrug 25 Minuten bei einer Stromstérke von 100V olt
und einem pH-Wert von 8,6.Die Gele wurden mach Angabe des Herstellers fixiert,
getrocknet und mit Paragomlau (0,5% Aminonaphtol-Schwefelsaure) gefarbt.
Die Auswertung der Gele wurde mittels Appraise”-Densitometer (Bedkman
Instruments, USA) bei einer Wellenlange von 600 m durchgefiihrt. Die Eintellung der
Einzelfraktionen erfolgt bei dem Gerét nach der ,, Drop-line“-Methode (siehe 2.3.9. Die
Begrenzungen sind leliebig zu setzen, das Gerét beredhnet die entsprechende Fladhe in

dem abgegrenzten Bereich in Prozent der Gesamtflache, wobel diese dem Gehalt an
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Gesamteiweil3 im Serum entspricht. Es wurde in 6 Fraktionen urterteilt: Albumin, ay-,
&-, bh-, bp- undg-Globuine, wobei die , Schulter” an der kathodalen Seite des Albumin
Zu den a-Globuinen gezahlt wurde. Grundage fir die Berechnurg der absoluten Werte
der Einzelfraktionen waren die unmittelbar nach Probenentnahme emittelten Werte des
Gehaltes an Gesamteiweil3. Da diese Werte im Plasma gemessen wurden, wurden von
ihren jewell s die emittelte Menge an Fibrinogen, welchesim Serum nicht enthalten ist,
subtrahiert.

Um eine mdgli chst objektive Bewertung der Elektropherogramme zu erreichen, wurden
samtliche Auswertungen von der Autorin innerhalb von zwei Tagen durchgefihrt.
Zudem erfolgten de Auswertungen anornym, d.h.Besitzer- und Pferdename waren zum
Zeitpunkt der Auswertung durch einen Zahlencode asetzt, ebenso war der Autorin nicht

bekannt, welcher der drei Gruppen der Patient zugeordnet worden war.

3.1.3.4. Lagerungsversuch von Seren

Fur die Ermittlung absoluter Konzentrationen der Eiweil¥fraktionen aus den
prozentualen Werten des Elektropherogramms wird de Konzentration an Gesamteiweil3
im Serum bendtigt. Da die Serumproteinelektrophaesen (SFE) nadch urterschiedlicher
Lagerungsdauer der Serumproben bei -18°C durchgefiihrt wurden, schien es notwendig
zu Uberprifen, ob de Bestimmung v.a des Gesamteiwell- aber auch des
Albumingehaltes von der Lagerung beeinfluf3t wird.

Hierfir wurden von 8 klinisch ureuffalligen Pferden (6 Warmbliter, 2 Katbllter; 4
Stuten, 2 Walladhe, 2 Hengste; 3,5 his 18 Jahre) nach oben genannter Methode
Serumproben gewonren. In desen Proben wurden Gesamteiweil3- und Albumingehalt
direkt gemesen und Serumproteinelektrophaesen duchgefiihrt. Das Serum wurde
anschlief3end in mit einer Gummidichtung versehene Schraubdedkelgefalie diqudiert,
so dass fur jede Folgeuntersuchung ein eigenes Probenvolumen zur Verfiigung stand,
und lel -18°C gelagert. Erneute Mesaungen erfolgten eine und ver Wochen nad

Serumgewinnung sowie in der Folge zweimal im Abstand von 5 Wochen.
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3.1.4 STATISTISCHE METHODIK

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Statistikprogrammpaketes
BMDP/Dynamic, Release 7.0 (DIXON 1993 auf den Rechnern der Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-
Liebig-Universitét Giefl2en. Die graphischen Darstellungen und Tabellen wurden mit
Hilfe der Progranme Excd® (Version 7.0 bzw. Word® (Version 7.0 der Firma
Microsoft (USA) erstellt.

Zur Datenbeschreibung wurden mittels des Programmes BMDPID arithmetische
Mittelwerte (X), Standardabweichurgen (s), Minima (Xmn), Maxima (Xmax) und
Stichprobenumfénge (n) beredhnet und tabell arisch wiedergegeben. Mit dem Programm
BMDP2D wurden de Daten auf ihre Normalvertellung Uberprift, bei rechtsschiefer
Vertellung positiver quantitativer Merkmale wurde ane logarithmische Transformation
der Daten duchgefuihrt. Hierbei wurden Nullwerte durch den halben Wert der unteren
Nadweisgrenze asetzt, da das Logarithmieren der Null nicht mdglich ist. Die
Datenbeschreibung wurde dann duch geometrische Mittelwerte (Xg) und Streufaktoren
(SF) vorgenommen. Die Darstellung der Streufaktoren erfolgte in deri@eﬁﬁil.

Zur dtatistischen Prafung des Gruppeneinflusses auf Signifikanz wurde bel den
angendhert normalverteilten Merkmalen eine dreifaktorielle Kovarianzanalyse ohre
Wedselwirkungen mit dem Programm BMDP2V durchgefiihrt. Als Einflusfaktoren
wurden de Variablen Gruppe, Geschlecht und Rass (qualitativ) sowie das Alter
(quantitative Kontrollvariabele) Uberprift. Bel  signifikantem Resultat wurde
anschlief3end ein paaweiser Gruppenvergleich (zwischen Gruppe 1 und 2 law. 1 und 3
mit demselben Verfahren duchgefiihrt. Bei den paaweisen Gruppenvergleichen wurde
fur den a-Fehler eine Adjustierung nach Bonferroni vorgenommen. In den graphischen
und tabell arischen Darstellungen der Daten finden sich die rohen Mittelwerte, welches
die teilweisen hohen Streuungswerte erklaren kann.

Es wurden folgende Benennungen der Signifikanzen verwendet:

p< 0,001 : hoch signifikant (in Tabellen und Abbildungen: ***)
p<001 :signifikant (in Tabellen und Abbildungen: **)
p<0,05 :schwach signifikant (in Tabellen und Abbildungen: *)
p>0,05 :nicht signifikant (ns) (in Tabellen und Abbildungen: ns)
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Die Untersuchung der Zusammenhénge efolgte bei den guantitativen Merkmalen mit
Hilfe von Korrelationsanalysen duch das Programm BMDP6ED. Die Angabe der
Zusammenhange efolgte durch den Korrelationskoeffizienten (r). Bel der Benennurg

von Signifikanzen wurden o0.g. Bezeichnungen verwendet.
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3.2 ERGEBNISSE

3.2.1 AUSWERTUNG DER ROUTINEBESTIMMUNGEN

Im Folgenden  werden de Ergebnise  der Routinebestimmungen
(Leukozytengesamtzahl, Differentialblutzellbild, Blutsenkurgsresktion, Hamatokrit,
Gesamteiweil3, Albumin, Globuline und Fibrinogen) aufgefiihrt und besprochen.

Eine tabell arische Ubersicht aler Mittelwerte und Standardabwei chungen/Streufaktoren

der Routinebestimmungen ist im Anhang (Tab. 1) aufgefihrt.

3.2.1.1  Leukozyten

Von adlen Patienten wurden folgende Parameter ausgewertet: Anzahl der
Gesamtleukozyten, Lymphazyten, Monazyten, segmentkernigen und stabkernigen
neutrophile Granulozyten.

Eine Ubersicht der geometrischen Mittelwerte (Xg) und Streufaktoren (SF) ist in Tabelle
5 aufgefihrt.

Bei den Werten konren keine fur den Kliniker relevanten Unterschiede zwischen den

drei Gruppen ermittelt werden.

Zur Uberpriifung von Zusammenhéngen wurden Korrelationsfaktoren (KF) zwischen
den Gesamtleukozyten und folgenden Parametern bestimmt: Gesamteiwell3 in Serum
und Plasma (direkt bestimmt), Albumin (direkt und mit SFE bestimmt), Globuine
(direkt und mit SFE bestimmt) sowie Globuinfraktionen. Hierbei wurden all e Patienten
einbezogen.

Klinisch relevante Korrelationsfaktoren (r > 0,5 bzw. r < -0,5) wurden nicht gefunden.

Eine tabellarische Ubersicht der einzelnen Werte ist im Anhang (Tab. 1I) aufgefiihrt.
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Tab.5:  Mittelwerte &) und Streufaktoren (SF) der Leukozytenzahlen

Parameter Einheit Gruppe Xg SF
1 7,86 1,27
Gesamt- X101 2 9,40 1,63
Leukozyten 3 9,08 1,28
1 2,27 1,56
Lymphozyten x10%/ 2 2,52 1,75
3 2,76 1,48
1 0,05 3,48
Monozyten x10%/1 2 0,07 4,10
3 0,07 4,06
segmentkernige 1 5,03 1,43
neutrophile x10%/ 2 5,61 2,19
Granulozyten 3 5,59 1,44
stabkernige 1 0,16 1,19
neutrophile x10%/ 2 0,19 1,62
Granulozyten 3 0,16 1,29

Gruppe 1= Kontrollgruppe Gruppe 2 = Entziindungsgruppe  Gruppe 3 = Pferde mit COB

3.2.1.2  Blutsenkungsreaktion (BSR)

Abbildung 2 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen der BSR der drei
Gruppen. Gruppe 1 (37,5% 14,6 mm/30min) und Gruppe 3 (36,0 = 13,9 mm/30min)
unterscheiden sich nicht. Der Mittelwert von Gruppe 2 liegt mit 51,5+ 20,3 mm/30min

statistisch signifikant héher.
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Abb. 2. Mittelwerte und Standardabweichungé&ng) der BSR

3.2.1.2.1 Einfluss der Rasse auf diSR

Von HAMMERL (1982 wurde bel klinisch ureuffélligen Pferden ein Einfluss der
Rasse aif die Blutsenkurgsreaktion (BSR) bei Durchfihrung der Standzyli ndermethode
(und anderer Methoden) ermittelt. Dies wurde in der vorliegenden Untersuchurng
ebenfalls Gberprift. Hierbel wurden nu die Patienten der Kontrollgruppe (Gruppe 1)
einbezogen, um erkrankungsbedingte Ursachen als Einflussfaktoren auszuschlieRen.
Abbildung 3 zeigt Mittelwerte und Standardabweichurngen der BSR unterschieden nach
Rasen. Es lasen sich keine fur den Kliniker relevante Unterschiede aifgrund

verschiedener Rassen erkennen.
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Abb. 3:  Mittelwerte und Standardabweichungé&ng) der Blutsenkungsreaktion bei

klinisch unaufféalligen Pferden verschiedener Rassen

3.2.1.2.2 Zusammenhange zwischen der BSR und ausgewahlten Parametern

Von folgenden Parametern wurden Korrelationsfaktoren (KF) mit der BSR bestimmt,

um mdgliche Zusammenhdnge aifzuzeigen: Hamatokrit, Gesamtleukozytenzahl,
Gesamteiweil3 in Serum und Plasma (direkt bestimmt), Fibrinogen, Albumin (direkt und
mit SPE bestimmt), Globuline (direkt und mit SPE bestimmt) und Globulinfraktionen.
Als mit Sicherheit nicht relevant wurden KF angesehen, bei denenr < 0,5 kew. r > -0,5
waren. Aus diesem Grund werden im Folgenden nu KF vonr = 0,5 kew. r < -0,5
aufgefuihrt. Eine tabell arische Ubersicht aller Korrelationsfaktoren ist im Anhang (Tab.

Il - V) aufgefihrt.

Bel den Warmblitern (n=360 kzw. 251 ke SFE) ergeben sich fir folgende Parameter in
absteigender Folge statistisch signifikante Korrelationsfaktoren: Fibrinogen (r= 0,62

und Globuline (r= 0,51, direkt im Plasma gemessen).

Bel den Kleinpferden (n=96 lezw. 62 kei SFE) ergeben sich mehr mdglicherweise
klinisch relevante und dsatistisch signifikante Korrelationsfaktoren as bei den
Warmblitern. In absteigender Reihenfolge trifft dies fur folgende Parameter zu:
Globdine (r= 0,75, duch SFE ermittelt und r= 0,72, drekt im Plasma gemessn), b-
Globuine (r= 0,68, aGlobdine (r= 0,64, Gesamteiweil3 in Plasma und Serum (r= 0,63
bzw. r= 0,56) und Fibrinogen (r= 0,57).
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Die Gruppe der Vollbluter ist mit 22 Tieren (14 bei SFE) deutlich kleiner as die beiden
vorherigen Gruppen. Gleichwohl sind auch hier mdgliche klinisch relevante und
statistisch signifikante Korrelationen zu beredhnen, in absteigender Reihenfolge bei
folgenden Parametern: Globuine (r= 0,79, duch SFE ermittelt), Fibrinogen (r= 0,71),
b-Globuine (r= 0,71), Hamatokrit (r= -0,65, Gesamteiweild in Plasma und Serum (r=
0,63 kzw. r= 0,53, Gesamtleukozyten (r= 0,60, aGlobdine (r= 0,6), Globdine (r=
0,53, direkt im Plasma gemessen) und Albumin (r=-0,53, durch SPE ermittelt).

Bel Arabern undKaltblitern zeigen sich nu wenige klinisch eventuell relevante und
statistisch signifikante Korrelationen der BSR mit den ausgewahlten Parametern.
Aufgrund dr kleinen Anzahl an Patienten (je 7 Tiere pro Rass) liefden sich keine
statistisch signifikanten Korrelationen der BSR mit den elektrophaetisch ermittelten
Fraktionen berechnen.

Bel den Arabern (n=11) bestehen urter Umstéanden klinisch relevante und statistisch
signifikante Korrelationen zwischen der BSR und Fibrinogen (r= 0,71) und cn im
Plasma gemessenen Globulinen (r= 0,73).

Bel den Kaltblitern (n=11) finden sich moglicherweise relevante und statistisch
signifikante Korrelationen zwischen der BSR und den Gesamtleukozyten (r= 0,71), dem
Gesamteiweil3 in Plasma und Serum (r= 0,76 kzw. r= 0,65 und den drekt im Plasma

gemessenen Globulinen (r=0,71).

3.2.1.3 Hamatokrit

Bel den Mittelwerten und Standardabweichurngen des Hamatokrits ergeben sich keine
far den Kliniker relevanten Unterschiede: 0,35:0,04 1/ fir Gruppe 1, 0,34:0,07 I/l fur
Gruppe2 und0,38+0,04 I/l fur Gruppe 3.
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3.2.14 Proteine

Die Mittelwerte und Standardabweichungen/Streufaktoren der im Folgenden néher
beschriebenen Proteinfraktionen sind zur Ubersicht in den Abbildungen 4, 5 und 6

dargestellt.

3.2.1.4.1 Gesamteiweil} (GE)

Die Mittelwerte der Konzentrationen des GE im Serum und Plasma zeigen keine ds
klinisch relevant zu wertenden Unterschiede zwischen den drei Gruppen (Abb. 4).
Im Serum ergeben sich folgende Mittelwerte und Standardabweichungen: 58,0+ 5,7 g/l
fur Gruppe 1; 59,4 + 11,0 g/l fur Gruppe 2 und 59,0 £ 4,8 g/l fur Gruppe 3.

Im Plasmaliegen de Werte bel 60,7+ 5,8 ¢/l fur Gruppe 1, 63,8+ 11,2/l fur Gruppe 2
und 61,7 = 5,1 g/l fur Gruppe 3.

g/l
80 -

70
60 -

50

OGruppe 1
B Gruppe 2
B Gruppe 3

40 ~

30

20 ~

10 ~

Gesamteiweild Gesamteiweild
(Plasma) (Serum)

Abb. 4.  Vergleich der Mittelwerte und Standardabweichunges §) der GE-

konzentrationen der Gruppen 1 bis 3
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3.2.1.4.2 Albumin

Im Vergleich der Gruppe 1 mit der Gruppe 3 finden sich bei den Mittelwerten und

Standardabweichurgen des direkt im Plasma bestimmten Albumins keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Die Werte betragen 33,7+ 3,3 ¢/l fur die Gruppe 1 und 33,7

+ 2,9 g/l fur die Gruppe 3. Der Mittelwert der Gruppe 2 liegt trotz der grofReren
Standardabweichung mit 23,0+ 5,7 g/l statistisch signifikant niedriger. Ein Vergleich

der Werte von Gruppe 1 bis 3 ist in Abbildung 5 graphisch dargestellt.

3.2.1.4.3 Globuline

Auch bei den im Plasma eredneten Werten der Gesamtglobuine liegen de
Mittelwerte und Streufaktoren der Gruppen 1 und 3mit 26,41,2 g/l und 27,51,2* g/l
im selben Bereich. Der Mittelwert der Gruppe 2 ist mit 32,11,4" g/l statistisch

signifikant grofer. Abbildung 5 zeigt den graphisch dargestellten Vergleich zwischen

den Gruppen 1 bis 3.

g/l

*kk

*kk

O Gruppe 1
B Gruppe 2
B Gruppe 3

Albumin

Globuline

Abb.5:  Mittelwerte und Standardabweichungen/Streufaktoren von im Plasma ge-

messenem Albumirk(x s) und Globulin¥, - SFY)
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3.2.1.4.4 Fibrinogen

Ebenso wie bei den anderen Proteinen urterscheiden sich Mittelwerte und Streufaktoren
des Fibrinogen zwischen Gruppe 1 (2,51,3" g/l) und Gruppe 3 (2,61,3" g/l) nicht
voneinander. Der Mittelwert von Gruppe 2 liegt mit 4,01,5™ g/l statistisch signifikant
hoher.

Die Werte sind zur besseren Ubersicht in Abbildung 6 graphisch dargestellt.

*kk

g/l T 1

6 4

5 4
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> | ]
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abb. 6:  Mittelwerte und Streufaktoren des Fibrinogei%s-(sﬁl)

Zwischen Fibrinogenkoreentration und folgenden Parametern wurden Korrelations-
faktoren beredhnet: Gesamtleukozytenzahl, Gesamteiweil3 in Serum und Plasma (direkt
bestimmt), Albumin (direkt und mit SFE bestimmt), Globuine (direkt und mit SFE
bestimmt) und Globulinfraktionen.

Fur den Kliniker moglicherweise relevante und statistisch signifikante Korrelationen
ergeben sich lediglich fur die mittels SPE gemessnen absoluten Konzentrationen der
agesamt-Globuine (r=0,53 und dr a-Globuine (r=0,65. Eine tabellarische Ubersicht

aller signifikanten Korrelationsfaktoren befindet sich im Anhang (Tab.VI).
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3.2.2 AUSWERTUNGDER SERUMPROTEINELEKTROPHORESEN

Um eine moglichst objektive Beurteilung der Fraktionseintellung zu ermdglichen,
wurden de Elektropherogramme dler 341 Pferde anonym, d.h. ohe Angaben Uler
Besitzer, Pferdenamen oder Gesundreitszustand, von @ Autorin innerhalb von 2Tagen

ausgewertet.

3.2.2.1  Einteilung der Fraktionen

Abbildung 7 zeigt die in der vorliegenden Untersuchung durchgefihrte Eintellung der
Proteinfraktionen anhand eines Elektropherogramms eines klinisch urauffaligen
Pferdes. Die an der kathodelen Seite des Albuminpegks vorhandene ,, Schulter” (siehe
auch 2.3.2.) wurde den &-Globuinen zugerechnet. Fir dieses Beispiel ergaben sich
folgende prozentuale Anteil e der Proteinfraktionen: Albumin 54,6%, a-Globuine 13,6
% (0=6,8 lzw. 8=6,8 %), b-Globuine 18,2% (b;=9,1 kzw. b,=9,1 %) und g-Globuine
13,6 %.

Albumin &

Abb. 7:  Elektropherogramm eines klinisch unauffalligen Pferdes
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Durch rechnerische Auftellung des gemessenen Gesamteiweil3es von 58,9¢/l ergeben
sich folgende Absolutwerte der Faktionen: Albumin 32,2g/l, aGlobuine 8 g/l (=4
bzw. @=4 g/l), b-Globuline 10,8 g/l (55,4 bzw. b=5,4 g/I) und g-Globuline 8 g/I.

Die , Schulter* war eindeutig bei 272 der 341 Elektropherogramme zu erkennen, in den
Ubrigen 69 Féllen war sie nur sehr geringgradig ausgepragt, sodass eine e@ndeutige
Unterscheidung in Albumin und &-Globuin schwierig war. Gleichwohl wurde der
Beginn der ay-Fraktion immer an den kathodalen Schenkel des Albuminpedks gesetzt.
Die geringe Auspragung der , Schulter” fand sich in allen drei Patientengruppen. Ein

Beispiel fur die undeutliche Auspragung ist in Abbildung 8 zu sehen.

SO
Wit

Albumin & a& b b, g

Abb. 8:  Elektropherogramm mit undeutlich ausgepréagter Schulter am Albumin
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Eine weitere Schwierigkeit zeigte sich in der Differenzierung der by-Fraktion. Sie lief3
sich  bei 181 dr 341 Elektropherogramme @ndeutig differenzieren.
Elektropherogramme mit undeutlicher by-Fraktion fanden sich in alen de
Patientengruppen, jedoch deutlich seltener in der Gruppe 2. Ein Beispiel fir eine
schlecht ausgepragte-Braktion ist in Abbildung 9 zu sehen.

Albumina;, a& by b, g

Abb. 9:  Elektropherogramm mit undeutlich ausgepragtdrraktion

Insgesamt waren bel 28 der 341 Elektropherogramme sowohl , Schulter” als auch by-
Fraktion schwierig zu dfferenzieren. Hierbel gehodrten 20 Pferde zu Gruppe 1 und
jeweils 4 Pferde zu Gruppe 2 kezw. 3. Es war kein Einfluss von Alter undoder
Geschledht festzustellen. 24 dbr Pferde waren Warmbl tter, 4 Pferde gehdren zur Gruppe
der Kleinpferde.
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3.2.2.2  Beispiele fur veranderte Elektropherogramme

Elektropherogramme mit besonders auffélligen Verdnderungen des Kurvenverlaufs
fanden sich aus<chliefdich in der Gruppe 2. Ein Vergleich der prozentualen und
absoluten Aufteilung der Proteinfraktionen aler folgenden 7 Beispiele ist in den
Tabellen 6 und 7 (S. 74 und 75) aufgefuhrt.

Abbildung 10 zeigt das Elektropherogramm eines 1-jdhrigen Kleinpferdhengstes mit
larvaler Cyathostominose. Das Gesamteiweil3 ketrug im Serum 70,2 g/l. Die
elektrophaetisch ermittelte Albuminkorzentration ist mit 10,7 g/l deutlich erniedrigt.
Die Konzentrationen der Globdine betragen: a-Globdine 14,4g/l, b-Globuine 33,6 g/|
und g-Globdine 11,5¢g/l. Im Vergleich mit den Globuinkoreentrationen eines Klinisch
unauff dlli gen Pferdes (siehe 3.2.2.1 sind va. die Erh6hurg der Konzentrationen der a

und b-Globuline auffallend.
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Abb. 10: Elektropherogramm eines Pferdes mit larvaler Cyathostominose

Abbildung 11 zeigt das Elektropherogramm einer 3-jahrigen Kleinpferdstute mit akuter
Enteritis unbekannter Ursadche. Das Gesamteiweil3 im Serum betrug 64,7 g/l. Wie im
vorherigen Fal ist auch hier die Albuminkorzentration mit 19,8 g/l deutlich
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herabgesetzt. Die Konzentrationen der Globuine betragen 13,0g/I a-Globdine, 26,09/I
b-Globuine und 5,89/l g-Globdine. Auch hier auffalend ist die deutliche Erh6hurg

der a- und b-Globuline.

OO0 R L e
o e

Albumin a a& by b, g

Abb. 11: Elektropherogramm eines Pferdes mit akuter Enteritis

Auch bekterielle Infektionen beispielsweise mit Streptococcus equi subsp. equi fihren
zu Veranderungen des Elektropherogramms beim Pferd. In den Abbildungen 12 und 13
sind de Elektropherogramme zweier Pferde aifgezeigt, bei denen deser Keim as
Erkrankungsursache nachgewiesen werden konrte. Abbildung 12 zeigt das Beispiel
eines akut druseekrankten Pferdes. Bel dem anderen Pferd konrte e@n seit |angerem
bestehender Druseabszess diagnostiziert werden.

Das Elektropherogramm aus Abbildung 12 stammt von enem 2-jdhrigen
Warmblutwallach. Das Gesamteiweil3 betrug im Serum 69,0 g/l, die erecnete
Albuminkoreentration liegt bei 25,69/l. Die Konzentrationen der Globuine betragen: a
Globuline 13,6 g/l, b-Globuline 18,4 g/l und g-Globuline 11,5 g/l.

Abbildung 13 zeigt das Elektropherogramm eines 18-jahrigen Warmblutwall aches mit
einem Druseabszess Das Gesamteiweil3 betrug 92,9 g¢/l. Die dektrophaetisch
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ermittelten Eiweil3koreentrationen ergeben: 22,2 g/l Albumin, 12,1 g/l a-Globdine,
31,3 g/l b-Globuline und 27,4 g/l g-Globuline.

In beiden Fallen wiederum auffallend de deutliche Erhéhurg der Konzentrationen der
a und bGlobuine. Im zweiten Fall zeigt sich jedoch auch eine deutliche Erhdhurg der

g-Globuline.

GaOSsUCan

Albuming;, a by b, g

Abb. 12: Elektropherogramm eines Pferdes mit akuter Druse

Albumin gy, a& by b, g

Abb. 13: Elektropherogramm eines Pferdes mit Druseabszess
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Abbildung 14 zeigt ein weiteres Beispiel fur Veranderungen des Elektropherogramms
bei bakteriellen Infektionen des Pferdes. Es handelt sich um eine 6-jahrige Ponystute mit
eitrig abszedierender Dermatitis. Das Gesamteiweil3 betrug 65,1 g¢/l, Die
Serumproteinelektrophaese (SFE) ergibt fir die @nzelnen Fraktionen folgende Werte:
Albumin 23,6 g/l, a-Globuline 10,4 g/l, b-Globuline 21,7 g/l und g-Globuline 9,4 g/I.
Wiein den hisher gezeigten Beispielen liegt auch in desem Falle ene Erhohurg der a

und b-Globuline vor.

sra .

B

Albuming, & by b, g

Abb. 14: Elektropherogramm eines Pferdes mit eitrig abszedierender Dermatitis

Auch bei viralen Infektionen zeigten sich Veranderungen des Elektropherogramms beim
Pferd, wenngleich die Erh6hurg der Globuine nicht so ausgeprégt war, wie in den oken
aufgezeigten Beispielen bakterieller Infektionen.

Abbildung 15 zeigt das Elektropherogramm eines 3-jahrigen Warmblutwallaches mit
akuter nichteitriger, vermutlich wviral bedingter, hochgradiger Laryngitis. Das
Gesamteiweil3 betrug 68,1 g/l. Aus der SFE errechnet ergeben sich folgende Werte fur
die Proteinfraktionen: Albumin 29,5¢/I, a-Globuine 13,1 g/, b-Globdine 17,49/l und
g-Globuine 8,1 g/l. Diese Werte zeigen, dass auch bel viralen Infektionen ene

Erh6hung der a- und b-Globuline beobachtet werden kann.
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Albumin & &

Abb. 15: Elektropherogramm eines Pferdes mit nichteitriger hochgradiger Laryngitis

Das letzte Beispiel zeigt in Abbildung 16 das Elektropherogramm einer 18-jahrigen
Warmblutstute mit einem Plattenepithelkarzinom im Magen. Das Gesamteiwel (3 lag bei
53,9¢/l. Die SFE ergibt folgende Konzentrationen der Proteinfraktionen: Albumin 19,6
g/l, aGlobdine 13,4¢g/l, b-Globuine 13,9¢g/l undg-Globuine 7,0g/l. Im Vergleich mit
den Werten eines klinisch ureuffali gen Pferdes (3.2.2.1 zeigt sich die Erniedrigung der

Albuminkonzentration und erneut die Erh6hung der a- und b-Globuline.

Albumina, a& b, b, g

Abb. 16: Elektropherogramm eines Pferdes mit Plattenepithelkarzinom des Magens
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In Tabelle 6 und 7 sind de prozentualen und absoluten Auftellungen der
Proteinfraktionen der Elektropherogramme aus den Beispielen der Abbildungen 10 bs
16 wiedergegeben. Zum Vergleich sind in der jewells ersten Zeile die Werte a@nes
klinisch urauffali gen Pferdes (aus Abb. 7,S. 66) aufgefuhrt. Bei allen Beispielfdlen ist
das Albumin prozentual und absolut zumeist deutlich erniedrigt. Die aGlobuine sind
maldig bis deutlich erhoht, bei den b-Globuinen sind sehr umfangreiche Zunahmen der
Konzentrationen in den Beispielen zu erkennen. Die g-Globuine unterscheiden sich bis
auf das Elektropherogramm aus Abb. 13, desen prozentualer und absoluter Antell

deutlich groRer ist, kaum zu dem Wert eines klinisch unauffalligen Pferdes.

Tab. 6:  Prozentuale Hauptproteinfraktionen der Beispielfdlle aus KapieR.2

zum Vergleich in der ersten Zeile die Ergebnisse bei einem klinisch unauffalligen Pferd

Beispiel Albumin Agesamt DPgesamt g
(Abb.) % g/ % g/ % g/ % g/
7 54,6 | 32,2 | 132 | 80 | 182 | 10,8 | 136 | 8,0
10° 152 | 10,7 | 205 | 144 | 479 | 336 | 164 | 11,5
11° 30,6 | 19,8 | 20,1 | 13,0 | 40,3 | 26,0 8,9 5,8
12* 37,1 | 256 | 19,7 | 136 | 26,6 | 184 | 16,6 | 115
13 239 | 22,2 | 13,0 | 12,1 | 33,7 | 31,3 | 295 | 274
14° 36,2 | 236 | 16,0 | 10,4 | 33,3 | 21,7 | 14,5 9,4
15’ 433 | 295 | 192 | 13,1 | 256 | 17,4 | 119 | 81
16° 36,4 | 196 | 24,8 | 134 | 25,7 | 13,9 | 13,0 7,0
! = klinisch unauffallig %= Cyathostominose  ° = Enteritis * = Druse
® = Abszess ® = Dermatits " = Laryngitis 8 = Plattenepithelkarzinom

Tabelle 7 zeigt die prozentualen undabsoluten Werte der Unterfraktionen der a und b
Globdine. Alle Unterfraktionen sindim Vergleich zu einem klinisch uraufféligen Tier
prozentual undabsolut erhoht. Besonders deutliche Zunahmen zeigen de b;- und de b,-

Globuline.
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Tab. 7:  Prozentuale Unterfraktionen der Beispielfélle aus Kapitel 3.2.2.2

zum Vergleich in der ersten Zeile die Ergebnisse bei einem klinisch unauffalligen Pferd

Beispiel & & by by
(Abb.) % g/ % g/ % g/ % g/

7 68| 40| 68| 40| 91| 54| 91| 54
10° 9,8 6,9 10,7 7,5 27,8 19,5| 20,1| 141
17° 118| 76| 83| 54| 247 160| 156| 101
12* 9,9 6,8 9,8 6,8 12,4 8,6 14,2 9,8
13 3,8 3,5 9,2 85| 208| 19,3 129| 120
14° 7,5 4.9 8,5 5,5 15,2 99| 18,1 11,8
15’ 9,0/ 61| 102| 69| 17,0/ 116 86| 59
16° 15,1 8,1 9,7 5,2 12,9 70| 12,8 6,9

! = klinisch unauffallig %= Cyathostominose  ° = Enteritis * = Druse

® = Abszess ® = Dermatits " = Laryngitis 8 = Plattenepithelkarzinom

Es =i betont, dasses sch bei den olenstehenden Elektropherogrammen lediglich um
eine kleine Auswahl aus den 341 duchgefihrten Elektrophaesen handelt. Es wird
jedoch deutlich, dass s$ch aus Verdnderungen des Elektropherogramms keine
spezifischen Diagnosen ableiten lasen. Es lésd sich lediglich feststellen, dass eine

akute bis chronische Entziindungsreaktion im Organismus des Pferdes ablauft.
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3.2.2.3  Gruppenunterschiede beziglich der elektrophoretisch bestimmten Parameter

Der Vergleich von Mittelwerten und Standardabwel chungen/Streufaktoren (xzs; bzw.
Xg-SFﬂ) der elektrophaetisch gemessenen Parameter zeigt nur wenige fur den Kliniker
relevante Unterschiede zwischen den drel Gruppen. Die Gruppen 1 (n=202) und 3
(n=63) unterscheiden sich praktisch nicht voneinander. Differenzen zeigen sich
wiederum bel der Gruppe 2 (n=76), die Abbildumgen 17, 18 und 19zeigen de
Unterschiede graphisch dargestellt. Der besseren Ubersicht halber sind im Folgenden
jeweils nur die Mittelwerte und Standardabweichungen/Streufaktoren der absoluten
Konzentrationen genannt. Die prozentuden Werte zeigen jedoch de gleichen
Unterschiede zwischen den Gruppen wie die absoluten. Eine tabell arische Ubersicht

aller prozentualen und absoluten Werte findet sich im Anhang (Tab. 1l und III).
3.2.2.3.1 Albumin

Der Mittelwert der Albuminkorzentration der Gruppe 1 betrégt 31,3+ 2,6 g/l. Fir die
Gruppe 2 ergibt sich mit 26,1+ 6,2 g/l ein nedrigerer Wert, die Gruppe 3 (30,5+ 2,7
g/l) unterscheidet sich nicht zur Gruppe 1. Eine graphische Darstellung der Werte ist in
Abbildung 17 gezeigt.

3.2.2.3.2 Gesamtglobuline

Die Gruppen 1(26,41,2 g/l ) und 3(28,41,2** g/l ) unterscheiden sich beziiglich der
Gesamtglobuine nicht voneinander. Bei Gruppe 2 liegt der Mittelwert statistisch
signifikant hoher (32,21,4 g/l). Durch den relativ hoten Streufaktor ergeben sich fiir
den Kliniker nur unbefriedigende Grofenurterschiede. Die Werte sind in Abbildung 17
graphisch dargestellit.
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& Gruppe 3

Albumin Globuline

Abb. 17 Mittelwerte und Standardabweichungen/Streufaktoren der mittels SPE er-

mittelten Konzentrationen von Albumii £ s) und Globulinenxg + SFY

3.2.2.3.3 Einzelfraktionen

Der Mittelwert der aGlobuine firr die Gruppe 1 betragt 7,91,2 g/l (2=3,31,3" g/l
und &=4,41,3" g/l), fir die b-Globuine egibt sich ein Wert von 11,01,2 g/l
(b;=6,7-1,3" g/l und b=4,01,6" g/l) und fiir die g-Globuline 7;1,4™* g/l.

Die Ergebnisee der Gruppe 3 ergeben keine von den Werten der Gruppe 1
abweichenden Werte: a-Globuine =8,51,2! g/l (2,=3,91,3" ¢/l und &=4,51,2! g/l);
b-Globdine = 11,31, g/l (0,=6,81,3" g/l und b=4,21,6" g/l) und fur die g-
Globuline 8,01,4" g/l.

Bel der Gruppe 2 zeigen sich in einigen Parametern auch fur den Kliniker erkennbere
Unterschiede der Mittelwerte zur Gruppe 1. Die Konzentration der a-Globuine liegt mit
10,01,3* g/l statistisch signifikant tiber der bei Gruppe 1 gemessenen (7,91,2* g/l).
Die a-Fraktion urterscheidet sich mit 3,414 g/l nicht zur Gruppe 1 (3,31,3 g/l), die
a-Globuine liegen mit 6,31,5" g/l statistisch signifikant tiber denen der Gruppe 1
(4,41,3" g/l). Fur die b-Globuine agibt sich ein Wert von 13,71,5™ g/l der statistisch
signifikant Uiber dem fir Gruppe 1 errechneten Wert (11,01,2** g/l) liegt. Die bs-
Fraktion liegt mit einem Wert von 7,41,6" g/l im selben Bereich wie in Gruppe 1
(6,71,3" g/l), die Konzentrationen der b,-Globuine liegen jedoch mit 5,7-1,7* g/l
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signifikant hoher alsin Gruppe 1 (4,0-1,6 g/l). Firr die g-Globuine schliefdlich ergeben
sich keine Unterschiede von Gruppe 2 (Z,8" g/l) zu Gruppe 1 (71,4 g/l).
Die Abbildumgen 18 und 19zeigen ale Werte der Einzelfraktionen graphisch

dargestellt.
g/l —
20 A
O Gruppe 1
B Gruppe 2

B Gruppe 3

a & agesamt b1 b2 bgesamt g

Abb. 18: Vergleich der Mittelwerte und Streufaktoredq ¢ SFY) der mittels Elektro-

phorese gemessenen Parameter in g/l

%
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a =7} agesamt bl b2 bgesamt g

Abb. 19 Vegleich der Mittelwerte und Standardabwelchungen/Streufaktoren der
mittels Elektrophorese gemessenen Parameter in %

(al! bly agesamtund t%esamtalsiis; 3, bz und g alig * Sr'ﬂ)
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3.2.3 LAGERUNG VON SEREN

Die Ergebnise der Mesaungen von Gesamteiweil3 (GE) und Albumin sind in den
Abbildungen 20 und 21 graphisch und tabellarisch im Anhang (Tab. IX) dargestellit.
Die Konzentrationsveranderungen im Vergleich mit der Mesaung vor dem Einfrieren
aul¥ern sich im Falle des GE in einer maximalen Zunahme von 7g/l bzw. 11,6% (Pferd
5) und einer maximalen Abnahme von 9,3 g/l bzw. 14,3 % (Pferd 6).

Bel der Bestimmung der Albuminkoreentrationen ergeben sich dhnliche (prozentuale)
Maximalveranderungen: Zunahme von 5,49/l bzw. 15,9% (Pferd 4) und Abnahme von
4,9 g/l bzw. 14 % (Pferd 3).

Bel diesen maximalen Abweichungen handelte es sch keinesfalls um ,, Ausrei3er”, jedes
der 8 Pferde zeigte im Verlauf der Untersuchungen mindestens einmal solch
abweichende Werte (besonders bei der Bestimmung von Albumin).

Die Abbildurgen 20 und 21 zeigen in hbildlicher Darstellung den Verlauf der
Konzentrationsverdnderungen von GE und Albumin. Betrachtet man den Verlauf beim
GE (Abb. 20 zeigt sich bel den urterschiedlichen Pferden nach eine dnliche Tendenz
der einzelnen Kurven, bei alen kommt es zum Messetpunk (MZP) 2 zu einer
Zunahme der Konzentrationen, MZP 3 und 4zeigen eine Abnahme der Konzentrationen
und folgendem erneuten Anstieg zum MZP 5.

Auch baim Albumin (Abb. 27) zeigt sich zunadst ein Anstieg der Konzentrationen zum
MZP 2 mit nachfolgendem Abfall, der jedoch deutliche individuelle Unterschiede
aufzeigt. Am MZP 4 und 5 lesteht dann keine Synchronitét mehr zwischen den

einzelnen Pferden.

Die Elektrophorese bleibt unbeenfluss von dn Abweichumgen in  der
Konzentrationsbestimmung. Ein  Vergleich der Elektropherogramme von  cer
Bestimmung vor dem Einfrieren der Seren mit den Messeitpunken, bei welchen de
maximalen Veranderungen der Konzentrationen ermittelt wurden, zeigte jeweils ein
praktisch identisches Profil.

Aufgrund cer relativ geringen Datenmenge konrte ene statistische Auswertung der

Ergebnisse nicht vorgenommen werden.
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Abb. 20:

2 3
Messzeitpunkt

Verlauf der Konzentrationen von GE

Abb. 21:
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Verlauf der Konzentrationen von Albumin
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3.24 UBERPRUFUNG DER TESTSICHERHEIT

Von einem guten medizinischen Test wird erwartet, dasser im Falle aner Erkrankurng
ein positives und bei gesunden Individuen ein negatives Ergebnis erbringt.

Die Wahrscheinlichkeit, dassein Test bei Erkrankung richtig, d.h. paitiv reagiert wird
als Sensitivitdt bezeichnet. Die Wahrscheinlichkeit eines richtigen, d.h. regativen
Ergebnisses bei Gesunden ist die Spezifitat des Testverfahrens.

In der vorliegenden Untersuchung stellen Werte aulRerhalb des Referenzbereiches bei
den erkrankten Pferden (Gruppe 2) en richtig paositives Ergebnis dar und geben de
Sensitivitét des untersuchten Parameters wieder. Werte innerhalb des Referenzbereiches
bei den Kinisch uraufféligen Pferden (Gruppe 1) stellen ein richtig negatives Ergebnis
dar und bezeichnen die Spezifitdt des Parameters.

Im Idedfall liegen die Wahrscheinlichkeiten bei einem Wert von 1. Die Differenz der
Sensitivitét zu dem Wert 1 gibt die Wahrscheinlichkeit falsch negativer Ergebnisse
wieder, d.h. eine vorliegende Erkrankung fuhrt zu keinem abweichenden Testergebnis.
Die Differenz der Spezifitét zu dem Wert 1 gibt die Wahrscheinlichkeit falsch pasitiver
Ergebnise an, d.h.es liegt ein abweichender (pathoogischer) Testwert bel Klinisch
unauffalligen Patienten vor.

In der vorliegenden Untersuchung wurden Sensitivitdt und Spezifitét wie folgt

berechnet:
Sensitivitt 3 Anzahl der Werte aul¥erhalb des Referenzbereichesin Gruppe 2
B Anzahl aller Werte der Gruppe 2
. Anzahl der Werte innerhalb des Referenzbereichesin Gruppe 1
Spezifitat =

Anzahl aler Werte der Gruppe 1

Fur folgende Parameter wurden Sengitivitdt und Spezifitdt berechnet:
Gesamtleukozytenzahl, Fibrinogen, Gesamteiweil3 undAlbumin. Die Ergebnisse sindin
der Tabelle 8 dargestellt. Fir die Gesamtleukozyten wurden die Werte sowohl fir den
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Referenzbereich von 5- 10 x10”l as auch von 5- 12 x10%/l angegeben, da
geringgradige Erhdhungen bis 12 X/Afneist als Stressleukozytose gedeutet werden.
Fur die Blutsenkungsregktion (BSR) und de Einzelfraktionen der Globuine wurden
keine Sensitivitdten und Spezifitdten berechnet, da in beiden Falen keine dlgemein

gultigen Referenzbereiche bestehen.

Tab. 8:  Sensitivitat und Spezifitat ausgewahlter Parameter

Parameter Referenzbereich Sensitivitat Spezifitat
Gesamtleukozytenzahl 5 - 10 x10/I 0,64 0,82
5-12 x10/ 0,48 0,96
Fibrinogen 15-3,54l/ 0,60 0,88
Gesamteiweil3 55-75 g/l 0,38 0,71
Albumin 25 - 45 g/l 0,18 1,00

Da die Berechnurgen der Sensitivitdt aufferst unbefriedigende Ergebnise bel den
Einzelparametern erbrachten, wurden verschiedene Parameter miteinander kombiniert.

Die Ergebnisse dieser Berechnungen sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tab. 9:  Sensitivitéat und Spezifitat kombinierter Parameter

Parameter Referenzbereich Sensitivitat Spezifitat
Gesamtleukozytenzaljl 5 - 10 x18/I
und 0,83 0,97
Fibrinogen 1,5-3,549/
Gesamtleukozytenzaljl 5 - 10 x18/I
und 0,68 0,98
Albumin 25 - 45 g/l
Gesamtleukozytenzahl, 5 - 10 x18/I
Fibrinogen 15-354 0,84 0,98
und Albumin 25 - 45 g/l
Gesamteiweil3 55-75 g/l
und 0,45 1,00
Albumin 25 - 45 g/l
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Liegt der Leukozytenreferenzwert bei 5 - 12 x10 %I, ergeben fiir die Kombinationen
folgende Sensitivitdéten und Spezifitéten: Leukozytengesamtzahl und Fibrinogen
Sensitivitét = 0,79 und Spezifitdt = 0,99 Leukozytengesamtzahl und Albumin
Sensitivitét = 0,56 und Spezifitdt = 0,99 Leukozytengesamtzahl, Fibrinogen und
Albumin Sensitivitat = 0,8 und Spezifitat = 1,0.
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4. DISKUSSION

4.1 DISKUSSION DER METHODIK

41.1 PATIENTENMATERIAL UND GRUPPENEINTEILUNG

Bei dem Patientenmaterial handelte es sch um Pferde, welchein der MVK | der Justus-
Liebig-Universitét Giefien zwischen Januar 1997 undSeptember 1999 zur stationdren
Behandlung vorgestellt wurden. Es wurden al e Pferde in die Untersuchung einbezogen,
wenn de folgenden Vorausstzungen erflllt waren: 1. de Ergebnise der
Routinelaboruntersuchungen  (Leukozytengesamtzahl, Differentiablutzellbild, Blut-
senkungsre&ktion, Hamatokrit, Gesamteiweil3, Albumin, Globuine und Fibrinogen)
lagen vdlsténdig vor und 2. @r Patient konnte @ndeutig einer der drel vorgegebenen
Gruppen zugeordnet werden. Die Eintelung erfolgte aisschliellich nadch den
Ergebnisen der  Klinischen  Untersuchung  ohre  Berlicksichtigung  von
labordiagnostischen Blutuntersuchungen.

Die Pferde der Kontrollgruppe (Gruppe 1) waren meist aufgrund milder bis
mittelgradiger Koliksymptomatik in der MVK | vorgestellt worden. Diese Symptomatik
war i.dR. nach enmaiger medikamenteller Behandung mit Spasmoanagetika
(Buscopan® compaositum; Boehringer Ingelheim GmbH, Ingelheim oder Novalgin®;
Hoedst Veterinar GmbH, Unterschlei3heim) undoder abflihrender Therapie (Paraffindl
undoder Natriumsulfat, beides WDT eG, Hannower) nicht mehr vorhanden. Die
Blutuntersuchungen erfolgten ein his drei Tage nach Vorstellung und Behandlung, zu
diesem Zeitpunk waren Allgemeinbefinden und Kinische Untersuchung der Tiere
weitgehend ohre besonderen Befund. Dies beredhtigt zur Definition deser Tiere ds
Kontroll- und Vergleichsgruppe.

Die Eintelung der Patienten mit entziindichen Verénderungen (Gruppe 2) wurde
auschliefdich nach dem Ergebnis der klinischen Untersuchung (siehe 3.1.2 S. 511f.)
und richt nach der Dauer der Erkrankung vorgenommen. Hieraus resultiert auch de
breite Streuung der Erkrankungsdauer auf einen Zeitraum zwischen einem Tag und 4
Wochen, wobei die Erkrankungsdauer bei der Gberwiegenden Zahl der Patienten eine
Woche nicht Uberschritt. Patienten mit Erkrankungsbeginn von mehr als einer Woche
waren haufig mit wedhselndem Erfolg vorbehandelt und zeigten zum Zeitpunkt der
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Vorstellung in  der Klinik enen akuten RuUckfal. Ein Grund fir das
»Nichtbericksichtigen* der Erkrankungsdauer lag in der Fragestellung, welcher
Laborparameter am besten zur Diagnostik entziindicher Erkrankungen, urebhéngig von
der Dauer der Erkrankurg, gedgnet sei. Fur den behandelnden Tierarzt gestaltet sich
zudem die Einschdtzung der Erkrankungsdauer haufig nicht ganz einfach, da @ sich
lediglich auf die Angaben der Besitzer, die ihre Tiere nicht standig unter Kontrolle
haben, berufen kann.

Der dritten Gruppe wurden schliefdich Patienten zugeordnet, bei denen eine dronisch

obstruktive Bronchitis diagnostiziert wurde.

41.2 LABORDIAGNOSTIK

4.1.2.1 Routineuntersuchungen

Alle Routineuntersuchungen wurden von erfahrenem Laborpersonal durchgefiihrt,
method sche Fehler konren aus diesem Grund weitgehend ausgeschlossen werden. Die
Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl, die Diff erenzierung des weil3en Blutbil des, die
Bestimmung von Hamatokrit und den Plasmadwei3en erfolgte nach Routinemethoden,

sie werden im Rahmen dieser Arbeit daher nicht diskutiert.

4.1.2.1.1 Blutsenkungsreaktion (BSR)

Die bel Pferden in der Literatur am haufigsten eingesetzte Methode zur Durchfihrung
der BSR stellt die Methode nach Westergren dar. Es existieren jedoch keine géangigen
Normwerte fir das gesunde Pferd. Aus der Literatur zugéangliche Werte lassen sich
haufig nicht vergleichen, da auch bel Verwendurg des gleichen Labormaterials
Unterschiede v.a. in der Zeit, nach der die Senkung abgelesen wird, bestehen (siehe
auch Tab. 1; S. 12). Die nach urterschiedlicher Zeit abgelesenen Werte lassen sich auch
nicht umrechnen, da die BSR nicht gleichmaiig linea, sondern in 3 Phasen mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit verlauft (v. ZIJL 1948, HAMMERL 1982.
HAMMERL (1982 verglich im Rahmen seiner Untersuchung verschiedene Methoden
zur Durchfihrung der BSR miteinander. Es handelte sich hierbel um die Methode nadch
Westergren, de Standzylindermethode und de Durchfihrung mittels Auslaufpipette. Er
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kam zu dem Ergebnis, dassdie Westergrenmethode zur Anwendurg beim Pferd wenig
geagnet sel, da die Wiederhdbarkeit der Methode nicht gegeben war. Die
Durchfuhrung mittels Audaufpipette und Standzylinder war in Bezug auf die
Wiederhadbarkeit zuverlassger, die Standzylindermethode war zudem noch sehr einfach
und schnell durchzufihren. Sie wurde ds Methode der Wahl fur die Ermittlung der
Blutsenkungsregktion empfohlen undwurde in der vorliegenden Arbeit ausschliefdlich
angewandt. HAMMERL (1982 stellt zudem eine deutliche Abhdngigkeit der BSR von
der Rase fest. Aus diesem Grund wurden in der eigenen Untersuchung bel der
Untersuchung der Zusammenhénge die Ergebnise der BSR ebenfalls nach Rassen

getrennt dargestellt.

4.1.2.1.2 Fibrinogen

Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Bestimmung der Fibrinogenkoreentration ist
nur dann gegeben, wenn de verwandte Methodk Ubereinstimmt, bzw. denselben
Prinzipien folgt. Es mussunterschieden werden zwischen Bestimmung der hamostatisch
aktiven Anteille des Fibrinogens und dr Bestimmung aler Fibrinogenmolekile
unabhéngig von ihrer Funktion. In varliegender Arbeit wurde die Methode nadh Clauss
zur Konzentrationsbestimmung eingesetzt. Bei dieser Methode werden nur hdmostatisch
aktive Antelle gemessn, indem Zitratplasma mit Thrombin zur Gerinnurg gebradt
wird. Die Gerinnungszeit ist hierbei proportional zum Fibrinogengehalt.

Von der Autorin konrte in der Literatur lediglich eine Angabe enes Referenzbereiches
(1,5- 3,39/ fur Fibrinogen beim Pferd gefunden werden (KRAFT et a 1997, bei der

die Konzentration mittels der Methode nach Clauss bestimmt wurde.

4.1.2.2  Serumproteinelektrophorese (SPE)

Aufgrund der Angaben in der Literatur lassen sich keine grundsétzli chen method schen
Unterschiede zwischen der Durchfiihrung der SPE mittels Zell ulose-Azetat-Folie bzw.
Agarose-Gel erkennen. Beide Verfahren finden in der Routinediagnastik Verwendurg.
Die Anzahl der differenzierten Proteinfraktionen urterscheidet sich nicht nadh der
Methodk, sondern nach der Interpretation des Untersuchers. Aus diesem Grundist die

Vergleichbarkeit der einzelnen Untersuchungen schwierig, wenn richt unmoglich. Auch
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unterscheiden sich in den Publikationen angelegte Stromstérke und Dauer der
Stromzufuhr, wodurch ein direkter Vergleich mdglicherweise unzulassig wird.
Die Auswertung der Tréger erfolgte in den Untersuchungen aller im Schrifttum ziti erten
Autoren undin den eigenen Untersuchungen mittels Densitometrie nach dem ,, Drop-
Line“-Verfahren (s. Kap. 2.3.2; S. 44).

Ein Nadteill bel der Verwendurg von Agarose-Gelen besteht in den relativ holen
Materialkosten ( z.Zt. rund 40DM netto pro Gel). Bei optimaler Ausnutzung sollten zur
gleichen Zeit mindestens 2 Gele beschickt werden, dbs bedeutet die Untersuchung von
16 Serumproben. In grolen Untersuchungslaboren, de tagliche ane Vielzahl an Proben
untersuchen ist dies durchfuihrbar. In vielen Féllen werden aber erst genug Proben
gesammelt, so dasses in der Verflgbarkeit der Ergebnisse zu Verzégerungen kommen

kann.

4.2 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

42.1 ROUTINEBESTIMMUNGEN

4.2.1.1 Leukozyten

Der Mittelwert der Gesamtleukozyten liegt bei alen drei Gruppen im Normbereich der
in der Literatur angegebenen Werte (siehe Tab. 2, S. 17). Der hohe Streufaktor der
Gruppe 2 (1,63 im Vergleich zu 1,27 & Gruppe 1) zeigt, dass in dieser Gruppe
Patienten mit sehr niedriger und solche mit sehr hoher Leukozytengesamtzahl
vorhanden sind. Die Erklarung hierfir liegt in der Inhamogenitédt der Gruppe beziiglich
der Erkrankurngsursachen und Organmanifestationen. In der Gruppe 2 befinden sich
einige Tiere mit akuter bis subakuter Enteritis, welche sich haufig in einer massven
Leukopenie &lert (DORN et al. 1975,STEWART et a. 1995. Von cen 107 Patienten
der Gruppe 2 zeigten 14% (=15 Tiere) eine Leukopenie mit Leukozytenzahlen <5x107/1.
Zum anderen beinhaltet die Gruppe 2 auch Tiere mit akuten bis subakuten bakteriellen
Infektionen v.a. der Atemwege. Die bakteriellen Infektionen gehen i.d.R. mit einer
massven Leukozytose eénher (SCHALM 1979, JAIN 19860). Eine Leukozytose mit
Leukozytenzahlen >10x10%1 zeigten 4% (=53 Tiere) der Patienten in Gruppe 2. Da
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auch Stress zu einer Erhéhurg der Leukozyten fuhren kann (siehe Kap. 2.2.1.2.2 S.
14ff.) sind vermutlich erst Erhdhurgen der Leukozytenzahl >12x10°/| ein sicheres
Zeichen fir das Vorliegen eines entziindichen Prozesses. Uber diesem Wert liegen nur
33,6% (=36 Pferde) der Patienten der Gruppe 2.

Die Leukozytenzahlen zeigen somit bei 36% (39 Pferde) der Patienten der Gruppe 2 mit
klinisch gesicherten Entziindurgen keine Abweichungen von dm Referenzwert von 5-
10 x10° Zellen pro Liter. Werden erst Leukozytenzahlen >12x10%1 als entziindich
bedingte Leukozytose interpretiert, liegen 526 (56 Pferde) der Patienten der Gruppe 2
im Referenzbereich.

Ein Erkl&rungsansatz fur die beim Pferd so urterschiedlichen Reéktionen der
Leukozyten bei Infektionen des Magen-Darm-Traktes oder der Atemwege war in der
Literatur nicht zu finden, und kann auch von der Autorin nicht gegeben werden.
Die Beobadhtung, dass s$ch im Rahmen einer COB keine Veranderungen der
Leukozytenzahlen im Blut zeigen (CHABCHOUB und GUELFI 1989, VAND ENPUT
und LEKEUX 1996) wurde durch die Ergebnisse der eigenen Untersuchung bestéatigt.
Die Mittelwerte der Zellzahlen der segmentkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN)
der drei Gruppen liegen ebenfalls im Referenzbereich der in der Literatur angegebenen
Werte. Auch her finden sich keine fur den Kliniker relevanten Differenzen zwischen
den Mittelwerten der drei Gruppen. Gleichwohl zeigt auch bei den PMN der sehr grofe
Streufaktor der Gruppe 2 (2,19, dass swohl stark erhdhte ds auch stark verminderte
Zellzahlen bei Pferden dieser Gruppe vorliegen. Es gilt hier die gleiche Erklarung wie
bei der Gesamtleukozytenzahl, da entziindiche Reé&tionen der Leukozytenpopuation
meist durch Re&tionen der PMN hervorgerufen werden (JAIN 1986b,MORRIS et al.
1990,MILLS et al. 1998).

Die in der angloamerikanischen Literatur angegebenen Referenzbereiche (siehe Tab. 2
S. 17) fur stabkernige neutrophile (n.) Granulozyten (G.) liegen deutlich urter dem hier
verwandtem und von KRAFT et al. (1997 angegebenen Referenzbereich. In der
vorliegenden Untersuchung liegen de Mittelwerte dler drei Gruppen innerhalb des
eigenen, aber deutlich Gker den Ulrigen Referenzbereichen. Ein Grund herfir kdnrte in
der dtatistischen Methodk liegen. Insgesamt wurden stabkernige neutrophle
Granulozyten nu bei 58 der 500 Pferde (11,6 %) differenziert. Die rechtsschiefe
Verteilung der Werte afordert eine logarithmische Transformation der Daten. Hierbei

mussen Nullwerte asetzt werden, da das Logarithmieren der Null nicht mdglich ist. Da
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davon ausgegangen wird, dass die wirkliche Anzahl an Zellen im Blut mit Sicherheit
grofer Null ist, wird in der statistischen Methodk der halbe Wert der unteren
Nachweisgrenze (hier entspricht dies 150x10°/1) anstatt der Null eingesetzt. Dies erklart
den holen Mittelwert der stabkernigen n.G. in der Gruppe 1, wenngleich nur bel 19 der
300 Patienten (6,3 %) diese Zellen im Ausdrich dfferenziert wurden. Hierbei lag nur
bei einem Pferd der Wert Uber dem an urserer Klinik festgelegten oberen Grenzwert
von 60x10%/1. Im Vergleich hierzu wurden bei 28 der 107 Pferde (26,2 %) der Gruppe
2 stabkernige n. G. gezéhlt. Von desen Patienten Uberschritten 3 Tiere unseren oberen
Grenzwert. In der Gruppe 3 schliefdich konrten bei 11 der 93 Pferde (11,8 %) im
gefarbten Ausdrich stabkernige n. G. gefunden werden. Auch hier lag der Wert bel
einem Tier Uber dem oberen Grenzwert. Somit werfen de emittelten Zahlen de Frage
auf, ob der obere Grenzwert von 60x10%I stabkernige n. G. nicht zu hach angesetzt ist,
da dieser Wert auch bei den Patienten mit entziindichen Erkrankungen praktisch nicht

Uberschritten wurde.

Die Leukozytenzahlen bestétigen insgesamt Angaben in der Literatur, dass Pferde mit
wesentli ch geringeren Anstiegen der Leukozyten und va. der neutrophlen Granulozyten
reagieren als KarnivoredAIN 1986¢c, ANDREWS et al. 1994KRAFT et al. 1997a).

Bel den Mittelwerten der Zellzahlen der Monazyten und Lymphazyten ergeben sich
keine Unterschiede zwischen den drel Gruppen. Fehlende Unterschiede v.a. der Gruppe
2 zur Gruppe 1 erkléren sich wiederum durch de Verschiedenartigkeit der Ursadhen
und de Dauer der entziindichen Erkrankung. So kammt es wahrend der Akut-Phase-
Re&tion der Entzindurg zunadist zu einer Monazytopenie (SCHALM 197%), mit
Fortschreiten der Erkrankung stellt sich eine Monazytose én (DOXEY 1971,SCHALM
197%). Hingegen beschreiben ALLEN et a. (1982 bei Virusinfektionen in den ersten
Tagen das Auftreten einer Monazytose ds charakteristisch. Auch bei den Lymphazyten
zeigen sich urterschiedliche Re&tionen auf einen Entziindurgsreiz. SCHALM (1975)
und BARTON et a. (1998 beschreiben zu Beginn der Entziindurg eine Lymphogenie,
wohingegen MILLS et al. (1999 keine Veranderungen der Zahl der Lymphazyten
feststellen konrten. Bei viralen Infektionen werden sowohl Lymphopenien (DOXEY
1971, RUSEEL et al. 1999 as auch Lymphazytosen (ALLEN et al. 1982 beschrieben.
Problematisch stellt sich dar, dassin den entsprechenden Literaturstellen haufig keine
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Angaben gemadt werden, obes sch um absolute oder relative Zu- bzw. Abnahmen der
Zéellzahlen handelt. Bestehende Unterschiede konrten sich auf diese Gegebenheiten
zuruckzufiuihren lassen.

Die Ubertragung der biologischen Leukozytenkurve von Schilli ng auf Veranderungen
innerhalb der Leukozytenpopuation bei entziindichen Erkrankungen des Pferdes ist in
Ermangelung von Verlaufsuntersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
moglich. Jedoch kann aus den aus der Literatur zugéanglichen Ergebnissen geschlossen
werden, dassdie Leukozytenkurve grundsétzlich auch de Verénderungen wahrend einer

Infektion beim Pferd wiedergibt.

Zusamnmenfasend lasd sich ammerken, dass die Bestimnung von Leukozytenzahlen
hauig nicht sehr hilfreich in der Diagnastik entziindicher Erkrankungen ist. Dies zigt
sich besonders, wenn nu eine Blutuntersuchung vorgenommen wird. So lesteht die
Moglichkdt, dass bei einer einzigen Mesaung zB. eine durch Sress ausgeltste
Leukozytose als Entziindunghinweis fehlinterpretiert wird. Ebenso kann eine sich
entwickdnde Enteritis durch das Fehlen der entzindungtypischen Leukozytose
Ubersehen werden. Wichtiger erscheint jedoch v.a. de Problematik e@ner fehlenden
Leukozytose trotz eindeutigen Kklinischen Zeichen einer Entziindung.Im Rahmen der
eigenen Untersuchunglag (bei einem Referenzbereich von 5- 12x10%1) bei der Halfte

der Pferde der Gruppe 2 die Zahl der Gesamtleukozyten im Referenzbereich.

4.2.1.2 Blutsenkungsreaktion (BSR)

Die beim Pferd beschriecbene hohe Geschwindigkeit der BSR (v. ZIJL 1948,
OSBALDISTON 1970, HAMMERL 1982, ALLEN 198&) konrnte trotz teilweise
anderer Methodk auch in dieser Untersuchung bestétigt werden. Die Griinde fir diese,
im  Vergleich mit anderen Tieren odr dem Menschen, schnelle
Senkurgsgeschwindigkeit sind letztlich nicht bekannt. OSBALDISTON (1970
vermutet eine Besonderheit der Pferde-Erythrozyten, de zu ener verstarkten
Geldroll enbildung und somit einer Senkungsbeschleunigung flhrt. So betragt die BSR,
durchgefiihrt mittels Methode nadh Westergren, nach einer Stunde beim Mann 3 bs 8
mmbzw. 6 ks 11 mmbe der Frau (ROCHE LEXIKON MEDIZIN 1993, beim Hund O
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bis 2 mm (KRAFT et al. 1997%). Beim Pferd werden bereits nach einer halben Stunde
Werte von 34 mm (HAMMERL 1982) erreicht.

Auffallend sind keim Pferd jedoch nicht nur die sehr hohen Mittelwerte, die im Rahmen
der verschiedenen Untersuchungen beredhnet wurden (siehe Tab. 1, S. 12), sondern
auch die durchweg hohen Standardabweichungen. Diese Beobadhtung musge aiuch in
der vorliegenden Untersuchung gemadit werden. Der Mittelwert der Gruppe 2 liegt
zwar dSatistisch signifikant Uber dem der Gruppe 1; durch de umfangreiche
Uberschneidung der Standardabweichungen der Gruppen 1 und 2erscheint jedoch der
von SCHWAB (1986 beschriebene Einsatz der BSR in der Diagnostik entziindicher
Erkrankungen beim einzelnen Pferd sehr fraglich. Denkbar wére der Einsatz innerhalb
von Verlaufsuntersuchurgen, jedoch bleibt der Zusammenhang zwischen
Beschleunigung der Senkung und Schwere der Erkrankung unklar. Ob sich de BSR
zumindest zur Therapiekontrolle egnen konrte, bleibt offen und wurde im Rahmen

dieser Untersuchung auch nicht tberpruft.

Zusammenfasend ist zu sagen, dassin vorliegender Untersuchung de Beschleunigung
der BSR bei entziindichen Prozessen des Pferdes nachzuvoll ziehen war, die Eignung
als Diagnastikum im Einzelfall durch de umfangeiche Uberschneidung dbr

Standardabweichung mit der der Kklinisch unauffalligen Pferde jedoch fraglich bleibt.

4.2.1.2.1 Prufung von Einflussfaktoren auf die BSR

Der von HAMMERL (1982 beschriebene Einflussder Rasse auf die BSR konrte nur
tellweise in der eigenen Untersuchung nadivollzogen werden. Araber (n=7) und
Kaltbliter (n=4) lasen sich, bedingt durch de geringe Probandenzahl im Rahmen der
eigenen Untersuchung, nicht mit den anderen Rassen vergleichen. Aus denselben
Grunden ist ein Vergleich mit der Untersuchung von HAMMERL (1982 fur diese
Rassen nicht mdglich. Die Abbildung 22 stellt die egenen Ergebnisse bei den Klinisch
unauff dlli gen Pferden (Gruppe 1) denen vonHAMMERL (1982 gegentiber. Auffalend
ist hierbei die deutliche Diskrepanz der Mittelwerte der BSR bei den Vollblitern. Die
23 Pferde der Vergleichuntersuchung befanden sich alle aif der Rennbahn undstanden

im Training, die 15 Patienten der eigenen Untersuchung wurden as Freizeitpferde
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genutzt. HAMMERL (1982 vermutet als Ursache der von ihm bei Vollblitern
gemessenen extrem langsamen BSR genetische Einflisse. Dies <heint nach den
Ergebnissen der eigenen Untersuchung eher unwahrscheinlich.

Auch v. ZIJL (1948 findet bel den Vollblitern (SR/10=17,1+0,89 eine langsamere
BSR as bel den Warmblitern (SR/10=21,%0,61), allerdings verwendet er eine andere

Methodik (Westergren), so dass die Werte nicht direkt vergleichbar sind.

mm/30min
70 ~
Heig. Unters.
60 OHammerl
n=226 n=47
50 n=92 n=13

40

30 A

20 A

10 ~

O,

Warmblut Kleinpfd. Vollblut

Abb. 22 Vergleich der Mittelwerte der BSR klinisch  ureufféliger Pferde
verschiedener Rassen zwischen der eigenen Untersuchung und der von
HAMMERL (1982)

Beim Menschen (STUART und WHICHER 1988 und keim Pferd (v. ZIJL 1948,
OSBALDISTON 1970, SCHWAB 1986, ALLEN 1988 wurde &n umngekehrt
propationaler Einfluss des Hamatokrits (Hkt) auf die BSR festgestellt, wobel v. ZIJL
(1948 und OSBALDISTON (1970 keine Korrelationsfaktoren (KF) berechnen. Steigt
der Hamatokrit, und somit auch die Zahl der Erythrozyten in der Blutprobe, behindern
sich de Erythrozyten beim Absinken gegenseitig, so dassdie Senkurng verlangsamt ist
(OSBALDISTON 1970, HAMMERL 1982. Im Rahmen der eigenen Untersuchurng
konnte nur bei den Vollblltern eine negative Korrelation (r= -0,65 ermittelt werden.
ALLEN (1988 ermittelte bel 123 Voll blttern fir Hkt und BSR einen Korrel ationsfaktor
von r= -0,64, olgleich er die Methode nach Westergren verwendete. Bei den hier
untersuchten Warmblitern undKleinpferden lag der KF Uber dem a's klinisch relevant
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angesehenen Wert vonr= -0,5, ke den Ulkrigen Rassen (Araber und Kaltbl Gter) wurden,
vermutlich bedingt durch de geringe Probandenzahl, die Korrelationsfaktoren als nicht
signifikant berechnet. Der von OSBALDISTON (1970 as ,sehr dramatisch®
beschriebene Einfluss des Hkt auf die BSR zeigt sich in seiner Untersuchurng in
Bereichen vonsehr niedrigen bzw. sehr hohen Werten. Liegt der Hamatokrit zwischen
Werten von 0,28 b5 0,401/1, scheint der Einflussnach Analyse seiner Ergebniss fur die
Autorin jedoch eher gering. In den eigenen Untersuchung liegen, bei gleichzeitiger
Betrachtung al er Rassen sehr wenige Einzelwerte aul¥erhalb dieses Bereiches, wodurch
sich der mangelnde Zusammenhang von Hkt und BSR erkldren lasen konrte.
SCHWAB (1986 ermittelte in seinem Patientengut, welches Uberwiegend aus
Warmbl Utern besteht, ebenfall s einen negativen KF zwischen -0,5 und-1 (keine genaue
Zahlenangabe). Die Untersuchung von SCHWAB (1986 beinhdtete jedoch auch
Verlaufsmesaungen einzelner Patienten, wobei aus der Versuchsbeschreibung nicht
eindeutig hervorgeht, welche Tiere mehrfach urtersucht wurden und ob dese
Verlaufsuntersuchurgen in seine Berechnurg der KF  einbezogen wurden.
Moglicherweise konrnten so einzelne mehrfach gemessene Patienten einen groléeren

Einfluss erhalten als solche Tiere, bei denen nur eine Messung vorgenommen wurde.

In den eigenen Untersuchungen konrten fir die Rassen Vollblut und Kaltblut statistisch
signifikante paositive Korrelationsfaktoren fir die Gesamtleukozytenzahl und de BSR
ermittelt werden. Dies widerspricht den Ergebnisen von ALLEN (1988, der 123
Vollbluter untersuchte und keine Korrelationen feststellen konrte. Eine sinnvdle
Erklarung fur den hier festgestellten Zusammenhang kdnrte in der relativ geringen Zahl
der Pferde dieser Rass in der eigenen Untersuchung liegen, zudem unterscheiden sich
auch de Methoden der eingenen und ar Untersuchung von ALLEN (1988. Ein
kausaler Einfluss der Leukozyten auf die BSR ist nach Kenntnis der Autorin nicht
bekannt. Bel den Warmblitern und Kleinpferden, de zahlenméaldig sehr viel grofere
Gruppen stellen, finden sich auch in der eigenen Untersuchung keine Zusammenhénge
von Gesamtleukozytenzahl und BSR. Dies dedkt sich mit der Untersuchung von
SCHWAB (1986, der bei 208 Pferden (v.a. Warmbliter) ebenfalls keine Korrelation
von Leukozyten und BSR feststellt.

Um den bel Voll- und Kaltblitern ermittelten Zusammenhang zu Ubkerprifen, misge

eine Untersuchung mit einer gré3eren Zahl an Pferden erfolgen.
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REINHART und SINGH (1990 schreiben den Plasmaproteinen den grof¥en Einfluss
as anziehende Kraft auf die Erythrozyten, und somit auf die Auspragung der
Geldrollenbildung, zu. Das Fibrinogen, dem beim Menschen der grofde Einfluss
zugesprochen wird (STUART und WHICHER 1988, spielt in der eigenen
Untersuchung auch beim Pferd eine wichtige Rolle. Es ergeben sich mit Ausnahme der
Kaltbllter fur ale anderen Rasen statistisch signifikante paositive Korrelationfaktoren
zwischen Fibrinogen und BSR. Diese liegen bl den Warm- und Vollblltern, den
Arabern kzw. Kleinpferden (r= 0,62 0,71, 0,71 kzw. 0,57 grolenmaldig im gleichen
Bereich wie in der Untersuchung von ALLEN (1988. Er ermittelt bei 123 Vollblitern
einen KF von r=0,61, wobei e die Methode nadh Westergren verwendet.
OSBALDISTON (1970 findet hingegen keinen Zusammenhang zwischen Fibrinogen
und BSR, jedoch verwendet er die Methodik nach Wintrobe.

Beim Pferd wurde in der Literatur der mathematische Zusammenhang (mittels
Berechnurg von KF) von Gesamtserum- und -plasmaproteinen und @& BSR nacdh
Wissen der Autorin nicht untersucht, sondern es wurden einzelne Proteinfraktionen oder
die Gesamtglobuine betradhtet. Es erscheint jedoch wahrscheinlich, dass bestehende
Zusammenhdnge dnzelner Proteine sich auch in einem Zusammenhang von
Gesamteiweil3 undBSR zeigen. In der vorliegenden Untersuchung war dies bei den
Rasen Kleinpferde [r= 0,63 (Plasma) bzw. 0,56 (Serum)] und Vollbliter [r= 0,63
(Plasma) bzw. 0,53 (Serum)] zu ermitteln. Die hoheren Plasmawerte sind vermutlich

auf den o0.g. Zusammenhang von Fibrinogen und BSR zuriickzufuhren.

Der Zusammenhang von Albumin und BSR wurde in der Literatur widersprichlich
angegeben. LOTSCH und MULLER (1962 beschreiben eine positive Korrelation
(r=0,6) von Albumin undBSR , wobei sie das Albumin duch de Papierelektrophaese
bestimmen und nu seine prozentualen Werte vergleichen. SCHWAB (1986 bestimmt
die Konzentration von Albumin ebenfals mittels Serumproteinelektrophaese. Er
berechnet jedoch fur die asoluten und pozentualen Albuminwerte @nen negativen KF
(zwischen 0 und-0,5, keine genaue Angabe) mit der BSR. ALLEN (1988 ermittelt
ebenfall s eine negative Korrelation (r=-0,39), die aer nach der vonihm durchgefiihrten
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Hkt-Korrektur der BSR nicht mehr besteht. In der eigenen Untersuchung wurde fir die
Warmbliter ein KF von r= -0,23 lerechnet. Dieser Wert wurde ds nicht klinisch
relevant eingestuft.

Fraglich ist, ob de Angaben der Autoren vergleichbar sind, da sowohl die Bestimmung
des Albumins als auch de Methodk der BSR nicht Ubereinstimmten. Gleichwohl
zeigen zumindest die egenen Ergebniss, die von SCHWAB (1989 und de von
ALLEN (1988, dass der Zusammenhang von Albumin und BSR eher umgekehrt
propartional ist. Warum LOTSCH und MULLER (1961 zu vdlkommen anderen
Ergebnissen kamen, ist nicht nachzuvollziehen.

Der negative Zusammenhang konrte seine Erklarung im Ablauf der Akut-Phase-
Re&tion (APR) haben. Im Rahmen deser APR kommt es beim Pferd zu einer
Abnahme der Albuminkoreentration im Blut (AUER et al. 1989,MAIR et a. 1993,
JAIN 1993b,FLOTHOW und DEEGEN 1994, MILLS et a. 199§. Zugleich wird bei
Mensch undPferd bei akuten Entziindurgen die Beschleunigung der BSR beschrieben
(SCHWAB 1986,STUART undWHICHER 1988).

Der Zusammenhang von Globdinen und BSR wurde von den Autoren in
unterschiedlichem Umfang untersucht. LOTSCH und MULLER (1962 berechneten fur
die Einzelfraktionen negative Korrelationen zwischen r=0 und-0,4, dr Zusammenhang
von Gesamtglobuinen und BSR wurde nicht untersucht. SCHWAB (1989 findet
dagegen sowohl fir die Gesamtglobuine ds auch fur die Einzelfraktionen (mit
Ausnahme der a;-Globuine) signifikante positive Korrelationen. Auch ALLEN (1988
beschreibt eine paositive Korrelation (r=0,38 von Globuinen undBSR. Einzelfraktionen
der Globuline wurden von ihm nicht untersucht.

In der eigenen Untersuchung bestehen ebenfall s paositive KF fur die Gesamtglobuine
bei alen Rassn. Auch im Falle der Einzelfraktionen sind pasitive KF zu beredhnen.
Allerdings liegen nu wenige der KF Uber eilnem Wert von r=0,5, was ihren

tatsachlichen Einfluss auf die BSR fraglich macht.

Zusamnmenfasend lasg sich sagen, dass die Plasmaproteine deutliche paositive
Zusammenhang mit der BSR aufweisen. Dies wird duch de Verstarkung der
Geldrollenbildung dr Erythrozyten duch de anziehenden Krafte der Proteine
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hervorgerufen (REBENHART und SNGH 1990. Ein urerwartetes Ergebnis gellt die
Beobachtung da, dassim Rahmen der eigenen Untersuchung cr Hamatokrit nur einen
sehr schwachen Einflussauf die BSR zu halen scheint. Bestehende Unterschiede in den
Ergebnisen der eigenen Untersuchung und dnen ancderer Autoren kdnrten v.a. in der

unterschiedlichen Messmethodik der BSR liegen.

42.1.3 Proteine

42131 Gesamteiweild

Die im Rahmen der vorliegenden Untersuchung ermittelten Mittelwerte und
Standardabweichungen der Konzentrationen des Gesamteiweil3es im Serum liegen bel
allen Gruppen im Bereich des von KRAFT et a. (1997 angegebenen Referenzwertes
far Pferde von 55 hs 75 g/l. Verglichen mit dem Referenzwert von JAIN (1986) fir
adulte Pferde (60-75 g/l) sind de Werte geringfligig niedriger. Dies konrte mit der
Tatsache zu erklaren sein, dass sch in alen del Gruppen der vorliegenden
Untersuchung auch Jungtiere befanden, deren Konzentration an Gesamteiwei 3 nedriger
ist, als das der adulten Tiere (KANEKO 1988JN 1986a).

Wie auch bei den Leukozyten zeigt die grol¥e Standardabweichung bel den Ergebnissen
der Gruppe 2, dasshier sowohl Patienten mit deutlich verminderter als auch solche mit
deutlich erhohter Konzentration an GE zu finden sind. Dies ist durch de
Gruppenzusammensetzung zu erklaren. In der Gruppe 2 befinden sich zum einen Pferde
mit akuten ks chronischen Entziindurgsregktionen, welche zu einer Erhohurg der
Plasma- bzw. Serumproteine fuhren (SCHALM 1975b, FLOTHOW und DEEGEN
1994 Kraft et al. 1997h). Andererseits umfasg die Gruppe 2 auch Pferde, die an akuten
bis chronischen Enteritiden litten. Diese fuhren i.d.R. Gber Verlust bzw. Malresorption
zu einer Hypoproteinamie (JAIN 1986d, FLOTHOW und DEEGEN 1994, KRAFT et al.
1997b).
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42132 Albumin

Die Mittelwerte der Konzentrationen an Albumin im Plasma entsprechen im Falle der
Gruppen 1 und 3 dén Angaben in der Literatur, wonadh der Referenzbereich bel
gesunden adulten Tieren bei 25 ks 45 g/l liegt. Bei Pferden, welche an COB erkrankt
sind (Gruppe 3) sind Verdnderungen der Albuminkorzentration richt zu erwarten
(CHABCHOUB und GUELFI 1991).

Der Mittelwert der Gruppe 2 liegt mit 23,0t5,7 g/l knapp urter dem unteren Grenzwert
des Referenzbereiches. Die grof3e Standardabweichung zeigt auch hier, dass sch in der
Gruppe 2 sehr viele Pferde befinden, bei denen de Albuminkoreentration im
Referenzbereich liegt. Gleichwohl zeigen de Ergebnisse, dass es im Rahmen einer
entziindichen Erkrankung zu einer Verminderung der Albuminkorzentration im Blut
kommt Dies bestétigt die Ergebnisee anderer Autoren (ALLEN und KOLD 1988,
AUER et a. 1989,JAIN 1993b,FLOTHOW und DEEGEN 1994,MILLS et a. 199§,
und hkestétigt die Bezeichnurg des Albumin as genanntes , negatives* Akut-Phase-
Protein (PEPYS und BALTZ 1983).

42132 Globuline

Aus der Methodk der Globuinbestimmung (Subtraktion des Albumingehaltes von der
GE-Konzentration) ergibt sich, da die Mittelwerte der Konzentrationen von GE und
Albumin der Gruppen 1 und 3m jewelli gen Referenzbereich liegen, dass $ch auch de
Mittelwerte der Konzentrationen der Globuine in ihrem Referenzbereich befinden
mussen. Fur die Gruppe 2 ergibt sich ein statistisch signifikant hoherer Wert, da der
Mittelwert der GE-Konzentration im Referenzbereich liegt, der Mittelwert der
Albuminkoreentration aber statistisch signifikant erniedrigt ist. Diese Erhdhurg der
Globuinkoreentrationen ist mit der Synthese der Akut-Phase-Proteine (ANDUS et al.
1989, JAIN 19930 und wermehrter Synthese von Immunglobdinen, besonders bei
chronischen Entzindurgen (JEFFCOTT 1971, SCHALM 1975b, WUIJCKHUISE-
SJOUKE 1984}u erklaren.
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ZusdtZich zur Bestimnung des GE sollte auch die Konzentration des Albumins
bestimnt werden, un eine Dysproteindmie in Form einer SI6rung s Verhatnisses von
Albumin undGlobuinen erkennen zu kbnren. Eine reduzierte Albuminkonzentration kel
einer GE-Konzentration im Referenzbereich bedeutet zugleich eine Erhdhung @r
Globdine, diese Befunde gemeinsam lasen au ene etzindiche Erkrankung

schlieRen.

4.2.1.3.3 Fibrinogen

Die im Rahmen der eigenen Untersuchung ermittelten Mittelwerte und
Standardabweichurgen der Fibrinogenkorzentration lassen sich lediglich mit dem
Referenzbereich von KRAFT et a. (1997 vergleichen, da dies nach Kenntnis der
Autorin de @anzige Literaturangabe darstellt, in der die Methodk nadh Clauss zur
Ermittlung der Fibrinogenkoreentration beim Pferd Anwendurg findet. Sowohl die
Werte der Gruppe 1 als auch der Gruppe 3 liegen in desem Referenzbereich (1,5- 3,3
g/l). Der Mittelwert der Gruppe 2 liegt mit 4,0 g/l statistisch signifikant héher. Diese
Ergebniss bestétigen de Angaben in der Literatur, dassentziindi che Prozess mit einer
Erhohurg des Fibrinogens einhergehen (SCHALM et a. 1970, WUIJCKHUISE-
SIOUKE 1984,ALLEN und KOLD 1988,MILLS et al. 1997,BARTON et al. 1999,
die maximal das 2 his 3,5fadche des Normalwertes erreicht (WUIJKHUISE-SIOUKE
1984, ALLEN und KOLD 1988. Diese Beobadtung konrte auch in der vorliegenden
Untersuchung gemadit werden. Der hochste gemessenen Wert lag bei 10,4 g/l. Die
erhbhten Konzentrationen wurden in der vorliegenden Untersuchurg bei bakteriellen
Infektionen ermittelt (Druse, Pleuro-/Bronchopreumonie, Enteritis, Abszess,
Phlegmonen). Dies entspricht den Angaben der Literatur (SCHALM et a. 1970,
WUIJCKHUISE-SJIOUKE 1984, ALLEN und KOLD 1988, TOPFER und PRASSE
1998, BARTON et a. 199§. Die Ausssge von WUIJKHUISE-SJIOUKE (1984, bei
Werten dker 10 g/l se die Prognose schledht bis infaust konnte in der eigenen
Untersuchung nicht bestétigt werden. Werte von >10 g/l wurden nu in 2 Félen
ermittelt, beide Tiere konnten geheilt entlassen werden. Es ist jedoch anzumerken, dass
in der Untersuchung von WUIJKHUISE-SIOUKE (1984 eine andere Methode der
Fibrinogenbestimmung gewahlt wurde, was die Vergleichbarkeit von Werten praktisch
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unmaoglich madit. In der eigenen Untersuchung war der von WUIJKHUISE-SIOUKE
(1984 und ALLEN und KOLD (1988 beschriebene Zusammenhang von Schwere der
Erkrankung und Konzentration des Fibrinogens nicht tberzeugend rachzuvall ziehen.
Eine mdgli che Erklarung konrte im Bestimmungszeitpunk der Fibrinogenkoreentration
liegen. Wie bereits erwdhnt, wurde von jedem Patient nur eine Blutuntersuchurng
berticksichtigt, die unter Umstanden vor der maximalen Erhéhurg des Fibrinogens nadh
5 bis 7 Tagen (WUIIKHUISE-SJIOUKE 1984, ALLEN und KOLD 1988 erfolgt war.
Die Eignung der Fibrinogenbestimmung zur Kontrolle von Therapie undoder
korpereigener Heilung (SCHALM 1975b, WUIJKHUISE-SIOUKE 1984 erscheint
etwas fraglich, da ehdhte Werte bis 50 Tage nadch Beginn der Erkrankung gemessen
werden konren (AUER e a. 1989. Die in der Literatur beschriebene
Altersabhéngigkeit des Fibrinogens (BRUGMANNS et al. 1998 wurde im Rahmen der
eigenen Untersuchung nicht Uberprift, da keine gesunden Fohlen urtersucht wurden.
Beim Vergleich der von BRUGMANNS et a. (1998 angegebenen Werte der drei von
ihnen gewéhlten Altersgruppen zeigt sich, dass die Werte sehr dicht beieinander und
zudem im von ihnen festgelegten Referenzbereich liegen. Im Zusammenhang mit den
Ergebnisen anderer Autoren, de keinen Einfluss des Alters auf die
Fibrinogenkoreentration ermitteln (SCHALM et al. 1970, JAIN 19869, erscheinen
altersabhangige Unterschiede als zumindest fur den Kliniker unbedeutend.

Die in der eigenen Untersuchung ermittelte Korrelation von Fibrinogen und en a-
Globuinen (r=0,53 konnte darauf beruhen, dass es sch sowohl beim Fibrinogen als
auch den a-Globuinen um Akut-Phase-Proteine handelt, die wahrend der Akut-Phase-
Re&tion vermehrt synthetisiert werden. Diese Akut-Phase-Proteine wandern in der

Elektrophorese fast ausnahmslos inaélobulinfraktion.

Die Bestimnmung dr Fibrinogenkonzentration ist laut Literatur und nah den
Ergebnisen der eigenen Untersuchung ein wichtiger Parameter in der Diagnastik
entziindicher Erkrankungen. Trotz der Heterogenitat der Gruppe 2, in der entziindiche
Erkrankungen von urterschiedlicher Genese und Erkrankungsdauer zusammengefass
wurden, ist eine deutliche Erh6hung @r durchschnittlichen Fibrinogenkonzentration

festzustellen.
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4.2.2 SERUMPROTEINELEKTROPHORESE (SPE)

4.2.2.1 Einteilung der Fraktionen

Wie bereits im Schrifttum eingehend wiedergeben (Kap. 2.3.2 S. 44) hat sich in der
Auswertung der SFE beim Pferd kein Standard duchgesetzt. Die Einteillung der
Fraktion variiert je nadch Untersucher. Hierbel werden zwischen 5 und 10
Einzelfraktionen urterschieden. Die Anzahl der Fraktionen ist jedoch urebhéngig von
dem gewdhlten Trager (Zellulose-Azetat-Folie oder Agarose-Gel). Die wichtigsten
Unterschiede in der Interpretation der Elektropherogramme liegen im Bereich zwischen
kathodbler Seite des Albumin und eém in Richtung der Kathode folgenden réchsten
Ped, dem a-Globuin. Hier wird beim Pferd de sogenannte ,, Schulter* am kathodalen
Schenkel des Albumin beschrieben (BIERER 1969 MASSP und FUMIERE 1974
KIRK et a. 1975 KRISTENSEN und FIRTH 1977 BIAGI 1980 KEAY und DOXEY
1981, MATTHEWS 1982, die nach KRISTENSEN und FIRTH (1977 immer
vorhanden ist. In der eigenen Untersuchung war die Schulter in 79,8% (272 von 34}
der Fédlle endeutig zu erkennen. Da das Albumin keine Heterogenitéat aufweist
(KRISTENSEN und FIRTH 1977, muss es sSch bel dieser Schulter um eine
Uberlappurg der Bande des Albumin mit der einer Globdinfraktion handeln. Von
anderen Autoren wird dese Schulter tberwiegend ignoriert. KANEKO (1980 erkennt
zwar die Schulter, beschreibt auch ihre deutlichere Auspragung im Verlauf der Akut-
Phase-Re&ktion, gleichwohl wird de Schulter dem Albumin zugeredhnet. Durch dese
unterschiedlichen Interpretationen von Albumin und va aGlobdinen lasen sich
Referenzwerte aus den urterschiedlichen Untersuchungen praktisch nicht vergleichen,
da die Benennurgen der Unterfraktionen der a-Globuine nicht mehr Gbereinstimmen.
Ein Vergleich ist nur dann maoglich, wenn anhand eines Elektropherogramms die
Eintellung der Fraktionen dargestellt wird, um zu Gbkerprifen, ob sie mit der eigenen
Methodk Ubereinstimmt. Betraditet man de Referenzwerte in den verschiedenen
Quellen wird deutlich, dassbedingt durch de unterschiedliche Zahl an Fraktionen und
unterschiedli che Beurteilung des Uberganges zwischen Albumin und Globuinen (o0.g.
Schulter), ein Vergleich der Werte zumeist unmdgli ch ist. Problematisch stellt sich auch
die Tatsache dar, dassnur in wenigen Féllen (PIERCE 1975,KRISTENSEN und FIRTH
1977, MATTHEWS 1982, FLOTHOW und DEEGEN 1994 prozentuale und absolute
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Werte der Fraktionen angegeben werden . Es finden sich praktisch keine
Untersuchurgen, bei denen Anzahl der Fraktionen, Methodk und Einteillung der
Fraktionen Gbkereinstimmen undAngaben Ukbker prozentual e und absolute Werte gemadht
werden. Eine Ubersicht der Ergebnisse der aufgefiihrten Untersuchungen ist im Anhang
tabellarisch wiedergegeben (Tab. Xa und Xb, Anhang S. 1415). Im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung wurde en weiteres Problem deutlich: bei mehrfadher
Wiederholung der Fraktionseinteilung am gleichen Elektropherogramm durch den
gleichen Untersucher ergeben sich urterschiedliche Werte bei den Unterfraktionen der
a und bGlobdine. Die Werte der & und b Gesamtglobuine unterscheiden sich jedoch
praktisch nicht bel diesen Kontrollen, weil die Abgrenzung zwischen den
Hauptfraktionen a, b- und g-Globuine i.d.R. problemlos mdglich ist. Weiterhin ist
anzumerken, dasses in der eigenen Untersuchung und auch in der von BIAGI (1980
schwierig bzw. nicht moglich war, innerhab jedes Elektropherogramms 6
Proteinfraktionen exakt zu urterscheiden. Hieraus kann der Schluss gezogen werden,
dass die Einteilung in Unterfraktionen fehlertrachtig sein kann, und méglicherweise

wenig sinnvoll ist.

Aus den angfiihrten Griinden ist eine Ubernahme \on Referenzwerten aus der Literatur
nicht mdglich, jeder Untersucher bzw. jedes Laba muss eine Methodk der
Fraktionseinteilung erarbeiten und eigene Referenzbereiche emitteln. Um
Fehlerquellen zu minimieren, sollten de Globuinfraktionen in mdglichst wenige

Unterfraktionen weiterunterteilt werden.

4.2.2.2 Veranderungen der Proteinfraktionen

4.2.2.2.1 Albumin

Im Rahmen der eigenen Untersuchung zeigt sich auch bei der elektrophaetisch
bestimmten Albuminkoreentration, dassder Mittelwert der Gruppe 2 deutlich urter dem
der Gruppen 1 und Jiegt. Dieses Ergebnisist bereitsin Kap. 4.2.1.3.4S. 96) diskutiert
worden, undwird aus diesem Grundan deser Stelle nicht weiter ausgefuhrt. Vergleicht

man jedoch de direkt im Plasma gemessenen Albuminwerte mit denen mittels
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Elektrophaese bestimmten falt auf, dassbei allen drei Gruppen de Mittelwerte aus der
SPE niedriger sind, als die direkt gemessenen. Ein mdglicher Grund konne die
Interpretation der ,Schulter* darstellen, de in vorliegender Untersuchung den a
Globuinen zugerechnet wurde. Geht man von dr Tatsadhe aus, dass $ch an deser
Stelle auf dem Trager das Albumin undein Teil der a;-Fraktion Ulerlagern, ,fehlt* dem
Albumin sozusagen ein Teil, wenn de Ubliche ,, Drop-line“-Methode (siehe Kap. 2.3.2
S. 441f.) angewandt wird. Von Interese konnte e in, de Albuminkorzentration aus
dem Elektropherogramm mittels Gauf3scher N&herung (siehe Kap. 2.3.2 S. 44 ff.) zu

ermitteln. Mdglicherweise wirden in diesem Fall die Werte besser Ubereinstimmen.

4.2.2.2.2 a-Globuline

Entziindi che Erkrankung fihren zu einer Erh6hurg der a-Globuine. Dies wird sowohl
bei akuten Entziindurgen (KANEKO 1980, JAIN 1993b, FLOTHOW und DEEGEN
1994 ds auch sei subakuten und chronischen Entziindurgen (JEFFCOTT 1971,
FLOTHOW und DEEGEN 1994 beschrieben. Diese ErhOhurg ist auch in den eigenen
Untersuchung festzustellen. Der prozentual e und absolute Gehalt der a-Globuine ist bei
Pferden der Gruppe 2 im Mittel signifikant grofer als bel der Kontrollgruppe. Diese
hoheren Werte beruhen ausschliefdlich auf einer Erhéhurg der a-Fraktion. Pferde, die
an COB erkrankt sind, zeigen keine von der Kontrollgruppe aweichenden
Konzentrationen. Dies wurde aich vonanderen Autoren berichtet (CHABCHOUB und
GUELFI 1991).

4.2.2.2.3 b-Globuline

Diein der eigenen Untersuchung ermittelte Erhéhurg der b-Globuine bel der Gruppe 2
beruht praktisch ausschlieflich auf einer Erhéhurg der b,-Fraktion. Eine Erhdhurg
dieser Fraktion kann duch de Erh6hurg der Konzentration an Immunglobuinen (IgM,
IgG(T) und IgA) hervorgerufen sein, da diese Immunglobdine in der by-Fraktion
wandern (MAKIMURA et a. 1975. Eine Zunahme der Immunglobuine ist i.d.R.
Zeichen einer subakuten bis chronischen Entziindurg, wobel IgM und IgA als erstes
ansteigen (JAIN 19930). Im Patientengut der Gruppe 2 befinden sich v.a Pferde mit

subakuten Entzindurgsresktionen. Aus diesem Grund konren de b-Globdine der
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Gruppe 2 im Mittel héher sein as bei den Kortrolltieren. Die COB fuhrt nicht zu
Veranderungen der b-Globuine (CHABCHOUB und GUELFI 1991), dies kann duch

die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bestétigt werden.

4.2.2.2.4 g-Globuline

Eine Erhdhurg der g-Globuine wird héufig als typisches Zeichen einer chronischen
Entziindurg gedeutet (JEFFCOTT 1971, SCHALM 197%, KANEKO 1980,
WUIIJKHUISE-SJIOUKE 1984,JAIN 1993b,FLOTHOW und DEEGEN 1994). Dasich
im Patientengut der eigenen Untersuchung nur wenige Patienten mit chronischen
Entziindurgen befinden, sind dese Erhéhurgen anhand der Mittelwerte nicht zu
erkennen. Jedoch weist der Mittelwert der Gruppe 2 einen sehr umfangreichen
Streufaktor auf, dies richt fir das Auftreten sehr hoher Werte. Eine Beispiel hierfir
wére an Patient mit Abszessmit g-Globuinwerten von 27,4g/l bzw. 29,%%6 (Abb. 13,
Kap. 3.2.2.2. Alle im Rahmen deser Arbeit untersuchten Pferde mit Abszessildurng
wiesen erhohte g-Globuinkoreentrationen auf. Die Gruppe mit den an COB erkrankten
Pferden zeigt keine Erhdhurg der g-Globuine, was den Angaben vonROBINSON et al.
(1996 und VAND ENPUT und LEKEUX (1996 entspricht. Andere Autoren hingegen
ermitteln eine Erhéhurg der Werte (CHABCHOUB und GUELFI 1991, FLOTHOW
und DEEGEN 1994, wobei in der Untersuchung von CHABCHOUB und GUELFI
(199]) diese Erhdhurg nur bel knapp der Halfte der untersuchten Pferde festgestellt

wurde.

Der Einsatz der Serumproteinelekrophaese in der Diagnatik entziindicher
Erkrankungen des Pferdes bleibt durch de relativ aufwendige Methodk und de hohen
Anschaffungskosten der Bestimmungsgerate grof¥eren Labaen vorbehalten. Zudem
lasds sich feststellen, dass die Serumproteineledrophaese ene unspezifische
Bestimnmungsmethodk darstellt, und nu sehr vereinzelte Krankheiten beim Pferd (CID,
mondklonde Gamnopahie) zu spezifischen pahognamonischen Veranderungen des
Elekropherogramns filhren (KANEKO 1980. Snnvoll erscheint der Autorin der
Einsatz der SPE bel Verdacht einer entziindi chen Veranderung, wenn de Bestimmung
der Ublichen Entziindungparameter (Leukozyten, Fibrinogen) ohre e@ndeutigen Befund
bleibt. Hier kann da& Elekropherogramm wichtige Hinweise auf eine bestehende
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Dysproteinamie geben, de durch eine Erhéhung @r Akut-Phase-Proteine oder der

Immunglobuline hervorgerufen wird.

4.2.3 LAGERUNG VON SEREN

Wie die Ergebnise des Lagerungsversuchs zeigen, kann de Bestimmung von
Gesamteiweil3 und Albumin mittels Biuret bzw. Bromcresolgriin duch das Einfrieren
und Lagern der Serumproben bei -18°C bednflusd werden. Die Ergebnise der
Mesaungen var und rach Einfrieren und Lagerung unterscheiden sich erheblich
voneinander. Die Ursachen fur diese Abwechungen konrten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht weitergehend urtersucht werden. Ein Laborfehler kann
ausgeschlossen werden, da die Messungen von routiniertem Laborpersona ausgefiihrt
wurden und eine tagliche Kontrolle und Eichurng der Mesgyerdte afolgt. Ahnliche
Beobadhtungen Uber Proteinveranderungen wurden nach Wissen der Autorin in der
Literatur nicht beschrieben. Allein SATOH et a. (1995 beschreiben, dass die
Serumkonzentration vonSerum Amyloid A durch de Aufbewahrung der Serumproben
bei -20°C nicht beeinflusst wird.

Aufgrund der Ergebnise des Einfrierversuches ollten Konzentrationen von
Gesamteiweil3 undAlbumin mit den hier verwendeten Messmethoden immer in frischen
Serumproben ermittelt werden. Die Bestimmung aus gefrorenen Serumproben kann sehr
fehlertradhtig sein. Von Bedeutung ist die Bestimmung der Eiwell3koreentrationen v.a
far die Ermittlung absoluter Konzentrationen der mittels Serumproteinelektrophaese
ermittelten Proteinfraktionen, da das Serum bis zur Durchfiihrung der Elektrophaese
i.dR. tiefgefroren gelagert wird. Ob Unterschiede der Referenzwerte der absoluten
Proteinfraktionen in der Literatur mit der Bestimmung der Gesamteiweil3koreentration
aus gefrorenen Proben zu erkldren sein kénrien, 1&s4 sich meist nicht eruieren, da sich
i.dR. keine Angabe findet, zu welchem Zeitpunk die Konzentration an GE ermittelt
wurde.

Werden Gesamteiweil3- und  Albuminkonzentrationen  mittels  Biuret  bzw.
Bromcresolgriin  kestimmt, sollten de Mesaungen in frischen, nicht tiefgefrorenen

Serumproben erfolgen.
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4.2.4 TESTSICHERRHEIT

Betradhtet man de Sensitivitdten der enzelnen urtersuchten Parameter
(Gesamtleukozytenzahl, Fibrinogen, Gesamteiweil3 und Albumin) wird deutlich, dass
jeder Parameter fr sich nu in unkefriedigenderer Weise richtig positive Ergebnisse
erbringt.

Je nach Referenzbereich zeigen nur 64 kew. 48 % der kranken Tiere @n abweichendes
Ergebnis bel Z&hlung der Gesamtleukozyten. Dies bedeutet gleichzeitig, bei 36 kezw. 52
% der kranken Tiere liegt ein falsch negatives Ergebnis vor, die Erkrankung kénrne
somit unerkannt bleiben.

Bel 60 % der kranken Pferde egibt die Bestimmung des Fibrinogens ein richtig

positives Ergebnis, aber auch hier sind 40 % der Falle falsch negativ.

Bel der Berechnurg der Sensitivitdt der Bestimmung von GE und Albumin wird
deutlich, dass diese Parameter alein zur Erkennurg richtig positiver Ergebnisse
vollkommen urgedgnet sind: 62 lzw. 82 % der Werte zeigen ein fasch negatives
Ergebnis.

Werden jedoch sowohl GE als auch Albumin bestimmt, zeigen immerhin 43% der Félle

ein richtig positives Ergebnis, die Zahl der falsch negativen Falle sinkt somit auf 55%.

Anders verhdlt es sch bel der Berechnurg der Spezifitdt. Hier werden duchweg bei
allen Parametern sehr gute Werte ereicht, d.h.in nu einer geringen Zahl der Féle sind
falsch pasitive Ergebnisse zu beobachten. Bel der Gesamtleukozytenzahl findet sich je
nadh Referenzbereich bai 18 lew. 4% der Pferde an falsch pasitives Ergebnis. Die
Bestimmung des Fibrinogens fuhrt in 12 % der Fale zu einem falsch pasitiven
Ergebnis, beim GE werden 29 % der Féle falsch pasitiv eingestuft. Ein ogimales
Ergebnis wird bel der Mesaung der Albuminkoreentration erreicht. Hier lag in keinem
Fall ein falsch pasitives Ergebnis vor. Allerdings ist hier zu berlicksichtigen, dassauch
andere Erkrankungen als Entzindurgen wie z.B. Mangelerndhrung zu einer

Verminderung der Albuminkonzentration fihren kénnen.
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Fasd man nun \erschiedene Untersuchurngsmethoden zusammen, zeigt sich, dass bei
gleichzeitiger Bestimmung von Leukozytengesamtzahl und Fibrinogen 83%
(Leukozytenreferenzwert 5-10x101) bzw. 79 % (Leukozytenreferenzwert 5-12x10%1)
der Untersuchurngen ein richtig paositives Ergebnis haben. Die Zahl der falsch negativen
Werte ist mit rund 2®%6 deutlich herabgesetzt. Die Kombination der Bestimmung von
Leukozytengesamtzahl und Albumin erbringt nur unbefriedigende Verbesserungen der
Werte (Sensitivitat = 0,68 und Spezifitat = 0,98).

Bel der Bestimmung adler 3 Parameter (Leukozytengesamtzahl, Fibrinogen und
Albumin) ergeben sich praktisch identische Werte wie im Falle der Kombination von

Leukozytengesamtzahl und Fibrinogen.

Eine Berechnurg von Sensitivitét und Spezifitét fir die mittels Serumprotein-
elektrophaese emittelten Globdinfraktionen ist in Ermangelung gesicherter
Referenzwerte nicht sinnvdl. Zudem erscheint der Autorin wie bereits erwéhnt (siehe
42.2.2 S 98 ff.) die Anayse des Elektropherogramms <lbst wichtiger as die

Betrachtung der absoluten und prozentualen Werte der Globulinfraktionen.

Aus diesen Beobachtungen lasg sich schlusdolgern, dassdie gleichzeitige Bestimmung
von Leukozytengesamtzahl und Fibrinogen in etwa 80% der Falle en richtig pasitives

Ergebnis fur das Vorliegen einer entziindlichen Erkrankung ergibt.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der hier vorliegenden Untersuchung war es zu ermitteln, ob undwenn ja welche
Blutparameter bei Untersuchung einer einzelnen Blutprobe an besten geegnet sind,
einen Hinwels auf einen entzindichen Prozess urebhéngig von der Dauer der
bestehenden Erkrankung, zu geben.

Untersucht wurden de Parameter Blutsenkungsreaktion (BSR), Leukozytengesamtzahl,
Differentialblutzellbild, Gesamteiweil3, Albumin, Globdine, Fibrinogen und
Serumproteinelektrophaese (SFE). Die Blutproben stammten vonPferden, de aifgrund
klinischer Untersuchungen in 3 Gruppen eingeteilt wurden: Gruppe 1 waren klinisch
unaufféllige Patienten (n=300), Gruppe 2 enthielt Patienten mit klinisch bestétigter
Entziindurg (n=107) undin Gruppe 3 (n=93) wurden Pferde mit chronisch olstruktiver
Bronchitis (COB) zusammengefasst.

Die BSR ist nach Literaturangaben duch de beim Pferd physiologisch beschleunigte
Senkung und n Einfluss z.B. von Rase und Hamatokrit in der Diagnaostik
entziindicher Erkrankungen nu bedingt einzusetzen. In der hier vorliegenden
Untersuchung konrten keine diagnostisch verwertbaren Unterschiede zwischen den
Gruppen festgestellt werden. Der beschriebene Einfluss der Rase war nicht
nachzuweisen.

Die Ergebnisse der Leukozytengesamtzahl und des Diff erentia blutzell bil des zeigten bei
Untersuchung in einer Einzelprobe keine relevanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Werden Leukozytenzahlen >12x10°/| as scheres Zeichen fiir das Vorliegen
einer Entztindurg gedeutet, ergibt die Untersuchung bei 52% der Patienten der Gruppe 2
ein falsch negatives Ergebnis. Die agenen Untersuchungen bestétigen des Weiteren
Angaben in der Literatur, dassbeim Pferd deutlich weniger umfangreiche entziindich
bedingte Reaktionen der Leukozyten auftreten als z.B. bei Karnivoren.

Anhand eines Lagerungsversuches konnte nachgewiesen werden, dassdie Bestimmung
der Blutkonzentrationen von Gesamteiweil3 und Albumin aus tiefgefrorenen Serum-
proben urzuverldssg ist. Ursachen fur die @weichenden Ergebnisse vor bzw. nach
Einfrieren sollten im Rahmen einer weiteren Untersuchung geklart werden.

Die Mesaung der Proteinkonzentrationen erfolgte im Rahmen der eigenen Untersuchurng
innerhalb weniger Stunden nach Blutentnahme. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,

dassdiein der Literatur beschriebenen entziindich bedingten Dysproteindmien mit Ver-
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minderung der Albumin- und Erhéhurg der Globuinkorzentration lediglich bei 45%
der Pferde der Gruppe 2 nadhzuweisen waren. Gleichwohl lag der Mittelwert der
Albuminkonzentration der Gruppe 2 hach signifikant unter dem Mittelwert der Gruppe
1.

Ein eindeutiger Nadchweis, welche Globuinfraktion de Erhdhurg der Gesamtglobuine
verursadit, kann nu durch de SPE erbradit werden. So wurde bei Gruppe 2 eine hoch
signifikante durchschnittliche Erhdhurg sowohl der a als auch der b-Globdine
ermittelt. Durch de Unterschiede bel der Eintellung der Fraktionen anhand des
Elektropherogramms ist ein Vergleich von Referenzwertangaben innerhalb der Literatur
undmit den eigenen Werten nicht moglich. Angaben verschiedener Autoren, wonach im
Verlauf der Entziindurg zunachst die a und kei zunehmender Chronizitét die b- und
letztendich auch de g-Globdine aisteigen, konriten wegen des hier gewahlten
Untersuchungsaufbaus nicht bestatigt werden.

Aufgrund von Verlaufsuntersuchungen wurde von \erschiedenen Autoren gefolgert,
dass das Fibrinogen beim Pferd ein Akut-Phase-Protein (APP) darstellt. Die
Bestimmung der Fibrinogenkorzentration erwies sch in der eigenen Untersuchung auch
bei Mesaung einer Einzelprobe zur Erkennurg eines entziindichen Prozesses as shr
hilfreich. Der Mittelwert der Gruppe 2 (4,039/1) lag trotz des relativ holen Streufaktors
von 1,52tatistisch hach signifikant Gber dem der Gruppe 1 (2,52¢/I; SF 1,31) undauch
dem Referenzbereich von 1,53,5 g/l. Gleichwohl fuhrt die dleinige Bestimmung des
Fibrinogens bei 40% der Patienten der Gruppe 2 zu einem falsch negativen Ergebnis.
Werden jedoch Gesamtleukozytenzahl und Fibrinogen gemeinsam betrachtet, sinkt die
Gefahr eines falsch negativen Ergebnisses auf rund 20%.

Die Literaturauswertung zeigte, dass in Zukurft nach Etablierung einer gedgneten
Messnethode maoglicherweise aich das APP Srum Amyloid A (SAA) in der
Diagnastik entziindicher Erkrankungen beim Pferd wichtige Hinweise auf Schwere und
bestehende Dauer des Prozesses geben kann. Es fehlen jedoch nach Untersuchungen mit
umfangreichem Patientengut. Die bisher verflgbaren Ergebnisse stammen Uberwiegend
aus experimentell en Studien. Interessant und sinnvdl wéren insbesondere vergleichende
Studien bezlglich der Re&ktionen von Gesamtleukozyten, Fibrinogen und SAA im
Verlauf eines entziindichen Prozesses. Mdoglicherweise konnte die Anzahl falsch

negativer Ergebnisse noch deutlicher reduziert werden.



Zusammenfassung 10€

Nacd den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen bestanden keine klinisch relevanten
Unterschiede in den genannten Parametern zwischen Gruppe 1 und 3.Daher sind dese

Blutuntersuchungen nicht geeignet, die Diagnose der COB zu bestatigen.

Als Schlussfolgerungen ergeben sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit:

1. be dem Verdacht einer entziindlichen Verdnderung beim Pferd sollte die
Bestimmung der Fibrinogenkonzentration in die Routineblutuntersuchung
einbezogen werden,

2. die Bestimmung der Gesamteiweil3konzentration sollte immer durch die
Bestimmung der Albuminkonzentration erganzt werden,

3.  Konzentrationen von GE und Albumin sollten nicht in tiefgekihlt gelagerten
Proben bestimmt werden,

4. die Bestimmung der Blutsenkungsreaktion ist beim Pferd zumindest mit der

hier gewéhlten Methodik wertlos.
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6. SUMMARY

The am of the study was to determine the most suitable hematologicd or biochemicd
parameter for detedion d an inflammatory disorder in hases, regardlessof duration o
the disease and by using just one sample.

The following parameters were examined: erythrocyte sedimentation rate (ESR), white
blood cdl (WBC) and dfferential blood court, total protein, albumin, globuins,
fibrinogen and serumproteineledrophaesis (SPE). Samples were derived from horses
divided into 3 groups, acording to the results of the dinicd examination: group 1were
horses with namal clinicd findings (n=300), group 2 consisted o patients with
clinicdly confirmed inflammation (n=107) and in group 3(n=93) horses diagnosed as
suffering from chronic obstructive pulmonary disease (COPD) were summarized.
The use of the ESR for diagnosing inflammatory disorders in hasesis discussed in the
literature because of the physiologicdly accéerated settling of erythrocytes in this
spedes and the dfeds of breed and hematocrit. In the present study, there were no
diagnosticdly usable differences between the 3 groups. An influence of breed was not
confirmed.

The results of WBC and dfferential blood courts $howed no relevant differences
between the 3 groups. If the upper limit of the normal WBC range is st at 12x1071 in
group 2, 526 of horses had a wrong negative result. Furthermore, the results of the
present study confirm the observation, that changes in WBC and dfferential blood
counts generally are less marked in horses, than for example in carnivores.

In this dudy, storage of serum at -18°C has proven, that determination d total protein
respedively albumin (methods: biuret resp. bromcresolgreen) was unreliable in frozen
samples. Causes for the differences between results before and after storage ae
unknown and should be evaluated in a following study.

In the present study, total protein and albumin serum concentrations were determined a
few hous after taking the samples. The results dhowed, that dysproteinemias with
deaease of abumin and incresse of globdins, which are said to be typicd in
inflammatory condtions, were present in oy 45% of horses in group 2.Nevertheless
the mean concentration d albumin in group 2was sgnificantly reduced in comparison

to group 1.
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Measurement of fractions of globulins was achieved by electrophoresis. In this thesis,
there was a significant increase in a and b-globulins in group 2. It is impossible to
compare absolute or relative globulin values between studies because of highly
individual division of the electropherogram into fractions. Raised values of g-globulins
in chronic inflammation have been reported, but could not be detected in this study
probably because of varying duration of the disease in group 2.

Several authors concluded from their studies of the course of continued inflammatory
disease, that fibrinogen is an acute-phase-protein (APP) in horses. In the present study,
measurement of fibrinogen was helpful to detect an inflammatory disorder, even by
examining just a single sample. The mean concentration of fibrinogen (4.03 g/l) in the
group 2 was significantly raised in comparison to group 1 (2.52 g/l) and aso higher than
the reference range (1.5-3.5 g/l). However, even measurement of fibrinogen showed
40% wrong negative results in group 2. Combined consideration of WBC count and
fibrinogen reduces the possibility of wrong negative results to 20%.

The analysis of references showed, that the APP serum amyloid A (SAA) could become
an important diagnostic aid to specify degree and duration of inflammation. However, a
routinely usable method for measurement of SAA in horses till needs to become
established. Studies comparing WBC count, fibrinogen and SAA are of special interest
and might further reduce the possibility of wrong negative results in laboratory
diagnosis of inflammation in horses.

In the present study, there were no relevant differences in the chosen parameters
between group 1 and 3. These examinations of bloodsamples are not suitable for

diagnosing chronic obstuctive pulmonary disease (COPD).

The conclusions of the present study are as follows:

1. measurement of fibrinogen should be added to the routine diagnostic
procedures in cases of suspected inflammation in horses,

2. measurement of albumin should be added to that of total protein,

3. measurements of total protein and albumin have to take place in samples which
are not stored frozen, and

4. measurement of ESR in horsesis worthless at least by using the method of this

study.
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8.3 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

alG al saures Glykoprotein

APP Akut-Phase-Protein/-e

APR Akut-Phase-Reaktion

AS Aminosaure

bidest. bidestillata

BSR Blutsenkungsreaktion

CGP circulating granulocyte pool = zirkulierender Granulozytenpool
CIF colony inhibitory factor

COB chronisch obstruktive Bronchitis

CRP C-reaktives Protein

CSF colony stimulatimg factor

EIA equine infektibse Anamie

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

GE Gesamteiweil3

GTR Granulocyte turnover rate = Durchgangszeit der Gr. im Blut
Hb Hamoglobin

Hkt Hamatokrit

Hp Haptoglobin

i.m. intramuskular

AY intravends

IL Interleukin

IP isoelektrischer Punkt

KF Korrelationsfaktor

LT Leukotrien

MGP marginal granulocyte pool = marginaler Granulozytenpool
MIP macrophage inflammatory protein

mi Milliliter

mm Millimeter

ul Mikroliter

MRNS messenger Ribonukleinsaure

MZP Messzeitpunkt

OCD Osteochondrosis dissecans

PAF platelet activating factor

PG Prostaglandin

PMN polymorphonuklear leukocyte

S Standardabweichung

SAA Serum Amyloid A

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese
SF Streufaktor

SPE Serumproteinelektrophorese

SR/10 durchschnittliche Senkungsrate in 10 Minuten

T1/2 Halbwertszeit

TBGP total blood granulocyte pool = Gesamt-Granulozyten im Blut
TNF Tumor Nekrose Faktor

U units = Einheiten

ZAF Zellulose-Azetat-Folie

ZNS zentrales Nervensystem
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Tab. I: Mittelwerte und Standardabweichurngen/Streufaktoren der direkt im Blut
gemessenen Parameter beim Pferd, urterschieden mach den drei Klinisch
eingeteilten Gruppen (n=500)

Par ameter Gruppe | Einheit X S Xg SF
Senkung 1 37,5 14,6
2 mm/ 51,5% 20,3
3 30min 36,0 13,9
Hamatokrit 1 0,35 0,04
2 I/l 0,34 0,07
3 0,38 | 0,04
Leukozyten 1 7,86 1,27
2 x10°/1 9,40° | 1,63
3 9,08 | 1,28
Lymphozyten 1 2,27 1,56
2 x10°/1 2,52 1,75
3 2,76™ | 1,48
Monozyten 1 0,05 3,48
2 x10°/1 0,07° | 4,10
3 0,07 4,06
segmentkernige 1 5,03 1,43
neutrophile 2 x10%/1 5,61 2,19
Granulozyten 3 5,59 1,44
stabkernige 1 0,16 1,19
neutrophile 2 x10%/ 0,19% | 1,62
Granulozyten 3 0,16 1,29
Fibrinogen 1 2,52 1,31
2 gll 4,03% | 1,52
3 2,56 1,31
Proteirt 1 60,7 5,8
(Plasma) 2 g/l 63,8% 11,3
3 61,7 51
Proteirt 1 58,0 5,7
(Serum) 2 g/l 59,44 11,0
3 59,0 4,8
Albumin 1 33,7 3,3
(Plasma) 2 g/l 30,0% 5,7
3 33,7° 2,9
Globuling 1 26,4 1,2
(Plasma) 2 g/l 32,17 1,4
3 27,5° 1,2

Gruppe 1= Kontrollgruppe

! = direkt gemessen

& = arithmetischer Mittelwert
%y = geometrischer Mittelwert
&= Signifikanzen zwischen Gruppe 1 und 2

ns = nicht signifikant

3 = schwach signifikant

Gruppe 2 = Entziindungsgruppe

Gruppe 3 = Pferde mit COB

= errechneter Wert
s = Standardabweichung
SF = Streufaktoren

® = Signifikanzen zwischen Gruppe 1 und 3

@b = gignifikant

aaalbbb _

= hoch signifikant
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Tab. Il:  Korrelationen zwischen Gesamtleukozyterd ausgewahlten Parametern

Par ameter Einheit | Anzahl der Pferde | Korrelationsfaktor |Signifikan
z
Protein (Plasmg) g/l 500 0,19 Hook
Protein (Serum} g/l 500 0,15 ook
Albumin® g/l 500 -0,10 *
Globuline gll 500 0.21
Albumin? % 341 -0,24 o
g/l 341 -0,18 e
Globuling % 341 0,24 ok
g/l 341 0,20 ik
a-Globulir® % 341 0,18 o
g/l 341 0,20 ik
agesamtGlobulin® | % 341 0,17 o
g/l 341 0,19 ik
by-Globulin® % 341 0,10 ns
g/l 341 0,09 *x
bo-Globulin® % 341 0,13 *
g/l 341 0,15 *x
byesamtGlobulir® | % 341 0,19
g/l 341 0,18 ik
! = Werte gemessen mittels Cobas Mira Plus 2 = Werte durch Elektrophorese ermittelt

*** = hoch signifikant (g0,001) ** = gignifikant (p=£0,01)
* = schwach signifikant (p50,05) ns = nicht signifikant
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Tab. lll:  Korrelationen zwischen der BSR und ausgewéhlten Parametern (Warmblut)
Parameter Einheit | Anzahl der Pferde | Korrelationsfaktor | Signifikanz
Hamatokrit I/l 360 -0,48 Fkk
Fibrinogen g/l 360 0,62 ook

Gesamtleukozytefy x107/I 360 0,21 ns

Protein (Plasma)| g/l 360 0,39 Fhx
Protein (Serum) gll 360 0,30 ook
Albumin® gl 360 -0,23 e
Globuline gll 360 0,51
Albumin® % 251 -0,52 x
g/l 251 -0,30 —

Globuling % 251 0,52 o
g/l 251 0,46 e
a-Globulin® % 251 0,003 ns
g/l 251 0,11 ns

a-Globulin® % 251 0,42 ok
g/l 251 0,49 e

agesamtGlobulir’ % 251 0,37 e
g/l 251 0,48 ok

bs-Globulin® % 251 0,17 ox
g/l 251 0,22 ook

b,-Globulir® % 251 0,32 ok
g/l 251 0,36 —

bgesarmGlobulin® % 251 0,38 e
g/l 251 0,40 e

g-Globulirf % 215 0,14 *
g/l 251 0,19 *x

! = Werte gemessen mittels Cobas Mira Plus 2 = Werte durch Elektrophorese ermittelt
** = hoch signifikant (g0,001) ** = gignifikant (g0,01)

* = schwach signifikant ¢0,05) ns = nicht signifikant
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Tab. IV:  Korrelationen zwischen der BSR und ausgewéhlten Parametern (Kleinpferde)

Par ameter Einheit | Anzahl der Pferde | Korrelationsfaktor | Signifikanz
Hamatokrit I/l 96 -0,45 —
Fibrinogen g/l 96 0,57 —
Gesamtleukozytd x107/I 96 0.42 x
n
Protein (Plasma) g/l 96 0,63 ok
Protein (Serum)| o/l 96 0,56 —
Albumin® gll 96 -0,10 ns
Globuline' g/l 96 0.72 o
Albumin® % 62 -0,62 —
g/l 62 -0,28 *
Globulineg % 62 0,62 o
g/l 62 0,75 e
a-Globulir® % 62 -0,17 ns
g/l 62 -0,03 ns
a-Globulir? % 62 0,46 o
g/l 62 0,61 e
8gesamGlobulin® % 62 0,41 ok
g/l 62 0,64 e
by-Globulin® % 62 0.39 -
g/l 62 0,51 e
be-Globulin? % 62 0,32 *
g/l 62 0,44 o
bgesantGlobulin® | % 62 0.55
g/l 62 0,68 e
g-Globulirf % 62 0,53 ns
g/l 62 0,24 ns
1 = Werte gemessen mittels Cobas Mira Plus 2= Werte durch Elektrophorese ermittelt
** = hoch signifikant (g0,001) ** = signifikant (pz0,01)

* = schwach signifikant 0,05) ns = nicht signifikant
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Tab. V:  Korrelationen zwischen der BSR und ausgewéhlten Parametern (Vollbluter)

Par ameter Einheit | Anzahl der Pferde | Korrelationsfaktor | Signifikanz
Hamatokrit I/1 22 -0,65 el
Fibrinogen g/l 22 0,71 *
Gesamtleukozyte] x107/I 22 0,60 ok
n
Protein (Plasma) g/l 22 0,63 o
Protein (Serum)| g/l 22 0,53 *
Albumin® gll 22 -0,25 ns
Globuline g/l 22 0,53 *
Albumin® % 14 -0,75 o
gll 14 -0,53 *
Globuling % 14 0,75 *k
g/l 14 0,79 Frk
ag-Globulin’ % 14 -0,04 ns
g/l 14 0,29 ns
a-Globulir’? % 14 0,40 ns
gll 14 0,59 *
8gesamGlobulin® % 14 0,34 ns
gll 14 0,60 *
by-Globulin® % 14 0,36 ns
gll 14 0,63 *
bo-Globulin® % 14 0,43 ns
gll 14 0,55 *
byesantGlobulin® | % 14 0,53 ns
g/l 14 0,71 *x
g-Globulirf % 14 0,44 ns
g/l 14 0,52 ns
1 = Werte gemessen mittels Cobas Mira Plus 2 = Werte durch Elektrophorese ermittelt
** = hoch signifikant (g0,001) ** = signifikant (pz0,01)

* = schwach signifikant 0,05) ns = nicht signifikant
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Tab. VI:  Korrelationen zwischen Fibrinogen und ausgewahlten Parametern

Par ameter Einheit | Anzahl der Pferde | Korrelationsfaktor | Signifikanz
Gesamtleukozyte] x107/I 500 0,24 ok
n
Protein (Plasma) g/l 500 0,28 —
Protein (Serum)| g/l 500 0,11 *
Albumin gll 500 -0,26 x
Globulin€ g/l 500 0,37 ok
Albumin® % 341 20.50 e
g/l 341 -0,44 —
Globuling % 341 0.50 e
g/l 341 0,37 —
a-Globulir® % 341 -0,11 *
g/l 341 -0,09 ns
a-Globulin® % 341 0.67 x
g/l 341 0,65 ok
agesamGlobulin® | % 341 0,57
g/l 341 0,53 —
by-Globulin® % 341 0,23 e
g/l 341 0,21 —
bo-Globulin® % 341 0,28 e
g/l 341 0,29 ok
byesantGlobulin® % 341 0.39 x
g/l 341 0,36 xh
g-Globulirf % 341 -0,04 ns
g/l 341 -0,003 ns
1 = Werte gemessen mittels Cobas Mira Plus 2= Werte durch Elektrophorese ermittelt
** = hoch signifikant (g0,001) ** = signifikant (pz0,01)

* = schwach signifikant §0,05) ns = nicht signifikant
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Tab.VIl: Mittelwerte und Standardabweichurgen/Streufaktoren  der  mittels
Serumproteinelektrophaese beim Pferd gemessnen Albumin- und

Globulinkonzentrationen (n=341)

Par ameter Gruppe | Einheit X S Xq SF
1 54,2 45
2 % 44,332 10,7
Albumin 3 51,6 5,1
1 31,3 2,6
2 g/l 26,12 6,2
3 30,5 2,7
1 45,8 4,5
2 % 55,7% 10,7
Globuline 3 48,8 5,1
1 26,4 1,2
2 g/l 32,2% 14
3 28,4° 1,2
1 13,7 2,0
2 % 17,5 45
8gesamtGlobuling] 3 14,6 2,0
1 7,9 1,2
2 g/l 10,07 1,3
3 8,5 1,2
1 19,3 3,4
2 % 24,1232 6,8
DgesamtGlobuline| 3 19,5° 3,8
1 11,0 1,2
2 g/l 13,7% 15
3 11,3® 1,2
1 12,3 1,3
2 % 12,8"® 15
g-Globuline 3 13,6° 1,4
1 7,1 14
2 g/l 7,6° 1,7
3 8,0° 1,4
Gruppe 1= Kontrollgruppe Gruppe 2 = Entziindungsgruppe  Gruppe 3 = Pferde inCOB
& = arithmetischer Mittelwert s = Standardabweichung
g = geometrischer Mittelwert SF = Streufaktor
& = Signifikanzen zwischen Gruppe 1 und 2 ® = Signifikanzen zwischen Gruppe 1 und 3

aa/bb

ns = nicht signifikant ~ ¥" = schwach signifikant = signifikant aaalbbb— hach signifikant
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Tab. VIIl: Mittelwerte und Standardabwel chungen/Streufaktoren der mit Hilfe der SFE

ermittelten Konzentrationen der Globulinunterfraktionen (n=341)

Parameter Gruppe | Einheit X S Xq SF
1 5,9 1,5
2 % 6,1"° 2,0
a-Globuline 3 6,7 1,4
1 3,3 1,3
2 g/l 3,4 1,4
3 3,9 1,3
1 7,7 1,2
2 % 10,6 1,4
a-Globuline 3 7,7° 1,2
1 4.4 1,3
2 g/l 6,32 1,5
3 4,5 1,3
1 11,8 2,7
2 % 13,4° 4.6
b;-Globuline 3 11,8° 2,6
1 6,7 1,3
2 g/l 7.8 1,6
3 6,8" 1,3
1 6,8 1,5
2 % 9,7°% 1,6
b,-Globuline 3 7,0° 1,6
1 4,0 1,6
2 g/l 5,72 1,7
3 4,2 1,6
Gruppe 1= Kontrollgruppe Gruppe 2 = Entziindungsgruppe  Gruppe 3 = Pferde mit COB
& = arithmetischer Mittelwert s = Standardabweichung
¥y = geometrischer Mittelwert SF = Streufaktoren
& = Signifikanzen zwischen Gruppe 1 und 2 ® = Signifikanzen zwischen Gruppe 1 und 3

aa/bb

ns = nicht signifikant ~ #° = schwach signifikant = signifikant ~ **"**= hoch signifikant



Anhang -13

Tab.IX: Verlaufsmesaungen von Gesamteiwel3 (GE) und Albumin wahrend des

Lagerungsversuchs (alle Angaben in g/l)

grau unterlegt = Messungen mit maximaler Abweichung im Vergleich mit der 1. Messung

M esszeitpunkt
1 2 3 4 5
Patient (vor Einfrieren)| (1. Auftauen)| (2. Auftauen)| (3. Auftauen)| (4. Auftauen)
Pferd 1 GE 63,2 68,8 64,7 61,0 61,9
(Whblt, w) | Albumin 34,1 39,1 37,7 37,6 34,6
Pferd 2 GE 64,2 71,6 66,6 63,1 64,4
(Whblt, w) | Albumin 32,7 37,1 36,2 37,6 34,5
Pferd 3 GE 62,4 66,3 63,2 63,1 60,9
(Whblt, w) | Albumin 34,9 38,3 37,3 30,0 34,5
Pferd 4 GE 60,1 65,2 54,5 57,8 59,1
(Whblt, m) || Albumin 33,9 37,7 30,2 e 34,3
Pferd 5 GE 60,6 67,6 60,8 58,3 60,5
(Whblt, mKk)| Albumin 35,3 39,6 38,3 40,4 36,0
Pferd 6 GE 65,0 67,7 62,8 55,7 60,8
(Kblt, m) | Albumin 30,7 33,2 30,9 34,5 30,1
Pferd 7 GE 57,4 62,5 59,5 55,9 58,2
(Whblt, w) | Albumin 35,3 39,2 37,7 39,5 35,1
Pferd 8 GE 68,8 74,3 69,1 62,6 69,0
(Kblt, mk) [ Albumin 30,5 34,0 34,0 34,8 32,8
Whlt = Warmblut Kblt = Kaltblut

w = weiblich m = mannlich mk = mannlich kastriert
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