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Sehr geehrte Leser!

Im vergangenen Monat hat im deutschsprachi-
gen Raum eine Reihe von Tagungen - Der
Bayerische und Baden-Wiirttembergische Tier-
drztetag; das Internationale Symposium iiber
Geschichte der Veterindrmedizin; das 3o.
Fachgespridch iiber Gefliigelkrankheiten zu-
sammen mit der 25-Jahrfeier des Instituts
fir Gefliigelkrankheiten an der Tierdrztli-
chen Hochschule in Hannover; der Interna-
tionale Fortbildungskurs der Tierdrzte des
Bodenseeraumes; der Nordwestdeutsche Tier-
drztetag - stattgefunden, bei denen es ne-
ben wissenschaftlichen Fragestellungen und
praktischen Fortbildungsthemen auch um be-
rufspolitische Probleme ging (s. Tagungs-
berichte).

Die Zahl der Teilnehmer richtete sich nach

‘den entsprechenden Interessengebieten und

den Angeboten bzw. Aufgeboten an Vortra-
genden. So wurde mit etwa 500 Anwesenden

in Fiirth ein beachtliches Ergebnis erzielt,
welches auch die Aussteller zufriedenstell-
te. Ware die Teilnahme in Bayern ebenso
stark gewesen wie in Vorarlberg - namlich
loo % -, dann hdtten die Rdumlichkeiten
nicht ausgereicht. Dabei hatte die relativ
"kleine" Tierdrztekammer in diesem Bundes-
land ein vorziigliches Programm zusammenge-
stellt, welches von den Professoren der
Veterindrmedizinischen Universitdt Wien -
u.a. auch durch ihren Rektor - bestritten
wurde. Es hatte den Nachbarléandern zur
Ehre gereicht, wenn sie zahlreicher ver-
treten gewesen widren.

Den stark beachteten Vortrag bei der Fest-
sitzung des 12. Bayerischen Tierdrztetages
hielt Prof. Dr. Leidl, Miinchen, dem die Bei-
trdge dieses Heftes zu seinem 60. Geburts-
tag gewidmet sind. Herzliche Gliickwiinsche
und ad multos annos!

Mit freundlichen kollegialen GriiBen

e OHp ey hrom

Tierarztl. Umschau

ISSN 0049-3864 © Terra-Verlag 1985
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Aus der II. Medizinischen Tierklinik der Universitit Miinchen
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. h. c. G. Dirksen)

Untersuchungen iiber die Brauchbarkeit und Zuverlissigkeit einer Mo-
difikation des semiquantitativen Tests nach Sandholm und Mitarbeitern
zur Bestimmung des Blut-Kalziumspiegels beim Rind?

von W. Klee, A. Linhart und D. Schillinger

(2 Tabellen, 9 Literaturangaben)
Kurztitel: Semiquantitativer Blut-Kalziumspiegeltest

Stichworte: Hypokalzimie — ionisiertes Ca — gebundenes Ca — Blutgerinnung — Hamatokrit — EDTA — Thromboplastin — Grenzwerte

Zusammenfassung

Bei festliegenden Kiihen mit freiem Sensorium widre eine
schnell verfiigbare Information iiber den aktuellen Kal-
zium-Blutspiegel wiinschenswert, da von diesem die Indi-
kation zur Kalzium-Infusion abhdngt.

Es wurden im wesentlichen zwei Verfahren zur semiquanti-
tativen Bestimmung des Kalzium-Blutspiegels beschrie-
ben, die auf der Rolle des Kalziums bei der Blutgerinnung
basieren. Die mit diesen Tests erzielten Ergebnisse werden
vergleichend besprochen.

In den eigenen Untersuchungen wurde eine Vereinfachung
der Methode von Sandholm und Mitarb. (1979) an 101 im
peripartalen Zeitraum festliegenden Milchkiihen gepriift.
Die Privalenz? von Hypokalzimie (flammenfotometrisch
ermittelter Kalziumgehalt im Serum = 7 mg/dl) betrug in
diesem Patientengut 44 %. Unter diesen Bedingungen zeig-
te der Test eine Empfindlichkeit? von 75 % (das heifit, 25 %
der hypokalzdmischen Tiere wurden nicht erfafit), eine
Spezifitdt von 95 % und einen prddiktiven Wert des positi-
ven Ausfalls? (Probe nicht geronnen) von 92%. Das heift,
ein positiver Testausfall bedeutet mit iiber 90 %iger Sicher-
heit das Vorliegen einer Hypokalzdmie.

Die Bedeutung des Himatokrits fiir den Testausfall wird
kurz diskutiert. )

Sowohl der Test nach Sandholm u. Mitarb. (1979) als auch
die hier beschriebene Modifikation sind niitzliche Hilfen
zur Erkennung von Hypokalzdmien beim Rind.

Abstract
Investigations on the practicality and validity of a method
for determining bovine blood calcium levels.

) Herrn Prof. Dr. W. Leidl zum 60. Geburtstag gewidmet.
2 Erlauterungen im Text.
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A rapid method for determining blood calcium concentra-
tions in downer cows is desirable to assess the requirement
for calcium replacement.

Two semi-quantitative methods for estimating blood cal-
cium concentrations have been described; both are based
on the role of calcium in blood coagulation. The results ob-
tained with these tests are compared and discussed.

A simplification of the method described by Sandholm and
others was used on 101 recumbent cows in their peripartum
period. The prevalence of hypocalcaemia (calcium serum
concentration < 7mg/dl) determined by flame photometry
was 44 %. The modified test had a sensitivity of 75%, a spe-
cificity of 95% and a predictive value of 92%.

The importance of the haematocrit in the outcome of the
test is discussed briefly. The modified test and the test on
which it was based were both found to be useful diagnostic
methods.

In typischen Fillen ist die hypokalzdmische Gebarparese
der Milchkiihe klinisch unschwer diagnostizierbar. Dage-
gen ist es schwer bis unméglich, bei festliegenden Tieren
mit freiem Sensorium, insbesondere solchen, die innerhalb
einiger Stunden nach einer Erstbehandlung mit Kalzium
nicht aufstehen, auf der Grundlage klinischer Befunde auf
die Hohe der aktuellen Kalzium-Konzentration im Serum
zu schliefen. Da einerseits Hypokalzdmie behandlungs-

- diirftig ist, andererseits eine Kalziuminfusion bei Normo-

kalzémie toédlich sein kann, wire eine am Tier verfiigbare
Information iiber den tatsichlichen Kalzium-Blutspiegel
sehr wiinschenswert.

Es lag nahe, die Rolle von Kalziumionen bei der Blutgerin-
nung fiir die Entwicklung semiquantitativer Methoden zur
Abschitzung des Kalzium-Blutspiegels auszuniitzen. Da-
bei sind im wesentlichen folgende Faktoren von Bedeu-
tung:



— Im Blutplasma liegt Kalzium zu 50-60% in ionisierter,
biologisch aktiver Form, zu 35-50% in nicht-ionisierter,
an EiweiBe gebundener Form und zu 5-10% komplex an
organische Sduren gebunden vor. Ionisierte und eiweiB-
gebundene Fraktionen stehen im FlieBgleichgewicht,
d.h., bei Zunahme der komplex gebundenen Fraktion auf
Kosten der freien, ionisierten Fraktion wird so viel ei-
weiBgebundenes Kalzium freigesetzt und ionisiert, bis
das urspriingliche Mengenverhiltnis von ionisierter und
eiweiBgebundener Fraktion wiederhergestellt ist.

— Die komplexe Bindung von Kalziumionen durch Anti-
koagulantien wie Na-EDTA folgt stéchiometrischen Re-
geln, d.h.%, durch eine bestimmte absolute Menge EDTA
wird eine bestimmte absolute Menge Kalziumionen kom-
plex gebunden und steht damit fiir die Blutgerinnung
nicht mehr zur Verfiigung.

— Die fiir die Blutgerinnung notwendige Konzentration an
Kalziumionen liegt weit unter der fiir andere vitale Funk-
tionen (etwa Muskelkontraktionen) notwendigen. Das
heiBt, die Blutgerinnung kann auch dann noch ablaufen,
wenn fast alle Kalziumionen komplex gebunden sind
(Eder, 1976).

— Die im Plasmaanteil eines bestimmten Blutvolumens ent-
haltene absolute Menge an Kalzium hangt zum einen von
der Kalziumkonzentration im Plasma und zum anderen
von der Hohe des Hamatokrits ab.

Mayer u. Mitarb. (1965) beschrieben einen Test, bei dem je 1
ml frisch entnommenen Blutes in 6 Rohrchen eingebracht
wird. In 5 der R6hrchen ist EDTA in solchen Mengen vorge-
legt, daB 6 (»Rohrchen 6«), 7, 8, 9 bzw. 10 mg Kalzium pro
dl Plasma komplex gebunden werden. Dabei wird ein Ha-
matokrit von 33,3 Vol. % vorausgesetzt. Das letzte Rohrchen
(»Rohrchen 0«) enthilt kein EDTA und dient zur Priifung
der Gerinnungsfahigkeit des Blutes. Im Wasserbad bei 37° C
dauert es etwa 15 min., bei Raumtemperatur bis zu 2 h, bis
das Ergebnis des Tests ablesbar ist. Sind dann z.B. die Pro-
ben in den Réhrchen 0, 6 und 7 geronnen, und die iibrigen
nicht, wird auf einen Kalzium-Blutspiegel von iiber 7 und
unter 8 mg/dl geschlossen.

Uber praktische Anwendungen dieses Tests berichten Har-
ry (1973), Martig u. Mitarb. (1974) und Reitz (1978). Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Da fiir diesen Test, neben den mit genau bemessenen EDTA-
Mengen beschickten Réhrchen entweder ein Wasserbad
oder, bei Raumtemperatur, bis zu zwei h Zeit benotigt wer-
den, ist er fiir die Verhéltnisse der ambulanten GroBtierpra-
xis nur sehr bedingt geeignet. Um das Testergebnis in ak-
zeptabler Zeit zu erhalten, schlugen Sandholm u. Mitarb.
(1979) eine Methode vor, bei der Thromboplastin als Reak-
tionsbeschleuniger eingesetzt wird. Das Prinzip ihres Tests
besteht darin, daB eine bestimmte Menge Vollblut (10 ml)
durch Zugabe von K-EDTA im UberschuB ungerinnbar ge-
macht wird und dann mit Thromboplastin und so viel Kal-
zium (in Form von Kalziumchlorid) in ein weiteres Rohr-
chen iiberfiihrt wird, daB aus der urspriinglichen Blutprobe
8 mg Kalzium pro d1 Plasma gebunden werden. Es wird da-
bei ein Himatokrit von 33,5 Vol.% zugrundegelegt. Gerinnt
die Probe innerhalb von 5 min., wird auf einen Kalzium-
Plasmaspiegel von iiber 8 mg/dl geschlossen. Auch die Er-
gebnisse, die Sandholm u. Mitarb. (1979) mit diesem Test
erzielten, werden in Tabelle 2 dargestellt.

Der Test von Sandholm u. Mitarb. (1979) war voriiberge-
hend auf dem Markt, wurde aber wieder zuriickgezogen.
Die von ihnen beschriebene Gewinnung von Thrombopla-
stin aus Rinderhirn ergibt Ausbeuten unterschiedlicher
spezifischer Aktivitit, so daB fiir jede Charge die zuzufii-
gende Menge an Thromboplastin-Losung neu bestimmt
werden muB.
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Tabelle 1: Vergleich der Ergebnisse verschiedener Autoren bei der semiquantitativen Bestimmung der Kalziumkonzentration
in Rinderblutproben anhand allgemeiner Testqualitétskriterien.

Test nach Mayer et al. (1965)

Autoren  Harry (1973)  Martigetal. (1974) Reitz (1978) Sandholmetal. Eigene
(1979) Untersuchungen

Kriterien*

Empfindlichkeit (%) 22 95 81 89 75
Spezifitat (%) 52 100 63 94 95
Richtigkeit (%) 48 98 70 91 86
PVT+ (%) 6 100 61 96 92
pVT— (%) 82 97 81 84 83
Pravalenz (%) 13 40 42 56 44
pVT+ (%) bei

Privalenz 50% 44 100 71 94 94

* Erlauterungen siehe Text.

Im Rahmen der eigenen Untersuchungen wurde gepriift, ob
auch mit kommerziell erhiltlichem Thromboplastin und
ohne »Riicktitration« (also unter Durchfithrung der Reak-
tion in einem GefaB) ebenfalls brauchbare Ergebnisse zu er-
zielen sind.

Eigene Untersuchungen

Material und Methodik

Versuchstiere: Die Untersuchungen wurden in einer tier-
arztlichen Landpraxis* an 101 Milchkiihen vorgenommen,
die im peripartalen Zeitraum festlagen. Nach der klinischen
Untersuchung wurden den Tieren Blutproben zur Durch-
fithrung des Tests in der unten beschriebenen Weise, zur
Bestimmung des Hamatokrits sowie zur flammenfotometri-
schen Kontrolle des Kalziumgehaltes im Serum entnom-
men.

Testmaterial und -durchfithrung: In Vorversuchen wurde
0,1 ml der Thromboplastin-Lésung** als jene Menge ermit-
telt, die ausreicht, um die Gerinnung innerhalb von 5 min.
eintreten zu lassen, sofern noch ionisiertes Kalzium in der
Probe vorhanden ist. Eine nennenswerte Beeinflussung der
Gerinnungszeit durch die Umgebungstemperatur konnte
im Bereich von + 10° C bis + 26° C nicht festgestellt wer-
den.

In handelsiiblichen 20-ml-Reagenzgldsern werden jeweils
4,313 mg Na-EDTA*** (0,1 ml einer 4,313 %igen Losung)
mit einer Mikropipette abgefiillt; anschlieBend werden die
Roéhrchen verschlossen. Diese Menge EDTA bindet 465,5 ug
Kalzium komplex. Das ist die absolute Menge Kalzium, die
im Plasmaanteil von 10 ml Vollblut enthalten ist, wenn die
Konzentration im Plasma 7 mg/dl und der Hamatokrit 33,5
Vol. % betragt. (Der Grenzwert von 7 mg/dl wurde gewihlt,
weil niedrigere Kalzium-Blutspiegel eine intravenése Kal-
ziuminfusion rechtfertigen, bei héheren Spiegeln das Fest-
liegen vermutlich nicht hypokalzamisch bedingt ist, auf je-
den Fall aber eine alleinige subkutane Kalziumapplikation
vertretbar ist.) Mit einer 10-ml-Einmalspritze werden so ge-
nau wie méglich 10 ml Blut entnommen und sofort in ein
Reagenzrohrchen mit Na-EDTA-Vorlage iiberfiithrt, das
Roéhrchen verschlossen und etwa 20 mal geschwenkt. An-
schlieBend werden mit einer Mikropipette oder einer Insu-
lin-Spritze mit 1/100-ml-Graduierung 0,1 ml Thrombopla-
stin-Lésung dazu pipettiert, das R6hrchen erneut mehrmals
geschwenkt und eine Stoppuhr in Gang gesetzt bzw. die
Uhrzeit festgehalten. Nach 5 min. wird iiberpriift, ob das
Blut im Réhrchen geronnen ist. Als positiver Testausfall
(»Hypokalzdmie«) wird gewertet, wenn die Probe nicht ge-
ronnen ist.

* Praxis Dr. H. Linhart, Grafing bei Miinchen.
** Fa. Cooperbiomedical GmbH, Frankfurt, Art. Nr. 035-200
*** Titriplex III, Fa. E. Merck, Darmstadt, Art. Nr. 59 294
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Der Hamatokrit wurde mit einer Hamatokritzentrifuge (Mi-
crofuge, Heraeus-Christ) bestimmt und der Kalziumgehalt
im Serum mit einem Flammenfotometer (Eppendorf FCM
6342) gemessen.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 aufgelistet. Es geht daraus
hervor, daB sich bei tatsdchlichen Kalzium-Serumspiegeln
zwischen 5,0 und 7,0 mg/dl falsch negative Ergebnisse
(Probe geronnen) hauften (10 von 29) und insgesamt 25 %
der hypokalzamischen Tiere nicht erfaBt wurden. Bei 3 von
57 Tieren ohne Hypokalzamie fiel der Test falsch positiv
aus. Insgesamt waren 87 von 101 Ergebnissen (87 %) richtig.

Tabelle 2
Gegeniiberstellung von Testausfall und flammenfotometrisch er-
mitteltem Wert in verschiedenen Stufen das Kalzium-Serumspie-

gels.
Kalzium-Serum- Anzahl Testausfall
spiegel (mg/dl) Proben +* —*x
=4,0 11 11
4,1-5,0 4 3 1
5,1-6,0 9 6 3
6,1-7,0 20 13 7
Summe 44 33 11
7,1-8,0 24 24
8,1-9,0 22 2 20
=9,1 11 1 10
Summe 57 3 54

* 4+ = Probe nicht geronnen (»Hypokalzidmie«)
** — = Probe geronnen (»Keine Hypokalzimie«)

In Tabelle 1 werden die publizierten Ergebnisse anderer
Autoren mit den eigenen anhand allgemeiner Testqualitats-
kriterien verglichen. Diese Kriterien zur Beurteilung der
Validitéat von Tests sollen hier kurz erlautert werden.

Die Empfindlichkeit (Sensitivitit) des Tests gibt an, welcher Anteil
der Probanden mit Hypokalzamie im Test positiv reagiert.

Die Spezifitt gibt an, welcher Anteil der Probanden ohne Hypokal-
zamie im Test negativ reagiert.

Die Prdvalenz gibt an, wie hoch der Anteil der Probanden mit Hy-
pokalziamie an der untersuchten Population ist. Bezogen auf einen
Einzelfall spricht man auch von »a priori«-Wahrscheinlichkeit.
Der prédiktive Wert des positiven Testausfalls (pVT+) gibt an, wel-
cher Anteil der Probanden mit positivem Testausfall (hier: Blut
nicht geronnen) hypokalzimisch ist. Anders ausgedriickt: die
Wahrscheinlichkeit, daB ein Tier mit positivem Testausfall tatsdch-
lich hypokalzamisch ist. Dies ist das wesentliche Qualitatskrite-
rium eines Tests. Es hingt auBer von der Empfindlichkeit und der
Spezifitat des Tests auch von der Privalenz der gesuchten Krank-
heit ab (Vecchio, 1966; Galen u. Gambino, 1979).



Der prddiktive Wert des negativen Testausfalls (pVT-) gibt an, wel-
cher Anteil der Probanden mit negativem Testausfall (hier: Blut ge-
ronnen) keine Hypokalzédmie hat.

Die Richtigkeit (Effektivitdt) gibt an, welcher Anteil aller Proban-
den aufgrund des Tests richtig zugeordnet wurde.

Da der pradiktive Wert eines Tests, wie ausgefiihrt, auch
von der Privalenz der gesuchten Krankheit in der unter-
suchten Population abhéngt, und die Privalenz von Hypo-
kalzdmie in den von den einzelnen Autoren untersuchten
Patientenstapeln sehr unterschiedlich war (13 bis 56 %),
wurden in Tabelle 1 die pradiktiven Werte des positiven
Testausfalls auch fiir eine einheitliche Hypokalzdmie-Pra-
valenz von 50 % (maximale Unsicherheit) umgerechnet.
Es zeigt sich, daB mit dem Test von Mayer u. Mitarb. (1965)
sehr unterschiedliche Ergebnisse gewonnen wurden. So
schwankt pVT+, der pradiktive Wert des positiven Testaus-
falls, zwischen 6 % (Harry, 1973) und 100 % (Martig u. Mit-
arb., 1974). Auch nach Ausschaltung des Priavalenzeinflus-
ses sind die Unterschiede noch groB: 44% (Harry, 1973)
bzw. 100% (Martig u. Mitarb., 1974).

Dagegen ist zwischen den Ergebnissen von Sandholm u.
Mitarb. (1979) und den eigenen nur im Hinblick auf die
Empfindlichkeit ein Unterschied erkennbar. Der auf Préva-
lenz von 50% »standardisierte« pVT+ ist identisch, ndm-
lich 94 %. Das bedeutet, daB bei nicht geronnener Probe mit
fast 95 %iger Sicherheit auf das Vorliegen einer Hypokalza-
mie geschlossen werden kann, wenn die Haufigkeit von Hy-
pokalzidmie im Patientengut bzw. ihre (subjektive) Wahr-
scheinlichkeit im jeweiligen Einzelfall vor Durchfiihrung
des Tests, 50 % betragt. Beide Tests sind als brauchbar anzu-
sehen, wobei die hier beschriebene Modifikation den Vor-
teil der einfacheren Durchfiihrbarkeit und der Verwendung
jederzeit verfiigharer Reagenzien besitzt.

Die Ergebnisse machen deutlich, daB es sich um einen se-
miquantitativen Schnelltest handelt, der bei sachgerechtem
Einsatz die Sicherheit der Diagnose »Hypokalzidmie« erh6-
hen kann, der aber sowohl falsch positive wie auch falsch
negative Resultate liefert und eine direkte Bestimmung des
Kalzium-Serumspiegels nicht véllig ersetzen kann. Im Hin-
blick auf das praktische Vorgehen empfiehlt es sich auch im
Falle einer positiven Reaktion (Probe nicht geronnen) bei
festliegenden Tieren mit freiem Sensorium, vorsichtshalber
nicht die ganze Kalzium-Dosis intravends zu verabreichen,
sondern einen Teil subkutan und/oder oral zu applizieren.
Wie oben ausgefiihrt, ist ein falsch negativer Testausfall
(Probe trotz Hypokalzdmie innerhalb 5 min. geronnen) am
ehesten dann zu erwarten, wenn die tatsichliche Kalzium-
konzentration im Serum wenig unterhalb 7 mg/dl liegt, also
in einem nicht unmittelbar lebensbedrohlichen Bereich. Er-
gab die griindliche klinische Untersuchung eines Tieres
mit negativem Testausfall keinen Hinweis auf nicht hypo-
kalzdmische Genese des Festliegens, besteht das optimale
Procedere in der Entnahme einer weiteren Blutprobe (zur
Bestimmung der Konzentration von Kalzium und Gesamt-
bilirubin im Serum sowie der Aktivitit der Kreatinkinase)
und in der subkutanen Applikation einer deutlich reduzier-
ten Kalziumdosis. Das weitere Vorgehen richtet sich nach
dem klinischen Verlauf und dem Ergebnis der eingeleiteten
klinisch-chemischen Bestimmungen.

Eine Konsequenz aus dem Zusammenhang zwischen pra-
diktivem Wert und Privalenz ist die, daB der Aussagewert
des Tests erhéht wird, wenn vorher alle Register der klini-
schen Untersuchung gezogen werden, um nicht hypokalza-
miebedingtes Festliegen (etwa solches traumatischer Gene-
se) auszuschlieBen, weil dadurch die Hypokalzamie-Prava-
lenz bei den restlichen Probanden gesteigert wird.

Aus den Ausfithrungen zum Testprinzip geht die Bedeu-
tung hervor, die der tatsichlich vorliegende Hamatokrit
theoretischerweise auf den Ausfall des Tests haben miiBte:
das vorgelegte EDTA bindet 465,5 pg Kalzium. Diese abso-
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lute Menge an Kalzium kann aus verschiedenen Kombina-
tionen von Hamatokrit und Kalzium-Plasmaspiegel resul-
tieren. Bei einem Hamatokrit iiber 33,5 Vol. % sind im Plas-
ma einer Probe von 10 ml Vollblut weniger als 465,5 ug Kal-
zium enthalten, wenn der Kalzium-Plasmaspiegel 7 mg/dl
betriigt. Das bedeutet, daB Blutproben mit hohem Héamato-
krit nicht gerinnen sollten, auch wenn ihr Kalzium-Plasma-
spiegel etwas iiber dem angestrebten Grenzwert von 7 mg/
dl liegt.

In den eigenen Untersuchungen wurden Hamatokritwerte
zwischen 29 und 50 Vol.% ermittelt. Bei 12 Tieren lag der
Kalzium-Serumspiegel iiber 7 mg/dl, die absolute Kalzium-
menge im Serumanteil von 10 ml Vollblut jedoch unter
465,5 ug. In allen Fillen verlief der Test negativ, d.h. die
Blutprobe gerann innerhalb von fiinf Minuten.

Weitere Einzelheiten zu den durchgefiihrten Untersuchun-
gen und ihren Ergebnissen konnen der Dissertation von
Linhart (1984) entnommen werden.

Der Test wird in absehbarer Zeit von der Firma Selectavet
angeboten werden.
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