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Zusammenfassung Bei der tierdrztlichen Betreuung von Neuwelt-
kameliden nimmt die hdmatologische Diagnostik eine wichtige Rolle
ein, hdufig werden Lamas und Alpakas mit hochgradigen Andmien
vorgestellt. Bei der automatisierten Messung von Blutproben kann
es aufgrund der speziellen langlichen Zellform der Erythrozyten zu
fehlerhaften Ergebnissen bei Kameliden kommen. Es ist daher
sinnvoll, automatisiert gemessene Befunde mit manuellen Metho-
den zu Uberpriifen. Auch bei den Leukozyten, insbesondere den
Eosinophilen, zeigen Neuweltkameliden tierartspezifische Beson-
derheiten. In dieser Ubersicht werden einfache, mit wenig Aufwand
in der Praxis durchfiihrbare hdamatologische Methoden aufgezeigt.
Weiterhin wird auf die Morphologie und Besonderheiten der
einzelnen Zellfraktionen im peripheren Blut bei Neuweltkameliden
eingegangen.

Schliisselworter Neuweltkameliden, Blutausstrich, Erythrozyten,
Leukozyten, Hdmatokrit

Einleitung

Neuweltkameliden (NWK) sind in Deutschland mittlerweile keine
Exoten mehr, sondern finden sowohl in der Hobby- als auch in
der kommerziellen Haltung eine zunehmende Verbreitung. Nutz-
tierpraktiker werden immer héufiger mit der Betreuung domes-
tizierter NWK - Alpakas (Vicugna pacos) und Lamas (Lama
glama) - beauftragt.

Aufgrund ihres Fluchttriebes bleibt der Zustand selbst schwer-
kranker NWK hiufig lange unerkannt, es kann dann aber zum
raschen Festliegen und Tode des Tieres kommen. Das bei NWK
typischerweise sehr dicht ausgeprigte Haarkleid kann zudem dazu
beitragen, dass abgemagerte Tiere erst spét auffallen. Da sich bei der
Kklinischen Untersuchung von NWK nicht immer alle Untersuchungs-
methoden von anderen Tierarten {ibertragen lassen - einzelne Tiere
sind sehr stressanfillig und wehren sich auch bei ruhigem Handling
mit Treten oder Spucken —, nimmt die labordiagnostische Untersu-
chung von Blutproben bei Lamas und Alpakas eine wichtige Rolle
ein. Haufig werden bei schwerkranken NWK Andmien diagnostiziert,
die durch Endoparasiten (z. B. Haemonchus contortus), Magenul-
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zera, Fehlernihrung, Kupfermangel oder Mykoplasmen (Candidatus
Mycoplasma haemolamae) hervorgerufen werden kénnen (Foster
et al. 2009, Hawkey und Gulland 1988). Bei der hiimatologischen
Untersuchung bei NWK miissen aufgrund der Zellmorphologie
jedoch Besonderheiten beachtet werden. Wenn die Untersuchung
durch einen Hdmatologieautomaten erfolgt, kann es aufgrund der
speziellen Erythrozytenmorphologie zu Fehlmessungen bei ein-
zelnen Parametern kommen (Wagener et al. 2018). Insbesondere
ist hierbei der Himatokrit zu nennen, da dieser nicht direkt durch
Zentrifugation bestimmt, sondern errechnet wird. Eine Uberpriifung
der automatisiert bestimmten Parameter mit manuellen Methoden
ist deshalb grundsdtzlich anzuraten. Eine zusdtzliche mikrosko-
pische Untersuchung eines Blutausstriches bietet dariiber hinaus
den Vorteil, dass eventuelle Infektionserreger des Blutes erkannt
werden kénnen (Wernery et al. 1999), die bei der automatisierten
Messung unentdeckt bleiben.

Mit dieser Ubersichtsarbeit soll ein Uberblick iiber himatologi-
sche Diagnostikmethoden bei NWK gegeben werden. Dafiir werden
auch mit geringem Aufwand in der Praxis durchfithrbare Methoden
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aufgezeigt, die in der Routinetidtigkeit des Labors der Klinik fiir
Kkleine Klauentiere der Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover
durchgefiihrt und den Studenten der Tierdrztlichen Hochschule
gelehrt werden. Im Notfall kann eine solche einfache Untersuchung
die Wartezeit auf das Analysenergebnis aus einem Einsendungslabor
verkiirzen.

Abb. 1: Fixation zur Blutentnahme an der Vena jugularis. Eine seitlich am
Tier stehende Hilfsperson kann das Tier durch Festhalten an den Ohren
fixieren. Die verdeckte rechte Hand greift das linke Ohr des Tieres.

T

o ¥ » ’
-

Abb. 2: Blutausstrich Lama. Physiologische Erythrozytenmorphologie.
Eosinophiler (oben), basophiler (links), segmentkerniger neutrophiler
Granulozyt (unten) und Monozyt (rechts) im direkten Vergleich. Verein-
zelte Thrombozyten.

Pappenheim-Farbung. Lichtmikroskopische Aufnahme bei 1000-facher
Vergréfierung unter Verwendung von Immersionsél.

Probenentnahme

Bereits Probenentnahme und -transport beeinflussen die Aussage-
kraft einer labordiagnostischen Untersuchung (Humann-Ziehank
und Ganter 2012). Fiir eine sichere Fixierung kann das Tier von
einer seitlich des Tieres stehenden Hilfsperson an Hals und Halfter
festgehalten werden. Tiere, die das Handling weniger gewohnt sind,
konnen aufierdem entweder an den Unterkieferdsten oder an den
Ohren fixiert werden (Fowler 2010a), siche dazu auch » Abbil-
dung 1. Falls erforderlich, ist eine Sedation des Tieres vorzunehmen.
Die Dosierungsempfehlungen fiir die Sedation mit Xylazin variieren
dabei je nach Quelle und gewiinschtem Sedationsgrad zwischen
0,1 und 2 mg/kg Kérpergewicht bei intravendser beziehungsweise
intramuskulirer Gabe (Emmerich et al. 2016).

Die Blutentnahme an der Vena jugularis erfolgt bei NWK
entweder unterhalb des Kieferwinkels im oberen Halsdrittel oder
oberhalb des Brustbeins (Fowler 2010b, Gauly et al. 1998). Der
mittlere Halsabschnitt sollte vermieden werden, da hier die Gefahr
einer Punktion der Arteria carotis, die bei NWK dicht unterhalb der
Vena jugularis liegt, besteht (Gauly et al. 1998). Im proximalen
Halsbereich ist diese Gefahr minimiert, da hier Vene und Arterie
durch den Musculus omohyoideus getrennt werden (Fowler 2010b).
Bei der Blutabnahme sind gute Kenntnisse der Anatomie notig, da
die angestaute Vene unter der zum Teil sehr dicken Haut der NWK
nicht immer eindeutig abzugrenzen ist. Die fiir die Punktion auf-
zuwendende Kraft ist gut dosiert einzusetzen: Einerseits erfordert
die dicke Haut mehr Kraft als bei Rindern, andererseits muss die
Kaniile nach Uberwindung der Haut vorsichtig weitergeschoben
werden, um die Arterie nicht zu punktieren.

Fiir hdmatologische Untersuchungen kommen EDTA und Hepa-
rin als Antikoagulans infrage (Moritz et al. 2014). Die Vollblutproben
konnen im Kiihlschrank oder bei Raumtemperatur aufbewahrt und
sollten moglichst innerhalb eines Tages untersucht werden.

Hamatologie

Besonderheiten der Kameliden

Die hdamatologische Untersuchung von NWK-Blut kann aufgrund
der speziellen Zellmorphologie nicht ohne Weiteres mit der
hidmatologischen Untersuchung von Blut anderer Sdugetierarten
gleichgesetzt werden. Die Erythrozyten der Kameliden haben im
Gegensatz zu anderen Siugetieren eine elliptoide Form (> Abb. 2)
(Linge x Breite ca. 7,5 x 4 pm) (Long 2007) und sind ca. 1,1 pm
dick (Wernery et al. 1999). Durch diese Form kdnnen die Ery-
throzyten gréfieren osmotischen Schwankungen durch iiberstiirzte
Wasseraufnahme, dem urspriinglichen ariden Habitat der Kameli-
den angepasst, standhalten (Long 2007, Wernery et al. 1999). Sie
weisen somit eine gegeniiber den Wiederkduern und Monogastriern
erhohte osmotische Resistenz auf.

Fiir die Himatopoese sind in der Literatur nur wenige Angaben
speziell zu NWK zu finden. In einer Studie {iber das Knochenmark
von sechs Lamas fiel vor allem ein relativ hoher Anteil an eosinophi-
len Granulozyten (14,3 % der myeloischen Reihe) auf (Andreasen
et al. 1994). Nazifi et al. (1998) geben fiir das Knochenmark von
Kamelen (Camelus dromedarius) den Anteil an Zellen der erythro-
zytdren Reihe mit 42,7 % und den Anteil an Zellen der myeloischen
Reihe mit 52,0 % an. Auch hier fiel ein hoherer Anteil an eosinophi-
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len Granulozyten innerhalb der myeloischen Reihe im Vergleich zu
anderen Spezies auf (Nazifi et al. 1998).

Problematik automatisierter Untersuchungsverfahren
Eine ausfiihrliche hdmatologische Untersuchung schliefit sowohl die
Ermittlung des Hdmatokrits, des Himoglobingehaltes, der Erythro-
zytenzahl, der aus diesen Parametern errechneten Erythrozytenin-
dizes (MCV, MCH und MCHC) als auch die Zdhlung und Differen-
zierung der Leukozyten sowie die Z&hlung der Thrombozyten mit
ein. In der Tiermedizin laufen diese Untersuchungen iiberwiegend
automatisiert mit Hdmatologiegerdten ab. Bei diesen Gerdten kann
zwischen dem konduktometrischen und dem optoelektronischen
Messprinzip unterschieden werden (Moritz et al. 2014). Beiden
gemeinsam ist, dass der Hamatokrit nicht direkt gemessen, son-
dern aus Erythrozytenzahl und Erythrozytenvolumen errechnet
wird. Auch bei modernen Geriten, bei denen spezielle Software
fiir NWK verfiigbar ist, kann es aufgrund der besonderen lingli-
chen Morphologie der Erythrozyten und einem geringen MCV, aber
h#ufig zu falschen Werten kommen (Wagener et al. 2018, Weiser
etal. 1992). Im Labor der Klinik fiir kleine Klauentiere wurden im
Rahmen der Routinediagnostik anfallende EDTA-Blutproben von
Neuweltkameliden parallel mit den beiden vorhandenen Hémato-
logiegeriten (Gerit A: MEK-6450 Celltac Alpha®, Nihon Kohden,
Japan; Gerit B: ProCyte Dx®, IDEXX Laboratories, USA) sowie mit
manuellen himatologischen Routinemethoden untersucht. Beim
Vergleich der Analyseergebnisse aus der Routinediagnostik, die
mithilfe beider Geridte sowie mit manuellen Methoden untersucht
werden, kdnnen hier immer wieder sehr grofien Abweichungen bei
Hématokrit, Hdimoglobingehalt und der Gesamtleukozytenzahl
beobachtet werden (Wagener et al. 2018).

Im Falle des ProCyte Dx® gibt es zudem Berichte iiber fehlerhafte
Differenzierung der Leukozyten bei anderen Spezies wie zum Beispiel
bei der Katze (Tvedten et al. 2017). Auch bei der Ermittlung des
Himatokrit von Alpakas mit zwei unterschiedlichen Blutgasanaly-
segeridten, bei denen der Himatokrit rechnerisch bestimmt wird, ist
von gravierenden Abweichungen in den Ergebnissen beider Gerite
berichtet worden (Felton 2016). Die Autorin kommt zu dem Schluss,
dass eine Bestimmung des Hdmatorkit mittels Hamatokritzentrifuge
erfolgen sollte (Felton 2016). Da die manuelle Untersuchung des
Hématokrit mittels Himatokritzentrifuge der Goldstandard ist und
eine Genauigkeit von annidhernden 100 % besitzt, ist es sinnvoll,
automatisiert gemessene Hdmatokritwerte von NWK manuell per
Zentrifugation zu {iberpriifen. Auch bei den Thrombozyten kann es
bei der automatisierten Untersuchung zu Fehlmessungen kommen,
hier fiihrt die hohe Aggregationsneigung der Thrombozyten oft zu
félschlicherweise erniedrigten Ergebnissen (Kim et al. 2010). Eine
Thrombozytopenie sollte deshalb immer kritisch hinterfragt und
durch die manuelle Z&hlung abgesichert werden.

Manuelle Untersuchungstechniken und
Befundinterpretation

Materialien

Fiir die grundlegenden Untersuchungen werden eine Zentrifuge, ein
Mikroskop (bis 1000-fache Vergréfierung), Immersionsél, eine Zahl-
kammer (z. B. Neubauer-Z&hlkammer) mit Deckglischen, Pipet-
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Abb. 3: Manuelle Bestimmung des Hdmatokrits in einer Hamatokrit-
kapillare.

Oben: Hochgradige Andmie, Hamatokrit 0,03 I/I.

Unten: Physiologischer Befund, Hdmatokrit 0,30 I/I.

ten und -spitzen, Reaktionsgefifle, Objekttriger, Schnellfirbekits,
Hématokritkapillaren, Knetmasse, ein Lineal sowie verschiedene
Reagenzien, die in den jeweiligen Abschnitten beschrieben werden,
bendtigt.

Rotes Blutbild

Hamatokrit

Die gut resuspendierte (aber nicht geschiittelte) Probe wird mit
einer Himatokritkapillare bis ca. 1 cm unter den oberen Rand aufge-
zogen und das untere Ende mit Knetmasse verschlossen (> Abb. 3).
Die Bestimmung des Hdmatokrit mittels Zentrifugation ist in der
DIN 58933-1 festgelegt. Die Zentrifugation sollte in einer gut
gefiillten Hdmatokritkapillare fiir 10 Minuten bei 10.000 g in einer
speziellen Hdamatokritzentrifuge erfolgen. Dafiir gibt es auch Zen-
trifugen, die im Praxisauto betrieben werden kdnnen. Sollte keine
Hématokritzentrifuge verfiigbar sein, kann die Himatokritkapillare
mit dem verschlossenen Ende nach unten in ein zu drei Vierteln mit
Wasser gefiilltes Zentrifugationsréhrchen {iberfiihrt und wie oben
beschrieben zentrifugiert werden. Der Hamatokrit wird anschlie-
end mittels Schablone direkt abgelesen oder es werden mit einem
Lineal die Lange der Erythrozytensdule und die Lange der gesamten
Blutsiule gemessen und der Quotient daraus gebildet (Einheit: [/1).
Verfarbungen der Fliissigkeitssdule konnen eventuell Hinweise auf
das Vorliegen einer Himolyse oder eines Ikterus liefern.

Hamoglobin

Bei der manuellen Bestimmung des Himoglobingehaltes wird
giftige Cyanlosung verwendet. Neuere Himatologiegerite nutzen
stattdessen das weniger giftige Natriumlaurylsulfat als Detergens
(Oshiro et al. 1982). Die Notwendigkeit der manuellen Himo-
globinbestimmung sollte deshalb gut abgewogen werden. Ferner
ist das Vorhandensein eines Photometers notwendig, welches in
den meisten Tierarztpraxen nicht zur Grundausstattung gehort.
Allerdings ist der Himoglobingehalt des Blutes recht zuverlis-
sig auch mit Trockenchemie-Gerdten, wie zum Beispiel einem
Reflotron®, zu bestimmen (Price und Koller 1988). Fiir die manu-
elle Bestimmung werden in einer Kiivette 2,5 ml Cyanldsung
(18 mmol/l Natriumhydrogencarbonat, 0,768 mmol/l Kalium-
cyanid, 0,608 mmol/l Kaliumhexacyanoferrat) mit 10 pl Vollblut
vermischt. Die Mischung sollte mindestens 5 Minuten im Dun-
keln inkubieren. Danach findet eine photometrische Bestimmung
(Wellenléinge: 546 nm) gegen einen Leerwert (Cyanldsung) statt.
Die Hdmoglobinmenge in g/l entspricht der Extinktionsdifferenz,
multipliziert mit dem Faktor 368.
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Abb. 4: Blutausstrich bei Anamie.
Oben: Mittelgradige Andmie. Alpaka (Hamatokrit: 0,12 |/l; Himoglobin:
57 g/l). Die Zellen stellen sich jeweils unterschiedlich grof}, geformt und
stark angefarbt dar (Anisozytose: ++, Poikilozytose: ++, Polychroma-

- -© ~

sie: ++). Vereinzelt treten tropfenférmige Erythrozyten (Dakrozyten) auf.
Das Auftreten von Normoblasten (Erythrozyt mit dunkel gefdarbtem Kern
in Bildmitte) weist auf eine regenerative Andmie hin.

Unten: Hochgradige Andmie. Alpaka (Hamatokrit 0,05 I/I; Himoglobin:
31g/l). Die Zelldichte auf dem Blutausstrich ist insgesamt sehr gering. Es
zeigen sich ebenfalls hochgradige Anisozytose (+++), Poikilozytose (+++)
und Polychromasie (++++). Die deutlichen Umrandungen um einige Ery-
throzyten stellen Cabot-Ringe dar.

Pappenheim-Farbung. Lichtmikroskopische Aufnahme bei 1000-facher
Vergréflerung unter Verwendung von Immersionsol.

Erythrozyten

Erythrozytenverdanderungen

Die Beurteilung der Erythrozyten findet {iblicherweise am Ende der
Leukozytendifferenzierung im Blutausstrich statt (siehe unten).
Zur Beurteilung der Erythrozyten wird die 1000-fache Vergrofierung
des Mikroskops gewihlt (100er Objektiv), was die Verwendung von
Immersionso6l nétig macht. Die Blende wird ganz gedffnet und der
Kondensor hochreguliert. Im Bereich der ,,Fahne“ des Ausstrichs
werden Grofie, Farbe, Form und eventuelle Einschlusskorperchen
der Erythrozyten beurteilt. Abweichungen werden entsprechend als

& |
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Abb. 5: Neubauer-Zahlkammer.

Oben: 100-fache Vergréfierung. Der rote Rahmen stellt ein Eckquadrat
zur Leukozytenzahlung dar, der gelbe Rahmen ein Kleinstquadrat zur
Erythrozyten- bzw. Thrombozytenzahlung.

Unten: 400-fache Vergréferung eines Eckquadrates. Kernhaltige Zellen
stellen sich als schwarze Punkte (Pfeil) dar.

o
et
Abb. 6: Retikulozyten, Lama. Vitalfarbung mit Brillantkresylblau. Lichtmi-
kroskopische Aufnahme bei 1000-facher Vergréfierung unter Verwendung

-

von Immersionsdl.

Anisozytose (Grofienverinderungen), Polychromasie (Farbverénde-
rungen) und Poikilozytose (Formverinderungen) semiquantitativ
(von + bis ++++) angegeben (> Abb. 4). Eine hiufige Formverin-
derung bei Kameliden stellen dabei Dakrozyten (trinentropfenfor-
mige) Erythrozyten dar (> Abb. 4) (Wernery et al. 1999), deren
Anzahl zum Beispiel bei einer Eisenmangelandmie zunimmt (Morin
etal. 1992). Bei gesunden NWK werden sie in der Routinediagnostik
im hiesigen Labor nicht oder nur vereinzelt beobachtet.
Einschlusskorperchen in den Erythrozyten kdnnen unterschied-
liche Ursachen haben. Howell-Jolly-K&rperchen kdnnen auf eine
regenerative Andmie hinweisen, es handelt sich dabei um Kernreste
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Abb. 7: Entwicklung der Neutrophilen — myeloische Reihe.

Reihe 1: Myelozyten (Lama, Lama, Lama).

Reihe 2: Metamyelozyten (Lama, Lama, Alpaka).

Reihe 3: Stabkernige Neutrophile (Alpaka, Alpaka, Alpaka).

Reihe 4: Segmentkernige Neutrophile (Alpaka, Alpaka, Lama).

Reihe 5: Ubersegmentierte Neutrophile (Alpaka, Alpaka, Alpaka).
Pappenheim-Féarbung. Lichtmikroskopische Aufnahmen bei 1000-facher

Vergréfierung unter Verwendung von Immersionsél. Die Grofienverhalt-
nisse sind direkt miteinander vergleichbar.

der Erythrozyten. Sie sind bei Kameliden regelméfig zu finden,
bei gesunden adulten Lamas konnten Azwai et al. in 6 % der Ery-
throzyten Howell-Jolly-Kérperchen ausmachen (Azwai et al. 2007,
Wernery et al. 1999). Eine basophile Tiipfelung entsteht durch kleine
Kornchen an Ribonukleinsidure, die sich blau anfirben, und ist bei
Storungen des Porphyrinabbaus, insbesondere bei Bleivergiftungen,
deutlich vermehrt zu finden (Roscoe et al. 1975).

|

|
Abb. 8: Eosinophile.
Oben: Ubergangsform eosinophiler Metamyelozyt zu stabkerniger
Eosinophiler (Lama); stabkerniger Eosinophiler (Lama); stabkerniger

Eosinophiler, dessen Enden aneinanderliegen (Lama); ringférmiger
Eosinophiler (Lama).

Unten: Segmentierte Eosinophile (Lama, Lama, Alpaka, Lama).
Pappenheim-Férbung. Lichtmikroskopische Aufnahme bei 1000-facher
Vergréfierung unter Verwendung von Immersionsél. Die Gréfienverhalt-
nisse sind direkt miteinander vergleichbar.
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Abb. 9: Basophile.
Basophiler Metamyelozyt (Lama); Basophiler, dessen Kernform aufgrund
der tiberlagernden Granula nicht beurteilt werden kann (Alpaka); seg-
mentierter Basophiler (Alpaka); Basophiler, dessen Kernform aufgrund
der iiberlagernden Granula nicht beurteilt werden kann (Lama).
Pappenheim-Farbung. Lichtmikroskopische Aufnahme bei 1000-facher
Vergréfierung unter Verwendung von Immersionsél. Die Gréfienverhalt-
nisse sind direkt miteinander vergleichbar.

Cabot-Ringe (> Abb. 4) bilden eine markante Umrandung der
Erythrozyten, gelegentlich kénnen sie sich auch als eine Achterform
darstellen. Die Herkunft dieser Ringe ist nicht endgiiltig geklrt, es
handelt sich dabei eventuell um denaturierte Membranproteine oder
um eine Kombination aus Histonen und Eisen (Tornquist 2009).
Cabot-Ringe sind auch bei gesunden Kameliden vereinzelt zu finden,
bei Lamas kommen sie in 1-5 % der Erythrozyten vor (Azwai et
al. 2007). In der Brillantkresylblaufidrbung kénnen zudem eventu-
ell Heinz-Innenkdrper beobachtet werden. Sie bestehen aus dena-
turiertem Hdmoglobin und wurden bei Vergiftungen von Alpakas
beschrieben (DeWitt et al. 2004, Vap und Bohn 2015).

Infektionen der Erythrozyten
Neben stoffwechselbedingten Atiologien miissen beim Vorhan-
densein von intraerythrozytiren Einschliissen auch Infektionen in
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Abb. 10: Monozyten (Alpaka, Alpaka, Alpaka, Lama). Pappenheim-Fér-

AL

bung. Lichtmikroskopische Aufnahme bei 1000-facher Vergréfierung
unter Verwendung von Immersionsél. Die Gréfienverhiltnisse sind direkt
miteinander vergleichbar.
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Abb. 11: Lymphozyten.

Oben: Lymphozyten mit unterschiedlicher Kern-Plasmarelation (Lama,
Lama, Lama, Alpaka).

Unten: Lymphozyten mit Azurgranula (Lama, Alpaka, Lama, Lama).
Pappenheim-Farbung. Lichtmikroskopische Aufnahme bei 1000-facher
Vergréfierung unter Verwendung von Immersionsdl. Die Gréfienverhalt-
nisse sind direkt miteinander vergleichbar.

Betracht gezogen werden. Bei Infektionen mit himotrophen Myko-
plasmen stellen sich die Bakterien eventuell im Blutausstrich sicht-
bar dar. Sie sind dann typischerweise sowohl auf als auch zwischen
den Erythrozyten zu sehen. Ungeféhr ein Viertel (25,8 %) der NWK
in Osterreich sind in der PCR positiv fiir Candidatus Mycoplasma
haemolamae (Franz et al. 2015), fiir die Schweiz wird fiir Tiere,
die in der PCR positiv sind, eine Prévalenz von 18,6 % angegeben
(Kaufmann et al. 2009). Fiir Deutschland liegen dazu noch keine
flichendeckenden Daten vor, jedoch ist davon auszugehen, dass der
Erreger auch hierzulande eine dhnliche Rolle spielen diirfte. Hierbei
zeigen sich jedoch auch die Grenzen der mikroskopischen Diagnostik
auf: Im Blutausstrich lassen sich nicht in jedem in der PCR positiven
Tier die Erreger finden (Dittmer et al. 2018). Des Weiteren kénnen
auch Anaplasma phagocytophilum (Lascola et al. 2009), wobei hier
nicht die Erythrozyten, sondern die Neutrophilen als Wirtszelle
fiir den Erreger dienen, oder verschiedene Protozoen (Wernery et
al. 1999) mittels Blutausstrich diagnostiziert werden.

Erythrozytenzahl

Fiir die manuelle Bestimmung der Erythrozyten werden 995 pl Hay-
ems-Reagenz® (Labor + Technik, Eberhard Lehmann GmbH,
Berlin, D) mit 5 pl gut resuspendiertem EDTA-Blut versetzt und

gemischt. Um das Blutvolumen nicht zu verfélschen, sollte von
auflen an der Pipettenspitze anhaftendes Blut vorher vorsichtig
abgetupft werden. Die Mischung sollte mindestens 5 Minuten
inkubieren, danach werden die Erythrozyten mit 400-facher Ver-
groferung (40er Objektiv) in fiinf Kleinstquadraten in der Mitte
der Neubauer-Zihlkammer ausgezihlt (> Abb. 5). Die Anzahl an
Erythrozyten in fiinf Kleinstquadraten dividiert durch 100 ergibt
die Anzahl an Erythrozyten in T/1. Eine Auszdhlung beider Seiten
der Zghlkammer und die Bildung des Mittelwertes erhdhen die
Genauigkeit des Ergebnisses.

Normoblasten

Bei Normoblasten (> Abb. 4) handelt es sich nicht um Leukozyten,
sondern um kernhaltige Erythrozyten (Canfield 1998). Normo-
blasten besitzen einen kleinen, runden bis ovalen, dunkelblau bis
schwarzen Kern. Wihrend der Reifung verdndert das Zytoplasma des
Normoblasten seine Farbe von blau zu eosinophil und letztlich zu
blau-rosa (Moritz et al. 2014), im Blutausstrich ist das Zytoplasma
aber hdufig nicht sichtbar.

Retikulozyten

Retikulozyten (» Abb. 6) sind kernlose, jugendliche, sehr grofie
Erythrozyten und zwischen Normoblasten und reifen Erythro-
zyten einzuordnen. Im Blut von gesunden NWK sind weniger als
1/1000 Erythrozyten Retikulozyten, die Anzahl nimmt bei steigender
Hohe {iber dem Meeresspiegel jedoch zu (Vap und Bohn 2015). Sie
enthalten weniger Himoglobin als reife Erythrozyten (Cohen und
Terwilliger 1979). Mithilfe einer Supravitalfdrbung mit Brillant-
kresylblau kénnen Ribonukleoproteine angefdrbt werden, sodass
die jungen Zellen eine netzformige blaue Struktur zeigen (Heim-
pel et al. 2010). Zur Durchfithrung der Retikulozytenzihlung wird
EDTA-Blut in einem 1:1-Verhiltnis mit einer gesittigten, 5%igen
alkalischen Brillantkresylblauldsung versetzt. Nach 15 Minuten
Inkubation wird das Gemisch erneut vermischt und ein Ausstrich
erstellt. Es werden 1000 Erythrozyten ausgezghlt, der Anteil der
Retikulozyten an den Erythrozyten wird in Promille, Prozent oder
durch Multiplikation mit der Erythrozytenzahl in T/l angegeben.

Weif3es Blutbild

Leukozytenzdhlung

Zu 900 pl 3%iger Essigsdure werden 100 pl gut resuspendiertes
Vollblut gegeben und durch mehrmaliges Spiilen mit der Pipetten-
spitze gut vermischt. Um das Blutvolumen nicht zu verfilschen,
sollte auch hierbei von aufen an der Pipettenspitze anhaftendes
Blut abgetupft werden. Es kommt zur Lyse der Zellen, sodass nur
noch Zellkerne {ibrig bleiben. Nach 5 Minuten kann die erneut gut
gemischte Probe in die Zdhlkammer iiberfiihrt werden. Mikrosko-
pisch (10er Objektiv, abblenden) werden die kreisrunden Zellkerne
der vier Eckquadrate einer Seite der Neubauer-Zghlkammer gezihlt,
zur genaueren Bestimmung sollten alle acht Eckquadrate ausgezahlt
werden (> Abb. 5). Zur Angabe der Leukozytenzahl in G/l wird der
Mittelwert der gezdhlten Zellen pro Eckquadrat gebildet und durch
10 geteilt. Da bei dieser Methode nicht direkt Leukozyten, sondern
alle Zellkerne erfasst werden, ist gegebenenfalls eine Normoblas-
tenkorrektur vorzunehmen (siehe unten).
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Leukozytendifferenzierung und Normoblastenkorrektur
Zur Differenzierung der Leukozyten wird ein Blutausstrich erstellt.
Fiir die genaue Ausstrichtechnik wird auf Lehrbiicher der Labordi-
agnostik verwiesen (z. B. Moritz et al. 2014).

Der Blutausstrich sollte zur Vermeidung von Artefakten
schnell durch Wedeln, mittels Haarfohn, Ventilator oder auf der
Heizung getrocknet werden (Moritz et al. 2014). Anschlieffend
wird der Ausstrich fixiert und gefirbt. Fiir die Praxis eignen sich
dafiir Schnellfirbeverfahren mit Romanowsky-Farbungen, die von
unterschiedlichen Firmen vertrieben werden. Die Firbung findet
nach Herstellerangaben statt, nach Ende der Firbung sollte der
Ausstrich gut trocknen. Im Routinelabor wird {iblicherweise die
Pappenheim-Fdrbung verwendet.

Die mikroskopische Untersuchung wird bei einer Vergro-
Rerung mit dem 100er Objektiv (1000-fache Vergréferung)
vorgenommen, was die Verwendung von Immersionsdl notig
macht. Das Ol wird dafiir direkt auf die fixierten Zellen gege-
ben und das Objektiv durch Hochdrehen des Objekttisches in
den Oltropfen eingetaucht. Das Licht sollte hell eingestellt, die
Blende ganz gedffnet und der Kondensor hochreguliert sein. Die
Differenzierung wird in dem Bereich des Ausstrichs vorgenommen,
in dem die Erythrozyten nicht mehr tibereinander gestapelt liegen,

sondern einzeln nebeneinander zu finden sind (Zeile et al. 1983).
Bei der méanderférmigen Durchmusterung des Ausstriches werden
200 Leukozyten differenziert, die sich durch einen dunkel gefdrbten
Kern darstellen. Unterschieden werden neutrophile, eosinophile
und basophile Granulozyten, deren Zytoplasma sich nach ihrem
Firbeverhalten jeweils unterschiedlich darstellt (Wernery et
al. 1999), sowie Lymphozyten und Monozyten. Dabei ist zu beach-
ten, dass Normoblasten - kernhaltige jugendliche Erythrozyten
- ebenfalls einen prominenten dunkel gefdrbten Kern besitzen. Sie
werden bei der Differenzierung zusdtzlich zu den 200 Leukozyten
erfasst (200 Leukozyten + x Normoblasten). Bei der Bestimmung
der Gesamtleukozytenzahl werden alle kernhaltigen Zellen im Blut
bestimmt. Deshalb kdnnen bei stark regenerativen Andmien félsch-
licherweise zu hohe Gesamtleukozytenzahlen erhoben werden.
Beim Auffinden von Normoblasten im Blutausstrich ist deshalb
eine Normoblastenkorrektur vorzunehmen. Die Formel fiir die
Korrektur der Leukozytenzahl lautet:

Wahre Leukozytenzahl (G/I) = gezdhlte Zellzahl (G/I) x 100/ (100
+ Anzahl der Normoblasten auf 100 Leukozyten)

Die zu differenzierenden Leukozyten stellen sich morphologisch
wie folgt dar:

Tab. 1: Himatologische Referenzwerte fiir Lamas und Alpakas (nach Hengrave Burri et al. 2005)

Alter juvenil adult adult juvenil adult adult
Geschlecht m, w m w m, w m w

Anzahl n=29 n=33 n=79 n=25 n=26 n =81
Hamoglobin g/l 124-159 119-158 111-148 134-166 127-166 110-161
Erythrozyten T/ 11,5-14,6 10,9-14,3 9,7-13,4 12,9-15,4 12,8-15,6 10,5-15
Hamatokrit I/1 0,28-0,36 0,29-0,39 0,27-0,35 0,29-0,37 0,29-0,37 0,26-0,37
MCV fl 22,8-27,7 24,8-29,2 25,2-29,3 21,5-25,4 22-25 22,8-26,3
MCH pg 10,2-11,4 10,6-11,8 10,5-12,1 9,7-11,0 10,0-10,8 9,8-11,0
MCHC g/l 406-453 400-430 396-425 419-464 414-459 411-454
Leukozyten G/l 9,5-17,8 9,7-16,1 8,7-17,5 7,3-16,0 9,8-15,8 8-16
Neutrophile G/l 4,6-11,8 4,6-11,2 49-11,4 2,9-8 4,5-9,3 3,4-9,1
Stabkernige Neutrophile | G/I 0-0,25 0-0,3 0-0,4 0-0,2 0-0,1 0-0,1
Lymphozyten G/l 3,3-7,2 1,1-4,3 0,9-4,1 1,4-5,9 1,7-4,5 1,1-5,2
Monozyten G/l 0,22-1,14 0,2-1,1 0,2-0,9 0,3-0,9 0,1-0,7 0,2-0,9
Eosinophile G/l 0,1-1,2 0,8-3,7 0,5-3,7 0,1-3,1 1-3,6 0,8-3,4
Basophile G/l 0-0,1 0-0,1 0-0,2 0-0,1 0-0,3 0-0,2
Neutrophile % 41-65,7 42,4-73,5 45-76,4 30,8-63 44-70,5 39,3-69,8
Stabkernige Neutrophile | % 0-1,7 0-2,3 0-3,1 0-1,8 0-1 0-1
Lymphozyten % 24,5-50,3 8-32,5 7-31,2 15,7-54 15,2-31 11-39,3
Monozyten % 1,5-8,4 1,5-6 2-6,1 3,5-7 2-5,5 1,5-7,7
Eosinophile % 0,9-8,6 5,8-27,7 5-25 1,2-18,3 8-27 7-26,5
Basophile % 0-0,7 0-1 0-1,5 0-1 0-2 0-1,5

juvenil: Tiere unter 6 Monaten; adult: Tiere tiber 6 Monate; m: médnnlich; w: weiblich
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Neutrophile Granulozyten (Neutrophile) (> Abb. 7): Bei den
neutrophilen Granulozyten sind die Grofle und Form der Zelle
aufgrund des nicht angefdrbten Zytoplasmas bei vielen Spezies
kaum zu erkennen. Bei NWK liegen im Zytoplasma eventuell verein-
zelte blassrosafarbene bis violette Granula vor (Azwai et al. 2007,
Guayén et al. 1998, Hajduk 1992), deshalb kann es bei NWK leicht
zu einer Verwechslung mit eosinophilen Granulozyten kommen.
Neutrophile werden weiter unterteilt in segmentkernige und stab-
kernige neutrophile Granulozyten. Dabei ldsst sich anhand der
Gestalt des Zellkerns abschétzen, ob es sich eher um einen jiinge-
ren oder dlteren Neutrophilen handelt. Bei jlingeren Zellen ist der
Zellkern lidnglich (stabkerniger Neutrophiler), mit zunehmendem
Alter kommt es zu immer mehr Abschniirungen des Zellkerns (seg-
mentkerniger Neutrophiler). Dabei sind die Briicken zwischen den
Kernfragmenten das ausschlaggebende Kriterium: Sind sie schmaler
als ein Drittel des durchschnittlichen Kerndurchmessers, gilt der
Neutrophile als segmentiert (Reagan et al. 1998). Beim vermehrten
Auftreten von stabkernigen Neutrophilen spricht man von einer
,Kernlinksverschiebung® (Reagan et al. 1998), sie kann Hinweis auf
eine akute Infektion sein. Beim vermehrten Auftreten iibersegmen-
tierter Neutrophiler (mit mehr als fiinf Kernsegmenten) spricht
man von einer , Kernrechtsverschiebung“ (Reagan et al. 1998).
Sie kann Hinweis auf einen chronischen eitrigen Prozess oder eine
Produktionsstérung myeloischer Zellen im Knochenmark geben.
Fiir Lamas geben Azwai et al. (2007) den Anteil an {ibersegmen-
tierten Neutrophilen mit 1-21 % an, jedoch fehlt dabei die Angabe,
ob sich dieser Anteil auf die Gesamtheit der Leukozyten oder nur
auf die Neutrophilen bezieht (Azwai et al. 2007).

Eosinophile Granulozyten (Eosinophile) (> Abb. 8): Eosino-
phile spielen unter anderem beim allergischen Geschehen eine Rolle,
sie wandern innerhalb weniger Stunden ins umliegende Gewebe aus
(Moritz et al. 2014). Im Differenzialblutbild gesunder Kameliden
treten Eosinophile hiufiger auf als im Differentialblutbild gesunder
Individuen anderer Siugerspezies (Azwai et al. 2007, Hawkey und
Gulland 1988, Vap und Bohn 2015). Alternativ kann eine Eosino-
philie Folge einer Endoparasitose sein (Fowler und Zinkl 1989).
Im Plasma befinden sich gleichgrofe, auch {iber den Kern verteilte
orangerote Granula (Wernery et al. 1999), welche sich bei NWK
rund, oval oder rechteckig darstellen kénnen (Reagan et al. 1998).
Die Kernreifungsstadien der Eosinophilen entsprechen denen der
Neutrophilen und kénnen auch als solche weiter differenziert wer-
den (Azwai et al. 2007). Dabei kénnen auch Eosinophile mit einem
ringformigen Zellkern auftreten (Azwai et al. 2007). Bei diesen
ringférmigen Eosinophilen handelt es sich jedoch vermutlich um
stabkernige Eosinophile, deren Kernenden iiberlappen. Eine weitere
Differenzierung der Kernreifungsstadien wird bei den Eosinophilen
anderer Spezies in der Regel nicht vorgenommen. Bei NWK kdnnte
diese weitere Unterscheidung jedoch Sinn machen: Fiir Lamas wird
die Verteilung der einzelnen Kernformen bei den Eosinophilen von
Azwai et al. (2007) wie folgt angegeben: segmentierte Eosinophile
16-51 %; stabkernige Eosinophile 32-65 %; ringférmige Eosino-
phile 1-10 %. Auch andere Autoren stimmen darin {iberein, dass
die Eosinophilen der Kameliden zur Hyposegmentation neigen
(van Houten et al. 1992, Vap und Bohn 2015).

Basophile Granulozyten (Basophile) (> Abb. 9): Basophile
werden ebenfalls mit allergischen Geschehen assoziiert. Sie ent-

: N
Ubersichtsartikel :

Fazit flr die Praxis

Automatisiert erstellte Blutbilder sollten bei Lamas und Alpa-
kas kritisch hinterfragt werden. Eine hdmatologische Untersu-
chung kann mithilfe einer einfachen Grundausstattung auch in
der eigenen Praxis durchgefiihrt werden. Die in diesem Beitrag
aufgezeigten Methoden kénnten auch zur Untersuchung von
Vollblutproben anderer Spezies angewandt werden. Hierbei
sollte man jedoch zusatzlich Literatur {iber die Zellmorphologie
der jeweiligen Spezies zu Rate ziehen. Bei der Differenzierung
der Leukozyten sollte nach dem Motto: ,,Haufiges ist wahr-
scheinlicher, Seltenes ist unwahrscheinlicher* differenziert
werden. Wenn unklar ist, ob eine Zelle eher einem Lymphozy-
ten oder einem Monozyten zuzuordnen ist, sollte die Entschei-
dung eher auf den Lymphozyten fallen, da hierbei der kleinere
Fehler begangen wird. Fiir den ungeiibten Untersucher wird es
nicht immer leicht sein, kleine Abweichungen im Differenzial-
blutbild eindeutig zu diagnostizieren. Jedoch kénnen grofere
Abweichungen in der Gesamtleukozytenzahl und einzelner
Leukozytenfraktionen im Blutausstrich schon wertvolle Hin-
weise auf pathologische Vorgédnge bieten und so die Wartezeit
auf den Befund eines Einsendungslabors verkiirzen.

halten in ihren Granula Histamin, das bei Antigen-Antikorper-Re-
aktionen ausgeschiittet wird (Moritz et al. 2014). Der Zellkern
ist ebenfalls hiufig wenig segmentiert (Azwai et al. 2007). Die
Granula der Basophilen sind jedoch sehr klein und dunkelvio-
lett bis schwarz gefirbt (Azwai et al. 2007). Die Basophilen von
NWK entsprechen in ihrer Morphologie denen von Rind und Pferd
(Reagan et al. 1998).

Metamyelozyten, Myelozyten (> Abb. 7): Metamyelozyten
und Myelozyten sind die Vorstufen der stabkernigen Granulozy-
ten. Sie sind im Blut von gesunden Tieren nicht anzutreffen und
deuten auf eine {iberstiirzte Zellausschiittung im Rahmen einer aku-
ten Entziindungsreaktion hin, die als ,,pathologische Kernlinksver-
schiebung“ bezeichnet wird (Moritz et al. 2014). Metamyelozyten
besitzen einen kontrastreichen, grobschollig strukturierten, nieren-
oder bohnenférmigen Kern. Myelozyten haben einen rundovalen,
asymmetrisch gelegenen Kern und eine weite Kernplasmarelation
(,,Spiegelei-dhnlich“). Das Plasma der Zellen ist neutrophil bis
blassblau und feinwabig strukturiert. Je nachdem, ob sie Vorldu-
fer der neutrophilen, eosinophilen oder basophilen Granulozyten
darstellen, konnen rétliche oder dunkelviolette Granula enthalten
sein (Reagan et al. 1998).

Monozyten (» Abb. 10): Monozyten sind sehr grofe,
ca. 15-20 pm, unregelmiflig geformte, phagozytierende Zellen.
Das Plasma ist grau bis blassblau, schwach granuliert und enthlt
unregelmiflige Vakuolen. Der unregelméfliige Zellkern ist zum Teil
nierenformig, locker strukturiert, fein granuliert und kann ebenfalls
Vakuolen enthalten (Azwai et al. 2007, Reagan et al. 1998). Mono-
zyten phagozytieren Mikroorganismen und Zelldetritus. Eine Erho-

Der Praktische Tierarzt 99, Heft 05/2018, Seiten 481-493

491



172 :
. Ubersichtsartikel

hung der Monozytenzahl tritt bei Infektionen mit Viren, Bakterien,
Protozoen oder Pilzen auf (Wernery et al. 1999). Die Monozyten
der Kameliden stellen sich morphologisch dhnlich wie die anderer
Haustiere dar (van Houten et al. 1992).

Lymphozyten (> Abb. 11): Bei den Lymphozyten werden je
nach Literatur grofle Lymphozyten sowie kleine beziehungsweise
nacktkernige Lymphozyten unterschieden (Azwai et al. 2007, Cor-
reia 1996, Wernery et al. 1999). Diese Aufteilung wird in der Regel
jedoch nicht mehr vorgenommen, da sich in immunologischen
Untersuchungen den verschiedenen morphologischen Formen
keine funktionellen Unterschiede zuordnen lieflen (Moritz et
al. 2014).

Lymphozyten sind runde Zellen mit einem grofen, runden,
feinstrukturierten Kern und einem schmalen homogenen Zyto-
plasmasaum, der im Randbereich dunkler gefdrbt ist als in Kern-
néhe. Im Ausstrich variieren Grofie und Form, kleine Lymphozyten
besitzen einen eher dunkleren Kern (Azwai et al. 2007). Es kann
zu Verwechslungen mit Normoblasten, Monozyten, Myelozyten
und Metamyelozyten kommen. Die Lymphozyten der NWK kdnnen
insbesondere im Randbereich sehr feine blaue bis violett gefdrbte
Azurgranula enthalten (Azwai et al. 2007, Dawson et al. 2011).

Thrombozyten

Die Zdhlung der Thrombozyten wird in Analogie zur Erythrozyten-
zdhlung durchgefiihrt. 20 pl Vollblut werden in 380 ul Thrombo-
quant® (Labor + Technik, Eberhard Lehmann GmbH, Berlin, D)
pipettiert, gut gemischt und 30 Minuten inkubiert. Nach Befiil-
len der Zahlkammer sedimentieren die Thrombozyten innerhalb
von 15-20 Minuten, danach kdnnen mithilfe des 40er Objektivs
fiinf Kleinstquadrate in der Mitte der Neubauer-Zdhlkammer
(> Abb. 5) ausgezihlt werden. Die Summe der Thrombozyten in
den fiinf Kleinstquadraten ergibt die Thrombozytenzahl in G/1.

Referenzwerte

Fiir die Interpretation der erhobenen Befunde sollten geeignete
Referenzwerte zurate gezogen werden. Dafiir stehen mehrere Stu-
dien zur Verfiigung, in denen separate Referenzwerte fiir Lamas
und Alpakas ermittelt wurden (Dawson et al. 2011, Fowler und
Zinkl 1989, Hengrave Burri et al. 2005, Husakova et al. 2015). Fiir
Deutschland gibt es derzeit keine flichendeckenden Daten iiber
hématologische Normalwerte bei Neuweltkameliden, jedoch liegen
hierzu Werte fiir Tiere aus der Schweiz (Hengrave Burri et al. 2005)
sowie eine aktuelle Studie iiber NWK in Osterreich vor (Stanitznig
etal. 2018). In P Tabelle 1 sind die himatologischen Referenzwerte
fir Lamas und Alpakas nach Hengrave Burri et al. (2005) zu finden.
Hier finden sich alters- und geschlechtsspezifische Normalwerte,
die fiir die Interpretation hdmatologischer Befunde von NWK in
Mitteleuropa herangezogen werden konnen.
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