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Zusammenfassung

Durchflusszytometrische Bestimmung der
Lymphozytensubpopulationen im peripheren
Blut von Hunden und Katzen

Um in der Kleintiermedizin eine Aussage uber den
Immunstatus bei erkrankten Patienten machen zu koén-
nen, haben wir die Quantifizierung der Lymphozyten-
subpopulationen im peripheren Blut mittels Durch-
flusszytometrie in einem Routinelabor etabliert. Zur
Erstellung von Normwerten fir die von uns verwende-
ten Methoden und Antikérper wurde die Anzahl der
B-Zellen, T-Zellen sowie CD4"- und CD8'-Lympho-
zyten im Blut von 31 klinisch gesunden Katzen und 36
Hunden gemessen und nach einem standardisierten
Verfahren ausgewertet. Die fir die Lymphozytensub-
populationen ermittelten Werte sind vergleichsweise
in der Literatur beschrieben. Zur Bestimmung des Im-
munstatus bei erkrankten Tieren als zusatzliche diag-
nostische Hilfe flr den praktizierenden Tierarzt wur-
den weiterhin Blutproben von elf mit dem felinen Im-
munschwaéchevirus (FIV) infizierte Katzen untersucht.
Dabei konnten die fur die FIV-Infektion charakteristi-
sche Abnahme der CD4"-Zellpopulation und Inversion
des CD4'/CD8*-Quotienten nachgewiesen werden.

Die Lymphozyten als Trager der spezifischen Immun-
antwort stellen sich morphologisch einheitlich dar, be-
stehen jedoch aus funktionell unterschiedlichen Zellen
(ABBS et al.,, 1996).

Die einzelnen Lymphozytensubpopulationen las-
sen sich auch bei Hunden und Katzen zuverlassig mit
Hilfe verschiedener monoklonaler Antikdrper differen-
zieren. Es kénnen B- und T-Lymphozyten unterschie-
den werden und die T-Lymphozyten wiederum in CD-
(= .Cluster of Differentiation")-4-positive T-Helferzel-
len (CD4") und CDS8-positive zytotoxische T-Zellen
(CD8") differenziert werden (DEAN et al., 1991; CHA-
BANNE et al., 2000; FALDYNA et al., 2001).

Veranderungen der Anteile der verschiedenen
Subpopulationen zueinander treten bei verschiedenen
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Summary

Generation of reference values for the charac-
terization of lymphocyte subpopulations in the
peripheral blood of dogs and cats

To provide the diagnostic tool of immunophenotyping
to small animal practitioners we established the quan-
titation of lymphocyte subpopulations in the peripheral
blood by flow cytometric analysis in a routine diagnos-
tic laboratory. We determined reference values speci-
fic for the antibodies and methods used. Relative per-
centages of B-lymphocytes and T-lymphocyte subsets
in the peripheral blood from 36 clinically healthy nor-
mal dogs and 31 cats were measured and analyzed
using a standardized gating technique. The results of
the quantitative assessment of the lymphocyte subpo-
pulations are comparable to the values reported for
these animals in the literature. To determine the lym-
phocyte subpopulations in animals with clinical signs,
blood samples from 11 feline immunodeficiency virus
(FIV) positive cats were analyzed. All cats showed a
decreased percentage of CD4" lymphocytes and a cha-
racteristic inversion of the CD4"/CD8" T cell ratio.

Erkrankungen auf und ermdglichen Ruckschlisse auf
den Immunstatus des Patienten (CHABANNE et al.,
2000). Hier sind Anwendungsgebiete fur diese Unter-
suchung zu sehen. Bei Hunden sind kongenitale
schwere, kombinierte Immundefekte und T-Zellde-
fekte bekannt, die mit einer Verminderung der T- und
B-Zellen bzw. ausschlieBlich mit einer Verminderung
der T-Zellen einhergehen (JUNGI, 2000). Erkran-
kungsdispositionen verschiedener Hunderassen, wie
Demodikose und Pyodermien, werden ebenfalls mit
Stérungen der zellularen Immunabwehr in Verbindung
gebracht (CHABANNE et al., 1995; CASWELL et al.,
1997). Gleiches gilt fir den systemischen Lupus
erythematodes (CHABANNE et al.,1994).

Bei Katzen kommt dem Immunstatus eine beson-
dere Bedeutung bei Infektionen mit dem felinen Im-
munschwachevirus (FIV) und dem felinen Leukose-
virus (FeLV) zu. Verschiedene Untersuchungen weisen
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darauf hin, dass sich insbesondere bei FIV-Infektionen
das Fortschreiten der Erkrankung, &hnlich wie bei der
Infektion des Menschen mit dem humanen Immun-
schwachevirus (HIV), mit einem Abfall der CD4"-Lym-
phozyten verbinden lasst (ACKLEY et al., 1990;
NOVOTNEY et al., 1990; BISHOP et al., 1992; HOFF-
MANN-FEZER et al., 1992; HOFFMANN-FEZER et al.,
1996; WALKER et al., 1994; HOFMANN-LEHMANN et
al., 1997).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erstellung von
Referenzbereichen fiir die Anteile von CD4*-Lympho-
zyten (T-Helferzellen), CD8"-Lymphozyten (zytotoxi-
sche T-Zellen), CD21"-Lymphozyten (B-Zellen) und
CD3"-Lymphozyten (T-Zellen) im peripheren Blut von
Hunden und Katzen mit den von uns verwendeten Me-
thoden und Geraten. Nachfolgend sollen diese als
Grundlage fir die Interpretation von Werten erkrankter
Tiere dienen. Es sollte weiterhin untersucht werden,
ob der in der Literatur beschriebene Abfall der CD4"-
Lymphozyten und des CD4'/CD8"-Verhaltnisses bei
FIV-infizierten Katzen nachvollzogen werden kann.

Probenmaterial

Zur Erstellung der Referenzbereiche wurden zwischen
November 2002 und Mai 2003 EDTA-Blutproben von
insgesamt 36 Hunden und 31 Katzen untersucht. Pa-
rallel wurde von jeder Blutprobe ein Differentialblutbild
erstellt und die Erythrozytenzahl, der Hamatokrit, der
Hamoglobingehalt, die Gesamtleukozytenzahl und die
Thrombozytenzahl bestimmt. Es wurden nur Proben
verwendet, deren Entnahme nicht langer als 24 h
zuriicklag und deren Blutparameter keine deutlichen
Abweichungen (x 10 %) vom Referenzbereich zeigten.
Die untersuchten Hunde waren zwischen zwei und
zwolf Jahren alt (im Mittel 6,5 Jahre) und gehorten 20
verschiedenen Rassen an, fiinf waren Mischlinge und
bei einem Tier war die Rasse unbekannt. Je 14 Hunde
waren weiblichen bzw. mannlichen Geschlechts. Je
vier waren kastrierte weibliche bzw. méannliche Hunde.
Die Blutproben der Katzen stammten von Hauskatzen
und verschiedenen Rassekatzen, die zwischen zwolf
Monaten und zwolf Jahre alt waren (im Mittel 4,1 Jah-
re). Von den Katzen waren elf Kater, neun weibliche
Tiere, sieben kastrierte mannliche und vier kastrierte
weibliche Tiere. Alle Katzen wurden von den einsen-
denden Tierarzten als klinisch gesund beurteilt und
waren FIV-Antikdrper und FelLV-Antigen negativ.

Die Blutproben der elf FIV-Antikdrper-positiven
Katzen waren ebenfalls bei Eingang im Labor nicht
alter als 24 Stunden. Diese Katzen waren zwischen
vier und zwodlf Jahren alt (im Mittel 7,8). Sieben Tiere
waren Kater, zwei mannlich kastriert und zwei weiblich
kastriert. Zwei Tiere waren nach Aussagen der jeweils
behandelnden Tierarzte klinisch gesund, vier hatten
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gering- his hochgradige Stomatitis/Gingivitis, fiinf
wiesen einen schlechten Allgemeinzustand auf. Eine
Katze hatte multiple Abszesse, eine Katze wurde we-
gen starken Nasenblutens und eine Katze wegen Gas-
tritis behandelt. Drei Katzen wurden im Verlauf der
weiteren Behandlung euthanasiert, bei vier Katzen
hatte sich der Zustand gebessert.

Farbung der Antigene

Zur spezifischen Identifizierung der Lymphozyten-
subpopulationen wurden Fluoreszeinisothiocyanat
(FITC)- und R. Phycoerythin (RPE)-konjugierte mono-
klonale Antikorper der Fa. Serotec (Oxford, UK) einge-
setzt (siehe Tabelle 1). Fir die Detektion von CD45 bei
Katzen wurde eine indirekte Methode verwendet. Der
nicht konjugierte anti-CD45 Antikdrper wurde mit
einem FITC-konjugierten anti-mouse-IgG  Sekun-
darantikorper gefarbt (siehe Tabelle 1). Da der CD5-
spezifische Antikdrper bei Katzen nicht mit B-Zellen
reagiert (ACKLEY und COOPER, 1992), wurde er von
uns zur Identifizierung der felinen T-Lymphozyten ein-
gesetzt. Als negative Kontrolle wurde RPE- und FITC-
konjugiertes Mause-lgG1 (Fa. Serotec) verwendet.

Tabelle 1: Verwendete Antikorper

Antikérper  Klon Spezifitat Zellpopulation
| Hund
| MCA 1042 PE YKIX716.13  cCD45 Leukozyten
MCA 1781 PE CA2.1D6 Evtl. CD21- B-Zellen
Homolog

MCA 1774F CA17.2A12 cCD3 T-Lymphozyten

MCA 1038F  YKIX 302.9 cCD4 T-Helferzellen

MCA 1039PE YCATE 55.9 cCD8 zytotoxische
und Suppressor
T-Zellen

Katze

MCA 1408 WC45a fCD45 Leukozyten

+STARS B [

MCA 1781 PE CA2.1D6 Evtl. CD21-  B-Zellen |

Homolog |

MCA2038F FE1.1B11 fCD5 T-Lymphozyten |

MCA 1346 F vpg 34 fCD4 T-Helferzellen |

MCA 1347 PE vpg 9 fCD8 zytotoxische
und Suppressor|
T-Zellen

100 ul Vollblut wurden fur 30 min bei Raumtempe-
ratur mit dem Antikorper inkubiert und anschlief3end
die Erythrolyse durchgefiihrt.

Die Erythrozyten von Katzen wurden mit der FACS
Lysing Solution (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg),
die von Hunden mit dem Erythrolyse-Puffer (RBC Ly-
sing Buffer) der Fa. Serotec jeweils nach Hersteller-
anleitung lysiert und die Lymphozyten anschlielBend
zweimal mit CelWASH-Losung (Fa. Becton Dickin-
son) gewaschen.
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Bei der Detektion von CD45 auf Katzenleukozyten
wurden die Zellen nach der Inkubation mit dem ersten
Antikorper mit 2 ml CelWASH-L6sung (Fa. Becton
Dickinson) gewaschen und eine Inkubation mit dem
Zweitantikorper wie oben beschrieben durchgefihrt.

Messung und Auswertung

Die Lymphozyten wurden mit dem Durchflusszytome-
ter FACScalibur von Becton Dickinson gezahlt. Pro
Messung wurden 10 000 Leukozyten erfasst und mit
der CELLQuest-Software Vers. 3.3 (Fa. Becton Dickin-
son) ausgewertet.
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| Abb. 1: Erfassen der Lymphozytenpopulation im Auswer-
tungsfenster anhand der Parameter Seitwartsstreulicht
und CD45-positive Fluoreszenz.
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Abb. 2: Dot-plot-Darstellung der CD45-positiven Zellen
(Lymphozyten) aus dem Auswertungsfenster von Abb. 1.
99 % aller Zellenim Auswertungsfenster sind CD45-posi-
tiv (rechter unterer Quadrant).
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Die Auswertungsfenster wurden mit Hilfe einer
standardisierten Methode in Anlehnung an BYRNE et
al. (2000 b) gesetzt. Im Unterschied dazu wurde die
Lymphozytenpopulation anhand der CDA45-spezifi-
schen Fluoreszenz und der Seitwartsstreuung des La-
serlichts (SSC) erfasst. Im Punkthistogramm (dot-plot)
SSC gegen CD45-Fluoreszenz (Abb. 1) wurde diejeni-
ge Population ausgewahlt, die im Seitwartsstreulicht
am weitesten links lag und in der CD45-Fluoreszenz
positiv war. Diese Population entspricht aufgrund ihrer
Lichtbrechungs- und Fluoreszenzeigenschaften den
Lymphozyten. Um die Reinheit der Population im so
festgelegten Auswertungsfenster zu beurteilen, wur-
den anschlieRend die Zellen im Vorwarts-Seitwérts-
Streulichtmodus beurteilt.

Die Reinheit der Lymphozytenpopulation im Aus-
wertungsfenster wurde auf mindestens 80 % einge-
stellt (Abb. 2).

Zur Bestimmung der einzelnen Subpopulationen
wurden die Fluoreszenz-Intensitatsverteilungen ge-
messen und als Punkthistogramm (dot-plot) darge-
stellt.

Die Messungen wurden im Doppelansatz durchge-
fuhrt, wobei eine Differenz von maximal 15% zwi-
schen beiden Ansétzen toleriert wurde.

Die statistische Auswertung erfolgte mit MS Excel®
(Fa. Microsoft). Die Analyse auf Signifikanz erfolgte mit
dem Mann-Whitney-U-Test fur nicht-parametrische
Daten.

Die Abbildung 3 zeigt ein fir die verschiedenen Mes-
sungen typisches Bild in der Zweiparameter-Punkt-
histogramm-(dot-plot)-Darstellung. Die Fluoreszenz-
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Abb. 3: Darstellung der CD4-positiven Zellen im dot-plot
(rechter unterer Quadrant).
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positiven Zellen finden sich

Tabelle 2: Normalwerte fir Hunde (Anteil der jeweiligen Subpopulation in %)

im linken oberen bzw. rech-

ten unteren Quadranten, die Anzahl:n=36 CD21-Homolog CD3* CD4* cps* CD4*_/CDB‘-
Fluoreszenz-negativen Zel- {B8-Zojien) (T-Zellen) Quotient
len im linken unteren Qua- | wittelwert 12,2 76,6 37,2 22,8 1,72
dranten. —
| Standard- 4,18 6,76 4,22 5,51 0,39
Mit der verwendeten | 2bweichung

Methode zur Festlegung

'95%—Vertrauens— 10,7-13,6

74,3-788 35,8-38,7 20,9-246 1,568-1,85

des Auswertungsfensters | pereich
konnte bei den von uns —
untersuchten Hunden im | Wertebereich

Durchschnitt eine Reinheit
der Lymphozytenpopulation
von 88,3 % und bei den kli-

6,2-22,3

65,4-87,1 28,7-48,1 15,8-39,2 0,92-2,47

Tabelle 3: Normalwerte fur Katzen (Anteil der jeweiligen Subpopulation in %)

nisch gesunden Katzen von  [anzahkin=36  CD21-Homolog CD3*  CD4  CD8'  CD4/CD8'-

im Mittel 96,6 % erreicht (B-Zellen) (T-Zellen) Quotient

werden. Die Reinheit der

Population betrug jedoch Mittelwert 24,0 67,2 34,8 26,0 1,47

bei jeder Messung mindes- | .o 9,18 9,14 8,18 7,98 0,60

tens 80 % und die Auswer- abweichung

tungsfenster wurden so ge- | —————— e ——
| 95%-Vertrauens- 20,7-27,4 63,9-70,6 31,8-37,8 23,0-28,9 1,24-1,69

legt, dass nahezu alle j
bereich

CD45-positiven  Zellen er-

fasst wurden (Abb. 1 und 2). Wertebereich

Die gemessenen Werte
bei den gesunden Hunden
und Katzen sind in Tabelle 2 = —
und 3 zusammengefasst. Im
Mittel waren 12,2 % der 2.5

9,0-47,0

43,4-80,8 21,2-491 14,2-47,0 0,60-3,35

Lymphozyten im Auswer-
tungsfenster CD21 -positiv
(B-Zellen), 76,6 % CD3-po- |
sitiv (T-Zellen), 37,2 % CD4- |

[y

positiv und 22,8 % CD8-po-
sitiv. Das CD4'/ CD8"-Ver-

héltnis lag im Mittel bei 1,72.

CD4I/CD8-Verhdltnis

In den Blutproben von 05 43— —

klinisch gesunden Katzen
wurden im Mittel 244 % | =

CD21 -positive Lympho-
zyten (B-Zellen), 67,5 %
CD5- positive Lymphozyten
(T-Zellen), 34,7 % CDA4-po-
sitive und 25,9 % CD8-posi-
tive Lymphozyten im Aus-
wertungsfenster gemessen. Das mittlere CD4/CD8"-
Verhdltnis lag bei 1,48.

o
M3

Bei den Hunden konnte eine tendenzielle Abnah-
me des CD4'/CD8"-Verhaltnisses mit zunehmendem
Alter beobachtet werden (siehe Abb. 4). Dies lag weni-
ger an einer Abnahme der CD4'-Lymphozyten, als
vielmehr an einer Zunahme des Anteils der CD8"-Zel-
len bei alteren Hunden.

Allgemein zeigten die Messwerte bei Katzen eine
weitere Streuung als bei Hunden. Insbesondere der
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Abb.4: Abnahme des CD4"/CD8"-Verhaltnisses bei &lteren Hunden.

Anteil der B-Lymphozyten war bei den Katzen uber
einen weiteren Bereich gestreut als bei den Hun-
den.

Die Untersuchung der Blutproben von elf FIV-Anti-
korper positiven Katzen ergab im Mittel mit 15,6 %
einen signifikant (p <0,001) geringeren Anteil an CD4"-
Zellen und mit 0,71 ein signifikant (p = 0,0066) gerin-
geres CD4*/CD8'-Verhéltnis (Tab. 4). Insbesondere die
Anteile der CD4"-Lymphozyten waren bei den FIV-po-
sitiven Katzen deutlich niedriger, als bei den klinisch
gesunden, FIV-negativen Katzen (siehe Abb. 5).
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Tabelle 4: Werte FIV-positiver Katzen im Vergleich zu FIV-negativen Katzen (Anteil der jeweiligen Subpo-
pulation in %) (* = Unterschiede statistisch signifikant)

o

FIV-neg.

FIV-neg.

FIV-pos. FIV-pos. FIV-neg. FIV-pos. FIV-neg.

FIV-neg. FIV-pos.
n=11 n=31
Mittelwert 14,7 24,0 49,0 67,2 14,4* 34,8 28,4 26,0 0,76" 1.47
Standardabweichung 6,31 9,18 17,04 9,14 6,76 8,18 15,28 7,98 0,57 0,60
Wertebereich 1,1-22.9 9,0-47,0 14,2-74,1 43,4-80,8 3,3-255 21,2-49,1 35-62,3 14,2-47,0 0,13-1,75 0,60-3,35
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1 Abb.5: Abnahme des Anteils von CD4"-Lymphozyten im Blut FIV-infizierter Katzen.

Die Phéanotypisierung von Lymphozyten kann in der
Humanmedizin genutzt werden, um die Immunant-
wort bei bestimmten Erkrankungen zu charakterisie-
ren, Immundefekte zu erkennen und als prognosti-
scher Parameter dienen. Ferner wird sie zur Immunty-
pisierung von Leukémien und Lymphomen verwendet.
Inzwischen sind Antikdrper gegen Lymphozyten-Anti-
gene auch fir Hunde und Katzen kommerziell erhalt-
lich und standardisierte Methoden zur Auswertung der
Messdaten liegen vor (BYRNE et al., 2000 B).

In der Veterindrmedizin wurde die Durchflusszyto-
metrie zur Bestimmung von Lymphozytensubpopula-
tionen inzwischen vielfach eingesetzt, um bei vielen
verschiedenen Erkrankungen den Immunstatus zu
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charakterisieren. Insbesondere das Fortschreiten der
FIV- und FeLV-Infektionen bei Katzen wurde mit die-
ser Methode beobachtet, wobei eine Anwendung in
der Routinediagnostik bislang fehlte (QUACKEN-
BUSH et al., 1990; HOFFMAN-FEZER et al., 1992,
1996; WALKER et al., 1994; VAHLENKAMP et al.,
1996; HOFMANN-LEHMANN et al., 1997).

Die prozentualen Anteile der Lymphozytensub-
populationen bei gesunden Hunden und Katzen fallen
bei verschiedenen Untersuchern leicht unterschied-
lich aus. Dafur kbnnen aulRer der Rasse und dem Alter
der untersuchten Tiere auch die verwendeten Anti-
korper und der Typ des verwendeten Durchflusszyto-
meters verantwortlich sein sowie die Methode der
Probenaufarbeitung und die Auswertung der Mess-
daten.
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Die von uns gemessenen Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen fir die einzelnen Lymphozyten-
Antigene entsprechen weitgehend den von anderen
Autoren ermittelten (DEAN et al., 1991; WALKER et al.,
1994; CHABANNE et al., 1995; FRANZ, 1996; HOFF-
MANN-FEZER et al., 1996; BYRNE et al., 2000 A;
FALADYNA et al., 2001; WINNICKA et al., 2002).

Zur ldentifizierung der Lymphozytenpopulation ha-
ben wir, wie in Material und Methoden beschrieben,
jedoch nicht ein T-Zell spezifisches Antigen verwen-
det, sondern die leukozytenspezifische CD45 Fluores-
zenz und das Seitwartsstreulicht benutzt. Dadurch
konnten wir eine héhere Reinheit der Lymphozyten-
population im Auswertungsfenster erreichen.

Die Summe aus CD21- und CD3- bzw. CD5-posi-
tiven Zellen sollte in etwa die Gesamtzahl der Lym-
phozyten reprasentieren, d. h. in etwa den CD45-po-
sitiven Zellen im Auswertungsfenster entsprechen. Bei
unseren Messungen ergab die Summe aus CD21 - und
CD3- bzw. CD5-positiven Zellen im Mittel 88,8 % bzw.
91,2 % fur die Normalwerte bei Hunden und Katzen.
BYRNE et al. (2000 A) und GREELEY et al. (1996) er-
reichten bei ihren Messungen hier etwas héhere Wer-
te (94,6 % bzw. 94,9 %). Folglich haben diese Autoren
auch etwas hohere Prozentwerte bei den einzelnen
Lymphozytenpopulationen gemessen als wir.

Die von anderen Autoren ermittelten Werte bewe-
gen sich etwa in dem von uns ermittelten Bereich
(DEAN etal., 1991; FALDYNA et al., 2001).

Als Methode zur Isolierung der Lymphozyten aus
dem Blut wurde von uns die Erythrolyse gewahlt. An-
gaben in der Literatur (FALDYNA et al., 2001; DEAN et
al., 1991) und eigene Beobachtungen (unverdffent-
licht) weisen darauf hin, dass diese Methode nicht nur
einfacher und schneller ist, sondern auch zu weni-
ger Veranderungen der CD8"-Zellpopulation fiihrt, als
die Separierung mittels Dichtezentrifugation. Dartiber
hinaus erweist sich diese Methode aufgrund der ge-
ringeren Blutmenge fur die Routinediagnostik, ins-
besondere bei der Katze, als weitaus geeigneter.

Es ist bekannt, dass das Alter der Tiere einen Ein-
fluss auf die Zusammensetzung der Lymphozyten-
populationen hat. In dieser Studie wurde nur Blut von
Hunden verwendet, die alter als zwei Jahre waren.
Von jungeren Hunden (bis ca. ein Jahr) ist bekannt,
dass der Anteil der B-Zellen im peripheren Blut we-
sentlich héher und der Anteil an CD8'-Lymphozyten
deutlich niedriger ist als bei erwachsenen Tieren
(FALDYNA et al., 2001; TOMAN et al., 2002.

Die von uns untersuchten &lteren Hunde zeigten
hohere Anteile an CD8"-Lymphozyten, was (bei einem
etwa gleich hohen CD4"-Anteil) zu einem kleineren
CD4'/CD8"-Verhéltnis bei diesen Tieren fiihrte (Abb.
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4). Diese Verminderung des CD4'/CD8"-Verhéltnisses
wurde ebenso in anderen Untersuchungen beschrie-
ben (GREELEY et al., 1996; BYRNE et al., 2000 A;
STRASSER et al., 2000; FALDYNA et al., 2001). Im
Gegensatz zu diesen Veroffentlichungen konnten wir
jedoch keinen geringeren Anteil an CD4*-Zellen bei
alteren Tieren erkennen. Da bei den verschiedenen
Rassen altersbedingte Veranderungen unterschied-
lich spat einsetzen, ist es denkbar, dass sich die Ein-
flisse von Rasse und Alter bei den von uns ermittelten
Werten nicht trennen lassen.

Analog zur Studie von BYRNE et al. (2000 a) ver-
teilten sich auch die von uns gemessenen prozentua-
len Anteile der B-Zellen bei gesunden Katzen uber
einen weiteren Wertebereich als bei den untersuchten
Hunden. Nach der statistischen Auswertung der Da-
ten wurde der Referenzbereich aufgrund der Normal-
verteilung erstellt. Dabei wurden der Mittelwert und
die Standardabweichung beriicksichtigt. Wir haben im
Weiteren als Referenzbereich den jeweiligen Mittel-
wert + eine Standardabweichung angenommen.

Zusétzlich zur Untersuchung von Blutproben ge-
sunder Hunde und Katzen zur Erstellung eines Refe-
renzbereiches haben wir versucht, die in der Literatur
beschriebenen Veranderungen in den Lymphozyten-
subpopulationen bei FIV-infizierten Katzen nachzu-
vollziehen (ACKLEY et al., 1990; NOVOTNEY et al.,
1990; BISHOP et al., 1992; HOFFMANN-FEZER et al.,
1992; WALKER et al., 1994; HOFFMANN-FEZER et
al., 1996; HOFFMANN-LEHMANN et al., 1997).

Kennzeichnend fur die Pathogenese der FIV-Infek-
tion ist eine Stérung der normalen Funktion des Im-
munsystems. Sowohl nach experimenteller, als auch
nach natdrlicher Infektion wird eine Abnahme der
CD4"-Lymphozyten beobachtet. Der Verlust an CD4"-
Zellen beeintrachtigt das Immunsystem, da diese Zel-
len eine wichtige Rolle bei der zellvermittelten und der
humoralen Immunantwort haben. Ahnlich, wie dies bei
der HIV-Infektion beim Menschen beobachtet wird,
fuhrt der Verlust von CD4"-Zellen zur Inversion des
CD4'/CD8"-Quotienten. Diese Inversion kann Wochen
bis Monate nach der Infektion auftreten. Imanchen
Féllen verstarkt auch ein Anstieg der CD8"-Zellen die-
sen Effekt (BENDINELLI et al., 1995; SELLON, 1998).

Die von uns untersuchten FIV-Antikérper-positiven
Katzen zeigten unterschiedliche klinische Symptome
bzw. waren zum Teil auch klinisch unaufféllig und be-
fanden sich daher zum Zeitpunkt der Untersuchung in
unterschiedlichen Stadien der FIV-Infektion. Ein deut-
licher Abfall der CD4"-Lymphozyten ist im Verlauf der
FIV-Infektion vor allem in den terminalen Stadien
zu erwarten (ACKLEY et al., 1990; HOFFMANN-LEH-
MANN et al., 1997). Bei den von uns untersuchten FIV-
positiven Katzen lagen die Anteile der CD4"-Lympho-
zyten deutlich unter den Werten der FIV-negativen
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Vergleichsgruppe (Tab. 4 und Abb. 5). Ahnliche Anteile
an CD4"-Zellen wurden auch von WALKER et al.
(1994) bei FIV-Antikorper-positiven Katzen ohne Ein-
teilung in klinische Stadien als auch von VAHLEN-
KAMP et al. (1996) bei experimentell infizierten, kli-
nisch gesunden Tieren gemessen.

Wir konnten im Rahmen dieser Studie auch mit un-
ter Praxisbedingungen gewonnenen Blutproben und
bei unterschiedlichen Rassen die in der Literatur be-
schriebenen Referenzbereiche und die Veranderun-
gen bei FIV-positiven Katzen nachvollziehen. Auf die-
ser Grundlage ist es nun maoglich, auch Tiere mit ver-
anderten Werten zu identifizieren und Veranderun-
gen zu interpretieren. Folgende Anwendungsgebiete
zeichnen sich ab: eine objektivierbare Verlaufskontrol-
le der Therapie von FIV-positiven Katzen ist denkbar.
Auch beim Hund kommt der Erstellung des Immun-
status bei verschiedenen Erkrankungen eine beson-
dere Bedeutung zu. Bei der generalisierten Demodi-
kose wird schon seit langerem als Ursache ein Defekt
der zellularen Immunantwort vermutet. Die Erstellung
eines Immunstatus kann hier die T-Zellsuppression
nachweisen.

Die Dysfunktion der T-Helferzellen bei Schéaferhun-
den mit Pyodermie (GSP) spiegelt sich auch in den
Lymphozytenzahlen im peripheren Blut wider: das
CD4*/CD8"-Verhéltnis ist aufgrund des Anstieges der
CD8"-Zellen verandert und es finden sich deutlich
weniger B-Zellen.

Die geringe Inzidenz und das vielgestaltige klini-
sche Bild beim systemischen Lypus erythematodes
(SLE) erschweren die Diagnosestellung, so dass der
Labordiagnostik hier besondere Bedeutung zukommt.
Neben dem Nachweis von Antinukledren Antikdrpern
(ANA) lasst sich mittels Durchflusszytometrie bei Hun-
den mit SLE eine deutliche Abnahme der CD8"-Lym-
phozyten (unter 200 Zellen/ul) zeigen. Der CD8"-Abfall
ist umso stérker, je schwerer das Krankheitsbild aus-
gepragt ist. Das CD4*/CD8"-Verhéltnis ist trotz einer
leichten Abnahme der CD4"-Zellen, aufgrund des star-
ken Abfalls der CD8"-Zellen, zu den CD4"-Zellen ver-
schoben (Ratio CD4/CD8" >4,0).

Die durchflusszytometrische Bestimmung der
Lymphozytensubpopulationen ist deshalb auch bei
der Kontrolle der Therapie des SLE beim Hund eine
wichtige Hilfe. Ein deutlicher Anstieg der CD8"-Zellen
Uber 200 Zellen ist mit einem guten Ansprechen auf
die Therapie verbunden. Tiere, die auf die Therapie
nicht ansprechen, zeigen keine deutlichen Verénde-
rungen dieses Parameters. Steigt die Zahl der CD8'-
Zellen im Laufe der Therapie nicht schnell Gber diesen
Schwellenwert, sollte ein Therapiewechsel erwogen
werden.

Nach Auswertung erster Daten bezuglich der Pyo-
dermie und Demodikose zeigte sich, dass der Immun-
status bei diesen Erkrankungen relevant ist. Da wir
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bisher leider nur wenige Daten innerhalb der Routine-
diagnostik ermitteln konnten, missen diese ersten
Beobachtungen durch weitere Untersuchungen und
Studien bestatigt werden.

Auch bei angeborenen Immundefekten bei Hund
und Katze kénnte die Untersuchung des Immunstatus
pathogenetische Hinweise liefern und damit eine
prognostische Hilfe sein.
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