Vergleich der Spurenelementkonzentration von Kupfer in Blut- und Kotproben von Pferden in Deutschland C.-B. Lipkemann et al.

DOI'10.21 PEM2024 1
Pferdeheilkunde — Equine Medicine 40 (2024) 6 (November/Dezember) 533-538 ©O110.2183¢/ 024060

Vergleich der Spurenelementkonzentration von Kupfer
in Blut- und Kotproben von Pterden in Deutschland

Cedric-Bo Lipkemann', Anja-Elvira Miller?, Leonie Berwanger3, Lydia Staufenbiel* und Heidrun Gehlen’

! Klinik for Pferde, Freie Universitét Berlin, Berlin

2 Anne-Frank-Strafie 7/2, 71701 Schwieberdingen

3 Institut for Veterinér-Epidemiologie und Biometrie, Freie Universitét, Berlin
4 Fritz-Reuter-Strafle 5, 19372 Herzfeld

Zusammenfassung: Um eine Aussage Uber die metabolische Versorgungslage von Pferden treffen zu kénnen, werden in der labordia-
gnostischen Analytik zum jetzigen Zeitpunkt ausschlieBlich Blutserumuntersuchungen durchgefihrt. Zur Uberprisfung der nutritiven Ver-
sorgungslage soll die Kotprobenanalyse als Diagnostikum hinzugezogen werden. Im Mittelpunkt dieser Studie steht das Spurenelement
Kupfer, weil die Aussagekraft der Konzentration in Blutproben als ungenau gilt. Ziel dieser Studie ist es, die Aussagekraft der serologischen
Auswertung mit der von Kotprobenuntersuchungen zu vergleichen und kritisch zu hinterfragen. Weiterhin ist zu hinterfragen, inwieweit die
Kotprobenanalyse der serologischen Analyse vorgezogen werden kann. In der vorliegenden Studie wurde die Kupferkonzentration in Kot-
und Blutproben von jeweils 10 Pferden aus den 13 Flédchenbundesldndern mit Hilfe von ICP-OES (Inductively Coupled Plasma — Optical
Emission Spectrometry) analysiert und verglichen. Die Pferde waren Pferde aller Rassen, zwischen 3 und 35 Jahren und mit Zugang zur
Weide. Es erfolgte keine einheitliche Futterung. Es besteht keine Korrelation zwischen der Kupferkonzentration von Kot- und Blutproben. Die
Kupferkonzentration der Serumproben korreliert jedoch mit der Konzentration in anderen Blutprobemedien (Plasma, EDTA). Die Aussage-
kraft der Kupferkonzentration in Blutproben ist durch die Speicherung von Kupfer in der Leber begrenzt. Da eine Leberbiopsie im klinischen
Alltag weder praktikabel noch dem Aufwand entsprechend ist, sollen andere analytische Verfahren Anwendung finden. Die Kotproben-
untersuchung liefert einerseits eine bessere Aussagekraft bei marginalen Verénderungen der Kupferkonzentration und anderseits stellt die
Probenentnahme ein minimal invasiveres Verfahren dar.
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Comparison of the trace element concentration of copper in blood and fecal samples from horses in Germany

In order to be able to make a statement about the metabolic supply situation of horses, only blood serum tests are currently used in laboratory
diagnostics. Fecal sample analysis is to be used as a diagnostic tool to check the nutritional supply situation. This study focuses on the trace
element copper, because the significance of the concentration in blood samples is considered to be inaccurate. The aim of this study is to
compare and to critically scrutinize the informative value of serological analysis with that of fecal sample analysis. Furthermore, the extent to
which fecal sample analysis can be preferred to serological analysis should be questioned. In the present study, the copper concentration in
faecal and blood samples from 10 horses from each of the 13 German federal states was analyzed and compared using ICP-OES (Induc-
tively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry). The horses were of all breeds, between 3 and 35 years of age and with access to
pasture. There was no uniform feeding. There was no correlation between the copper concentration of fecal and blood samples. However, the
copper concentration of the serum samples correlates with the concentration in other blood samples (plasma, EDTA). The significance of the
copper concentration in blood samples is limited by the storage of copper in the liver. As a liver biopsy is neither practicable nor cost effective
in everyday clinical practice, other analytical methods should be used. On the one hand, the examination of fecal samples provides better
information in the case of marginal changes in copper concentration and, on the other hand, taking samples for fecal analysis is a minimally
invasive procedure.
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Einleitung zentration ist unter anderem fir die Mineralstoffbalance von
Bedeutung 2. Urséchlich fur diese Interaktion zwischen den
Eine addquate Zufuhr von Spurenelementen ist fir die Er- einzelnen Mengen- und Spurenelementen ist ein gegenseiti-
haltung der Gesundheit und fir das Erbringen von Leistung ger Verdréngungsmechanismus an diversen Transportprotei-
bei Pferden unabdinglich'l. Hierbei spielt vor allem Kupfer nen oder BioligandenBl. So ist Kupfer unter anderem fir die
eine essentielle Rolle in der Pferdefutterung. Die Kupferkon- Oxidation von Fe2+ zu Fe3+ verantwortlich4l. Als Bestand-
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teil von Proteinen und Enzymen erfillt Kupfer verschiedene
Aufgaben im Organismus. Diese sogenannten Kupferprotei-
ne sind an dem Elektronentransfer, der Sauerstoffaktivierung
sowie an dem Sauerstofftransport beteiligt®l. Daher kann
ein Kupfermangel unter anderem zu Pigmentstérungen fih-
renl®l. Bei jungen Pferden wird seit Ldngerem ein kausaler
Zusammenhang zwischen einer mangelnden Kupferversor-
gung und der Osteochondrose vermutet!”l. Des Weiteren
ist Kupfer auch fir die Knochenbildung essentiell, da es fir
die Regulierung der Osteoblastenaktivitét mit verantwortlich
ist. Somit kann es bei Mangelsituationen zu Entwicklungssté-
rungen des Skeletts kommen!7:8l. Auch die bedarfsgerech-
te Kupferversorgung der tragenden Stute ist von Relevanz
for die Speicherung von Kupfer in der fétalen Leber, da der
Kupferbedarf nicht durch die Milch der laktierenden Stute
abgedeckt wird und ein Kupfermangel dadurch nicht aus-
geglichen werden kann 4],

Durch die oben aufgefihrten Punkte soll die Relevanz der
addquaten Versorgung mit Kupfer bei Pferden verdeutlicht
werden. Zurzeit liegen lediglich Referenzwerte fur die Kup-
ferkonzentration in Serumproben vor (IDEXX Referenzwerte:
0,5-1,5mg/l). Die Aussagekraft der Kupferkonzentration in
Blutproben im Allgemeinen gilt zum heutigen Stand als un-
genau. So sind Mangelsituationen aufgrund der Kupferspei-
cherung in der Leber erst nach Monaten feststellbar 1. In der
Rinderpraxis ist die Kotprobenuntersuchung beziglich der
Mengen- und Spurenelementkonzentration als Diagnostikum
bereits etabliert19.11]. Hieraus ergibt sich die Fragestellung,
ob die Kotprobenuntersuchung ebenfalls in der Pferdemedizin
die der Blutprobenanalyse vorzuziehen ist.

Schon 1981 wurde von Cymbaluk et al. ein linearer Zu-
sammenhang zwischen der Kupferaufnahme und der fg-
kalen Kupferausscheidung festgestellt!’2l. Hierbei wurde
beschrieben, dass die fdkale Exkretion den Hauptausschei-
dungsweg fir Mengen- und Spurenelemente darstellt[13],
Des Weiteren konnte Meyer et. al. 1994 darlegen, dass die
Kupferkonzentration in Serumproben eine grofie Variation
aufweist, sodass hieraus Ungenauigkeiten resultieren6l.
Weiterhin fohrt der Gerinnungsprozess im Blut zur Sequest-
rierung von Coeruloplasmin, was zu einer Verfdlschung der
Werte in Blutproben fuhrt['4l. Aktuelle Studien bestédtigen
dies. So konnte bei Pferden bzw. Fohlen ebenfalls keine
eindeutige Assoziation zwischen der Fitterung von Kupfer
und den Kupfergehalten im Blut nachgewiesen werden (131,
Weiterhin wurde bereits in diversen Studien dargelegt, dass
sich Pferdekotproben prinzipiell fir die Analyse der Mine-
ralstoffversorgung eignen!1él. Hieraus ergibt sich die Not-
wendigkeit geeignetere Messmethoden zur Bestimmung der
Mengen- und Spurenelementkonzentration bei Pferden zu
etablieren.

Material und Methodik
Probanden, Probengewinnung und Analysen

Insgesamt wurden 130 Pferde aus den 13 Fléchenbundes-
landern im Rahmen einer Vorsorgeuntersuchung beprobt.
Dabei handelte es sich um Pferde aller Rassen, im Alter zwi-
schen 3 und 35 Jahren, welche nach den allgemeingiltigen
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klinischen Referenzwerten als gesund eingestuft wurden 171,
Die Pferde wurden sowohl freizeitlich, als auch sportlich ge-
nutzt. Des Weiteren stammten die Pferde aus unterschied-
lichen Betrieben und hatten Zugang zur Weide. Es erfolgte
keine einheitliche Fitterung. Bei einem Teil der Pferde wurde
ein kupferhaltiges Mineralfutter supplementiert. Von allen
Pferden wurden jeweils Kot-, sowie Serum-, Plasma- und
EDTA-Blutproben entnommen. Die Kotproben wurden aus
einem frisch abgesetzten Kothaufen gewonnen. Hierbei hat
sowohl der Entnahmeort als auch der -zeitpunkt der Pro-
bengewinnung keinen Einfluss auf die Mengen- und Spu-
renelementkonzentration 18], Die Lagerféhigkeit der Proben
bei Raumtemperatur wurde durch eine 48-stindige Trock-
nung im Wérmeschrank bei 60°C erreicht. Die Kotproben
wurden daraufhin bis zur weiteren Verarbeitung bei -18°C
gelagert. Die Analyse der Proben fand in einem externen
Labor (IDEXX, Labor Kornwestheim) statt. Um eine Separa-
tion und Zerkleinerung von groben Partikeln zu erreichen,
wurden die Proben fein gesiebt. Eine definierte Probenmen-
ge (Einwaage zwischen 0,028 g und 0,04g) wurde mittels
optischer Emissionsspektometrie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (ICP-OES (inductively coupled plasma — optical
emission spectrometry): Cu) nach einem zertifizierten Me-
thodenstandardverfahren analysiert. Diese Methode stellt
for das ausgewdhlte Spurenelement eine validierte Analytik
dar und wurde bereits bei Untersuchungen von Kotproben
bei Rindern und Pferden angewendet!18l. Die Serum-, Plas-
ma- und EDTA-Blutproben wurden unter antiseptischen Be-
dingungen aus der Vena jugularis externa zu randomisierten
Tageszeiten gewonnen. Die Probenentnahme beziglich der
Mengen- und Spurenelementkonzentration unterliegt kei-
nen tageszeitlichen Schwankungenl'9l. Nach der Proben-
gewinnung wurden die Blutserum- und Plasmaproben fir
10 Minuten ruhen gelassen und anschlielend zentrifugiert.
Daraufhin wurden diese bei einer Temperatur von 2-8°C
(Serum) bzw. 15-25°C (EDTA-Blut und Plasma) gelagert
und innerhalb von 24 Stunden in das Labor geschickt. Die
Analyse der Proben fand ebenfalls in einem externen Labor
(IDEXX, Labor Ludwigsburg) statt. Die Proben wurden eben-
falls mittels optischer Emissionsspekirometrie mit induktiv
gekoppeltem Plasma (ICP-OES: Cu) nach zertifizierten Me-
thodenstandardverfahren analysiert.

Statistische Auswertung

Die Datenerfassung und -verwaltung erfolgte mit dem Pro-
gramm Excel (Microsoft Excel 2016, Microsoft Corporation),
die statistische Auswertung mithilfe von Python (Visual Studio
Code). Tabelle 1 zeigt die deskriptive Statistik der Kupferkon-
zentration in Kotproben von insgesamt 130 Pferden (n = 130)
aus 13 Flachenbundesléndern.

Des Weiteren wurde auf eine Normalverteilung mit dem
Shapiro-Wilk-Test geprift. Das Signifikanzniveau wurde hier-
bei auf 0,05 festgelegt. Zur Uberprifung einer Korrelation
erfolgte die Berechnung des Rangkorrelationskoeffizientens
nach Spearman zwischen den Serum- und Plasmaproben so-
wie den Serum- und EDTA-Blutproben und den Serum- und
Kotproben. Um den Zusammenhang der verschiedenen Blut-
werte graphisch zu verdeutlichen, wurde eine lineare Regres-
sionsanalyse durchgefihr.
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Ergebnisse

Die gemessenen Kupferkonzentrationen in Kotproben zei-
gen Werte von 1,7 bis 98,3mg/kg mit einem Mittelwert von
22,10mg/kg auf (Tab. 1). Der ermittelte p-Werte der Kup-
ferkonzentration in Kotproben liegt bei 0,0000000000012
und somit deutlich unter dem Signifikanzniveau von 0,05
(Tab. 2). Die visuelle Beurteilung der Haufigkeitsverteilung der
Kupferkonzentration in Kotproben (Abb. 1) sowie der Shapi-
ro-Wilk-Test bestétigen, dass keine Normalverteilung vorliegt.
Die vergleichende Darstellung der Kupferkonzentrationen in
Serum-, EDTA-Blut- und Plasmaproben (Abb. 2) zeigt, dass
eine Assoziation zwischen den verschiedenen Blutprobeme-
dien vorhanden ist. Dies wird weiterhin in Abbildung 3 und
Abbildung 4 verdeutlicht und kann durch die Bestimmung des
Korrelationskoeffizientens bestétigt werden. Der Korrelations-
koeffizient zwischen den Werten der Serum- und Plasmapro-
ben liegt bei 0,94 und der zwischen Serum- und EDTA-Blut-
proben bei 0,85. Dementsprechend liegt erwartungsgemaf
eine Korrelation zwischen den Werten der Blutproben vor. Der
Korrelationskoeffizient zwischen den Werten der Serum- und
Kotproben liegt bei 0,04. Dieser und die visuelle Darstellung
(Abb. 5) zeigen, dass keine lineare Korrelation zwischen Se-
rum- und Kotproben vorliegt. Weiterhin léasst die Haufigkeits-
verteilung der Kupferkonzentration in den Kotproben (Abb. 1)
erkennen, dass der Median kleiner als das arithmetische Mittel
ist, wodurch sich die Verteilung rechtsschief darstellt. Fir die
Blutwerte lasst sich eine éhnliche Tendenz erkennen (Abb. 2).
Aufgrund der Deklaration der Kupferkonzentration in mg/kg
TS in Kotproben und in mg/l in den Blutproben unterscheiden
sich der Wertebereiche stark. Aus der Berechnung des Varia-
tionskoeffizientens wird deutlich, dass eine breitere Streuung
der Kotproben im Vergleich zu den Blutproben vorliegt.

Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war es zu ermitteln, inwieweit
sich die Kupferkonzentration in Blut- und Kotproben unter-
scheidet und ob die Kotprobenanalyse der Untersuchung
von Blutserumproben als Diagnostikum fir Mengen- und
Spurenelemente bei Pferden vorgezogen werden kann. Um
eine Aussagekraft Uber die Kupferversorgung bei Pferden
treffen zu kénnen, stellt aktuell die serologische Analyse ne-
ben der Rationsanalyse das einzige diagnostische Verfahren
dar. Zunéchst ist zu sagen, dass die Blutprobenuntersuchung
beziglich der Kupferkonzentration bei Pferden nicht obsolet
ist. Die Aussagekraft der serologischen Auswertung ist ledig-
lich durch mehrere Faktoren limitiert. So reflektiert die Blut-
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probenuntersuchung keine kurz- bis mittelfristigen Engpésse
in der Kupferversorgung, sondern lediglich eine langfristige
Uber- bzw. Unterversorgung mit Kupfer®l. Dies liegt unter
anderem an der Speicherung von Kupfer in der Leber. So

1] 10 20 30 40 50 &0 70 80 |0
Kuplerkonzentration in mg/kg
Abb. 1 Verteilung der Kupferkonzentration (mg/kg) in Kotproben
von 130 klinisch gesunden Pferden. |  Distribution of copper con-
centration (mg/kg) in faecel samples from 130 clinically healthy horses.
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Abb. 2 Vergleichende Verteilung der Kupferkonzentration (mg/I) in
Serum-, EDTA-Blut- und Plasmaproben von 130 klinisch gesunden
Pferden als Boxplot-Diagramm. Dargestellt sind Medianwert (-), der In-
terquartilsbereich, Erwartungsbereich (Federn) sowie Ausreifier (.). |
Comparative distribution of the copper concentration (mg/l) of se-
rum, EDTA blood and plasma in clinically healthy horses as a boxplot.
The diagram shows the median (-), interquartile range, expected min-
imum and maximum as well as statistical outliers (.)

Tab. 1 Kupferwerte von klinisch gesunden Pfderden (n=130). | Copper values of clinically healthy horses (n=130).

Parameter Cu Kot (mg/kg) Serum (mg/l) Plasma (mg/l) EDTA (mg/l)

Min. Wert 1,70 0,71 0,70 0,68

Max. Wert 98,30 1,96 1,94 1,46

Mittelwert 22,10 1,02 1,02 0,96

Median 18,20 0,99 1,00 0,94

Standardabweichung 14,30 0,19 0,20 0,15

Variationskoeffizient (%) 64,80 18,85 19,91 15,40
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ist die zuverldssigste analytische Methode zur Messung von
Kupfer eine Probenentnahme aus der Leber[209. Dies konnte
bereits in einem Fitterungsexperiment von Cymbaluk et al.
1986 gezeigt werden. Dabei wurde die Kupferkonzentration
im Blut sowie in der Leber nach einer didtetischen Kupferga-
be gemessen. Es konnte festgestellt werden, dass die Sensi-
tivitat der Kupferkonzentration in der Leberbiopsie héher als
die in Blutproben und damit aussagekréftiger ist2'l. Da das
Verfahren der Leberbiopsie als Standardverfahren einerseits
nicht praktikabel ist und andererseits ein zu hohes Komplika-
tionsrisiko darstellt, soll auf andere Messmethoden zuriick-
gegriffen werden.

Wie oben bereits beschrieben ist die Kotprobenuntersuchung
for die Konzentration von Mengen- und Spurenelementen in
der Rinderpraxis bereits etabliert. So liegen in der Studie von
Herold et al. die Referenzwerte fir die Kotkupferkonzentra-
tion bei Rindern zwischen 25 und 125mg/kg!''l. Sowohl

2.0
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Plasma in mg/l

Abb. 3 Korrelation der Kupferkonzentration (mg/l) von Serum-
und Plasmaproben, Streudiagramm mit Regressionsgerade. |

Correlation of the copper concentration of serum and plasma blood
samples, declaration in mg/|, scatterplot with linear regression line.
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Abb. 4  Korrelation der Kupferkonzentration (mg/l) von Serum-
und EDTA-Blutproben, Streudiagramm mit Regressionsgerade. |
Correlation of the copper concentration (mg/l) of serum and EDTA
blood samples, declaration, scatterplot with linear regression line.
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die Spannbreite dieser Werte als auch die rechtsschiefe Ver-
teilung der Daten lésst sich durch die Referenzpopulation
erklaren 221, Die rechtsschiefe Verteilung der Werte lésst auf
eine grofe Schwankung beziglich der Kupferkonzentration
in Kotproben schlieffen. Dies konnte ebenfalls in der vor-
liegenden Studie beobachtet werden. Aufgrund der Eta-
blierung der Kotprobenuntersuchung fir die Messung der
Mengen- und Spurenelementkonzentration bei Rindern kann
die Hypothese verfolgt werden, dass dies auch fir andere
Tierarten gilt.

In der durchgefihrten Studie konnte keine Korrelation zwi-
schen den Werten der Blut- sowie den Kotproben festgestellt
werden. Dies kénnte unter anderem daran liegen, dass Kot-
proben sensitiver gegeniber marginalen Schwankungen in
der Kupferversorgung sind. So kann beispielsweise bei Pfer-
den mit einer Kupferkonzentration, welche bei der serologi-
schen Auswertung im Normbereich liegt, ein niedriger Kup-
fergehalt in Kotproben aufgezeigt werden, der schon erste
Anzeichen einer beginnenden Unterversorgung darstellen
kénnte. Dies konnte ebenfalls in weiteren aktuellen Studien
bei Rindern gezeigt werden. So zeigte Weber et al. in einem
Rinderbetrieb, dass eine chronische Kupferiiberversorgung
zuverléssig Uber Kot- und TMR-Analyse bestimmt werden
kann, jedoch nicht Gber Blut-, Harn- oder Haarproben 231,
Weiterhin ist zu hinterfragen, inwieweit Alter, Rasse und Ge-
schlecht Einfluss auf die Kupferaufnahme und -versorgung
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Abb. 5 Korrelation der Kupferkonzentration von Serum- (mg/l)
und Kotproben (mg/kg), Streudiagramm mit Regressionsgerade. |
Correlation of the copper concentration of serum (mg/l) and faecel
samples (mg/kg), declaration, scatterplot with linear regression line.

Tab. 2 Werte fir die Referenzwertbestimmung von Kupferkon-
zentrationen in Kotproben von klinisch gesunden Pferden (n=130). |
Values for the reference value determination of copper concentrations
in fecal samples from clinically healthy horses (n = 130).

Parameter Cu Kot (mg/kg)
p-Wert <<0,05
2,5% Quantil 7,1
Konfidenzintervall 2,5% Quantil [2,12-46,25]
97,5% Quantil 62,6
Konfidenzintervall 97,5 % Quantil [11,79-103,4]

Pferdeheilkunde — Equine Medicine 40 (2024)



Vergleich der Spurenelementkonzentration von Kupfer in Blut- und Kotproben von Pferden in Deutschland

haben. So sinkt beispielsweise der Resorptionskoeffizient fir
Calcium im Alter bei Tieren. Dies entspricht der Resorption
von oral aufgenommenem Calcium 24, Eventuell gilt dies
auch fur andere Mengen- und Spurenelemente. In einer
Studie von Mainzer konnten Unterschiede in der Kupferkon-
zentration aus Leberbioptaten von Pferden unterschiedlichen
Geschlechts und Alter ermittelt werden [201,

Eine weitere Spekulation die sich aus der vorliegenden Stu-
die ergibt, aber hier nicht weiter beriicksichtigt wurde, ist die
Einflussnahme der geographischen Lage auf die Kupferver-
sorgung bei Pferden. Griinde fir die schwankenden Spuren-
elementkonzentrationen sind vor allem pH-Wert und Boden-
art sowie Dingung, Klima, Emissionen und der pflanzliche
Vegetationsstand [4l. Des Weiteren hat auch die Saisonalitét
und Fitterung Einfluss auf den Kupfergehalt im Organis-
mus1l. So weist beispielsweise Weidegras Kupfergehalte
von 2 bis 15mg/kg TS und Heu Gehalte von 6 mg/kg TS
auf(?8], was darauf schlieBen lésst, dass die Fitterung sowie
die Haltung, als auch individuelle geographische Gegeben-
heiten einen Einfluss auf die Kupferaufnahme bei Pferden
haben. Diese Studie soll die obligate Vorarbeit fir weitere
Studien und die Ermittlung und Etablierung von Referenz-
werten fir die Mengen- und Spurenelementkonzentration
in Kotproben bei Pferden anhand von Fitterungsversuchen

bilden.

Fazit fur die Praxis

Schlussendlich ist die Aussagekraft der Blutanalyse beziglich
der Mengen- und Spurenelementkonzentration bei Pferden
begrenzt. Die Kotprobenuntersuchung ist besser fir die Ermitt-
lung von marginalen Verdnderungen der Kupferkonzentration
geeignet und stellt ein minimal invasiveres Verfahren dar.
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