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Einleitung

Stress ist ein gefihrliches und nutzloses Wort. Es scheint niitzlich zu sein, weil es ein

Sammelbegriff ist, es sammelt aber unser Unwissen lieber als unser Wissen.

Zanchetti (1972)

1 Einleitung

Das Fluchttier Pferd ist in der heutigen Haltung in der Obhut des Menschen wihrend seines
Lebens verschiedenen Stressfaktoren ausgesetzt. Wéhrend bei einigen Pferden bereits kleine,
ungewohnte Umstinde im heimatlichen Stall zu Stress fiihren, bedarf es bei anderen Pferden
etwas mehr, um das seelische und damit auch das korperliche Wohlbefinden zu
beeintrachtigen. Spdtestens in der Klinik wird klar, inwieweit die Pferdepatienten die
ungewohnten Manipulationen und Belastungen unbeschadet wegstecken. Die erhdhte
Belastung beginnt mit der Krankheit und dem unterschiedlich weiten Transport in die Klinik
und setzt sich mit der Umstellung in eine fremde Haltungsumgebung mit unbekannten
Artgenossen, der Medikamenten-Einwirkung, der Narkose und der anschlieBenden Aufsteh-

phase fort.

Nach den Operationen kommt es durch das moglicherweise geschwichte Immunsystem
héufiger zu Stress-assoziierten Erkrankungen im Zusammenhang mit der Hospitalisierung, die
einigen Pferden im Verlauf sogar das Leben kosten konnen. Zu den bei Pferden gefiirchteten,
durch Stress hervorgerufenen Krankheiten gehdren beispielsweise Magenulzera, Enteritiden,
sowie eitrige Pneumonien nach normalerweise harmlos verlaufenden Virusinfektionen. Eine
besonders geflirchtete Erkrankung ist die so genannte Colitis X, die meist zwei bis drei Tage

nach Stresssituationen auftritt (VAUGHAN 1973; WOLLANKE und GERHARDS 2003).

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob bei den Pferden der klinisch erkennbare Stress
mit Verdnderungen verschiedener messbarer Blutparameter einhergeht und inwieweit der
Charakter der Pferde die Stressantwort beeinflussen kann. Dariiber hinaus sollte iiberpriift
werden, ob bestimmte Umstdnde oder Erkrankungen/Operationen zu besonderem Stress bei
den Pferde-Patienten fiihren und ob es verldssliche Parameter gibt, durch die Stress mit relativ
geringem materiellen und finanziellen Aufwand evaluiert werden kann. Dies wire von

groem Nutzen fiir die Durchfiihrung elektiver Operationen, fiir die Erholung der Pferde in
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Einleitung

der postoperativen Phase, sowie fiir eine schnelle und komplikationslose Genesung. Denn
gegebenenfalls konnen rechtzeitig prophylaktische MaBBnahmen ergriffen werden, wie z.B.
das Verschieben einer Operation, die Verabreichung von Paramunititsinducern oder weitere
MaBnahmen nach einem Besitzergespriach. Manche Pferde profitieren in fremder Umgebung

von Besuchen des Besitzers oder Bringen eines Stallgenossen.

Da die Evaluierung des Stresses bei Pferden ein Problem darstellt, sollten in der vorliegenden
Arbeit zusitzlich weitere und bisher nicht untersuchte Parameter erfasst werden. Es sollten
freie Sauerstoffradikale gemessen werden, um herauszufinden, welche Informationen sie iiber
das Ausmal} von Stress beim hospitalisierten Pferd geben konnen. Um der Frage nach dem
Entstehen der Colitis X weiter nachzugehen, sollte auflerdem versucht werden, den IgA-
Gehalt im Kot zu bestimmen, um festzustellen, ob der Stress und die daraufhin gemessenen
Blutparameter mit einem Absinken dieser lokalen Immunglobuline einhergehen. Sollte der
IgA-Gehalt im Kot nach Stresssituationen deutlich absinken, wére dies eine Erkldrung dafiir,

warum Stress die Pferde fiir Colitis X und andere Enteritiden pradisponiert.

Zuletzt sollte gepriift werden, ob die Verabreichung von Paramunititsinducern den

,otressverlauf bei den in der Klinik eingestellten Pferden giinstig beeinflussen kann.

Konkret sollte folgenden Fragen nachgegangen werden:
Hauptfrage:

Gibt es verléssliche klinische oder Labor-Parameter beim Pferd, mit deren Hilfe
wotress bei Pferden frithzeitig bestimmt und dadurch moglicherweise lebens-

bedrohliche Folgeerkrankungen verhindert oder abgemildert werden kdnnen?

Detailfragen:

*Geht der klinisch anhand der Allgemeinuntersuchung erkennbare Stress mit

Verdnderungen verschiedener messbarer Blutparameter einher?

*Gibt es bestimmte Erkrankungen bzw. Operationen, die zu besonderem Stress bei

den Pferde-Patienten fithren?



Einleitung

*Gibt es die Moglichkeit, gegebenenfalls rechtzeitig prophylaktische Maflnahmen zu

ergreifen, um Folgeerkrankungen zu verhindern? Wenn ja, welche?

*Kann durch Paramunitétsinducer ein Abfall des lokalen Antikorperschutzes (IgA) im

Darm nach der Operation verhindert werden?

*Geht kurzfristiger Stress auch mit einer Erhohung der freien Radikale (,,oxidativem

Stress*) einher?

*Gibt es einen Unterschied bei akuten oder chronischen Erkrankungen?

*Stimmt das Verhédltnis neutrophiler Granulozyten zu Lymphozyten mit den

Kortisolkonzentrationen uberein?

*Reagieren ,,nervose, sensible Charaktere* empfindlicher auf den auf sie einwirkenden

Stress?
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2 Literatur

2.1 Das Phinomen Stress

Was ist eigentlich Stress?

Stress kann definiert werden als die Summe der nicht spezifischen biologischen Phidnomene,
die durch widrige duBlere Einfliisse ausgelost werden (DIETZ und HUSKAMP 1999).
Abnorme oder extreme Reaktionen im physischen und/oder psychischen Bereich zur
Anpassung oder Neutralisation dieser widrigen Einfliisse bedingen die Stresssituation.
Einzelne Faktoren in diesem komplexen, medizinisch wichtigen Geschehen werden als
Stressoren bezeichnet. Man unterteilt sie in endogene und exogene Stressoren. Als endogen
werden beispielsweise Infektionen bezeichnet, die als innere Prozesse auf den Korper
einwirken. Als exogen werden die den Organismus von auflen beeinflussenden Gegebenheiten
(z.B. Lirm, grelles Licht) bezeichnet. Uber die Summe der Stressoren entwickelt sich dann
Stress, wenn daraus unphysiologische und extreme Anforderungen resultieren.

Bei der Analyse des Phinomens Stress lassen sich verschiedene Ebenen fiir die Betrachtung
differenzieren: die Stressoren selbst, die Unterschiede der individuellen Bedingungen und die

eigentlichen Stressreaktionen (LADEWIG 1994).

Der Physiologe Claude Bernard erkannte 1878 als einer der ersten Wissenschaftler die
Bedeutung eines relativ konstanten inneren Milieus fiir den Korper in einer sich stidndig
verdndernden Umwelt. Er benutzte den Begriff ,,Homdostase* noch nicht, doch erkannte er,
dass der Korper stindig daran arbeitet, Korpertemperatur, Blutfluss und -druck,
Energieverfiigbarkeit, Sauerstoffkonzentrationen und andere lebenswichtige Funktionen

moglichst konstant zu halten (CHROUSOS 1997).

Der amerikanische Physiologe Walter Cannon benutzte bereits den Begriff Homdostase, um
die so genannte ,,flight or fight“-Theorie zu erkliren (CANNON 1927; 1928; 1929). Er fand
heraus, dass eine Bedrohung des Organismus zu einem erhdhten Adrenalinspiegel im vendsen
Blut der Nebenniere fiihrt. Diese Theorie wird heute als sympatho-adrenerge Reaktion
beschrieben und ist die Komponente der Stressantwort, die einem Menschen oder Tier
ermoglicht, sofort auf einen Stressor zu reagieren, indem u.a. die Herz- und Lungentitigkeit

verstdrkt wird und eine vermehrte Freisetzung von Glukose und freien Fettsduren erfolgt.
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Durch die daraus resultierende gesteigerte Sauerstoff- und Energieversorgung der
Skelettmuskulatur und des Gehirns mit gleichzeitiger Ableitung des Blutes von den nicht-
essentiellen Organen, wird das Tier in die Lage versetzt, sich optimal gegen eine Gefahr

verteidigen zu kdnnen (MARTINEZ et al. 1988).

Es war der ungarische Arzt Hans Selye, der den Begriff ,,Stress* prigte und entdeckte, dass
viele, nicht unmittelbar miteinander in Beziehung stehende Stimuli einen ,,Stresszustand* in
einem Lebewesen hervorrufen konnen und dass alle Stimuli iiber die Aktivierung der
hypothalamo-hypophysar-adrenalen Achse (HHA) wirken (SELYE 1950; SELYE 1981).

Die HHA-Achse ist das bedeutendste, einen Stressor beantwortende System, daneben werden
dazu noch die endogenen opioiden Peptide (Endorphine, Dynorphine und Enkephaline) sowie
das sympatho-adrenomedulldre-System (Adrenalin und Noradrenalin) und andere Hypo-

physenhormone gezihlt (AMIR et al.1980).

2.1.1 Die Hypothalamo-Hypophysir-Adrenale Achse (HHA-Achse)

Der Hypothalamus ist der basale Teil des Zwischenhirns, der zum Hirnstamm gehort.

Die Hypophyse ist {iber ihr Infundibulum sowohl morphologisch als auch funktionell mit dem
Hypothalamus verbunden. Man kann sie in eine Neurohypophyse und Adenohypophyse
unterteilen (NICKEL et al. 1992). Die Hormone der Neurohypophyse (Vasopressin und
Oxytocin) werden im Hypothalamus gebildet und an die Neurohypophyse abgegeben, in der
sie gespeichert, freigesetzt und iliber die Blutbahn an verschiedene Zielorgane abgegeben
werden. Die Hormone der Adenohypophyse werden von spezialisierten Epithelzellen
gebildet. Zu diesen zdhlen Somatotropin (STH) und Melanotropin als direkt wirkende
Effektorhormone, sowie die indirekt wirkenden, so genannten glandotropen Hormone FSH
(follikelstimulierendes Hormon), LH (luteotropes Hormon), Prolaktin, Thyreotropin (TSH)
und ACTH (adrenokortikotropes Hormon, Corticotropin) (NICKEL et al.1992; MATTERI et
al. 2000).

Das im Hypothalamus gebildete Corticotropin-Releasing Hormon (CRH) gilt als der
wichtigste zentrale Regulator der endokrinen Belastungsreaktionen des Korpers, des Weiteren
ist es als Modulator von Verhaltensweisen bekannt (DE WIED 1980). Zentrale

Neurotransmitter regulieren die Sekretion von CRH: Noradrenalin und Gamma-Amino-
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Buttersdure (GABA) hemmen die Freisetzung, Acetylcholin und 5-Hydroxytryptamin regen
sie an (THUN und SCHWARZ-PORSCHE 1994). CRH ist im gesamten zentralen Nerven-
system nachzuweisen, wobei die hochsten Konzentrationen u.a. in den Kerngebieten des
Hypothalamus (im Nucleus paraventricularis, PVN) anzutreffen sind. Aus dem PVN gelangt
das CRH in das venose Portalsystem des Hypophysenvorderlappens (HVL) und stimuliert
dort die Sekretion von ACTH, B-Endorphin und anderen Proopiomelanocortin (POMC)-
Derivaten. Eine Regulation der CRH-Ausschiittung bzw. Riickkopplung zu den
iibergeordneten Zentren erfolgt {iber die Glukokortikoidkonzentration im Plasma, wobei ein
ansteigender Glukokortikoidspiegel iiber negative Feedbackmechanismen hemmend auf die
CRH-Konzentration wirkt (THUN und SCHWARZ-PORSCHE 1994; MATTERI et al.
2000).

Die Kortisolfreisetzung wird von ACTH, einem Hormon des HVL, gesteuert, das seinerseits
der Kontrolle des hypophysiren Releasinghormons CRH unterliegt.

Uber das Kreislaufsystem gelangt ACTH zur Nebennierenrinde (NNR) und stimuliert dort die
Sekretion der Glukokortikoide (SAPOLSKY et al. 1986). Kortisol wiederum inhibiert die
Freisetzung von ACTH. Die Plasmakonzentration unterliegt tageszeitlichen Schwankungen
mit den hochsten Werten am Morgen (THUN 1987; THUN und SCHWARZ-PORSCHE
1994). Diese Rhythmik wurde auch beim Pferd gezeigt (ALEXANDER und IRVINE 1996).
Auch Adrenalinfreisetzung scheint die ACTH-Sekretion zu stimulieren, dies ist bei der
initialen Reaktion der HHA-Achse von Bedeutung. Des Weiteren erhoht die sympathische
Aktivierung die Sensibilitdt der NNR gegeniiber ACTH (CHARLTON 1990; DELBENDE et
al. 1992).

Die Ausschiittung von Glukokortikoiden aus der NNR bildet bei physischer und psychischer
Belastung des Organismus den letzten Schritt einer neuroendokrinen Kaskade, die im
Hypothalamus angefangen hat (ALLEN et al. 1973; CHASTAIN et al. 1986). Bei dieser
Reaktion ist ACTH der wichtigste physiologische Regulator der Nebennierenrindenfunktion
und der Ausschiittung von Glukokortikoiden aus der Zona fasciculata (mittlerer
Rindenabschnitt der Nebenniere). Die Freisetzung von ACTH ist deshalb als die signifikan-
teste und konsistenteste Antwort des Korpers auf Stress anzusehen (HARBUZ und
LIGHTMAN 1992; DONALD et al. 1995; ALEXANDER und IRVINE 1998; SAPOLSKY
1999). Es bedingt in der peripheren Zirkulation eine Freisetzung von Glukokortikoiden aus

der Nebennierenrinde (ROOZEN und MAGNUSSON 1996). Diese wiederum erhohen die
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Abb. 2.1 Stress fiihrt zu einer Freisetzung von CRH, das wiederum zu einer gesteigerten Sekretion von ACTH fiihrt. Die

Glukokortikoide (z.B. Kortisol) unterliegen der Kontrolle von ACTH und werden bei Bedarf aus der Nebennierenrinde

freigesetzt. Sie erhohen die Glukosekonzentration, indem sie Protein, Glykogen und Fett abbauen.

Modifiziert nach KLINKE und SILBERNAGL (2001)

Da die NNR keine groflen Glukokortikoidmengen speichern kann, reagiert sie bei erhohtem

Bedarf mit vermehrter Biosynthese (THUN und SCHWARZ-PORSCHE 1994). Weil Gluko-

kortikoide in der Lage sind, das Nebennierenmark zu erhdhter Produktion und Sezernierung

von Katecholaminen (v.a. Adrenalin) in den Kreislauf zu stimulieren, kommt es auf der Ebene

der Nebennieren zu einer gegenseitigen positiven Beeinflussung der sympathischen und

kortikoiden Belastungsantwort (VOIGT 1995).
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In Belastungssituationen kann es iiber die Aktivierung der HHA-Achse zu einer gesteigerten
Kortisolsekretion und damit zu einem Aussetzen der biologischen Rhythmik kommen
(ALEXANDER und IRVINE 1998). Hierbei wird Kortisol auch in diesen Situationen in
kurzen und raschen Schiiben sezerniert. Eine zuverldssige Aussage iiber die Aktivitdt der
NNR in Ruhe- und in Belastungssituationen ist daher nur mittels belastungsarmer und

wiederholter oder kontinuierlicher Blutentnahme moglich (THUN 1987; LADEWIG 1994).

Die HHA-Antwort, die meist nicht mit einer sofortigen Flucht- oder Angriffsreaktion
verbunden ist, kann fiir eine lange Zeitperiode aufrechterhalten werden und kann dadurch

zerstorerische Effekte auf den Korper ausiiben (BATEMAN et al.1989).

2.1.2 Stress beim Pferd

Das Pferd als ,,geborenes® Fluchttier zihlt von Natur aus zu den stressanfélligen Tieren.
McCLURE und Mitarbeiter (2005) belegten in einer Studie, dass sogar die vom Pferdehalter
als normal angesehenen Aktivititen wie kurze Transporte, fremde Einstallung und leichte
Arbeit in einer unbekannten Umgebung bei Pferden zu vermehrtem Stress und damit zu einer
erhohten Inzidenz von Magenulzera fiihren.

Das Pferd kann mit zwei Reaktionsmustern auf akuten Stress reagieren. Die erste Form ist die
oben genannte ,,fight or flight““-Reaktion, in deren Folge eine Aktivierung des sympathischen
Systems mit einer Freisetzung von Katecholaminen zu verzeichnen ist. Die zweite Form ist
die Wachsamkeitsreaktion mit einer Aktivierung der Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
und einer Freisetzung von Hormonen der Nebennierenrinde, vor allem ACTH

(ALEXANDER und IRVINE 1998).

2.1.3  Stress und seine Bewiiltigung

Es féllt in diesem Zusammenhang besonders auf, dass Stress in der Literatur vorwiegend im
negativen Sinne als schddliche Einwirkung und als krankhafte Reaktion des Organismus
gedeutet wurde. Dies entspricht jedoch nicht den urspriinglichen Vorstellungen von SELYE,
der zwischen einem ,,Eustress*, das heif}t, einer normalen Abweichung von der Homoostase
und deren Regulierung, und einem ,,Disstress unterschied. Bei dem letzteren handelt es sich

um einen Zustand, bei dem der Kdorper ausgeprigt reagieren muss, um wieder den stabilen
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Ausgangsstatus zu erreichen, da die Reize als unangenehm, bedrohlich oder iiberfordernd

gewertet werden (SELYE 1950; SELYE 1956).

SELYE (1936) verstand unter Stress die ,,unspezifische Reaktion des Organismus auf jede
Form von Anforderung®. Die unspezifische Anpassungsreaktion, der meist noch spezifische
Reaktionen folgen, weist nach SELYE einen dreiphasigen Verlauf auf: erstens die
Alarmreaktion, zweitens das Widerstandsstadium und drittens das Erschopfungsstadium, in
dem die Regulationsmechanismen wieder auf ihren normalen Gleichgewichtszustand
zuriickkehren. Dieser physische Verlauf stellt eine gesunde Anpassungsreaktion dar, die bei
wiederholtem Auftreten die Leistungs- und Anpassungsfahigkeit des Organismus erhdht. Dies
schlieBt nicht aus, dass unter bestimmten Bedingungen auch pathologische Ausprigungen der
Stressreaktion auftreten konnen. Aus diesem Grunde unterschied SELYE zwischen
,Disstress® und ,,Eustress®. Letzterer wird als angenehm empfunden, treibt den Korper aber
trotzdem in unphysiologische Bereiche (SELYE 1936). Der Stressor ist in diesem Fall zwar
belastend, weil er zu plotzlich oder zu intensiv auftritt, befdhigt den Korper jedoch zu einer

Adaptationsreaktion (FINDEISEN und PICKENHAIN 1990).

Stress (ob Stressor, Stressreaktion oder ihre Interaktion) ist in diesem Sinne also nicht immer
negativ zu sehen. Ohne eine gewisse Menge an Stress wird das Leben fiir Mensch und Tier
langweilig (KAISER et al. 2006). Auflerdem sind die darauf folgenden Korperreaktionen fiir
das Uberleben des Organismus unbedingt notwendig, da man z.B. bei Menschen festgestellt
hat, dass wiederholter Stress hiufig zu positiven Emotionen (beispielsweise Bewéltigungs-
gefiihlen) fiithrt, Angst reduziert und gegen psychische und physische Erkrankungen
,immunisiert“ (BIRBAUMER und SCHMIDT 1991).

Wie ein Tier seine Umwelt erlebt, ist fiir den Menschen derzeit nicht wirklich
nachvollziehbar. In der angewandten Ethologie konnen objektiv erhobene ethologische und
physiologische Daten jedoch Anhaltspunkte dafiir liefern, auf welche Art und Weise ein Tier
seine Umwelt verarbeitet (DANTZER und MORMEDE 1983; ODBERG 1989; DANTZER
1991). Eine zentrale Rolle bei den gegenwirtigen Diskussionen zum Tierschutz spielen neben
ethologischen Untersuchungen vor allem auch die Nachweise endokriner Stressreaktionen
(LADEWIG 1994). Daraus folgt, dass die Beurteilung einer moglichen Stresssituation nur

unter Beachtung mehrerer Kriterien durchgefiihrt werden kann.
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,Extraindividuelle Ereignisse, die zu Stressreaktionen fiihren, konnen sowohl nach qualita-
tiven als auch nach quantitativen Kriterien eingeteilt werden. Qualitative Stressoren sind
durch physikalische Eigenschaften (thermisch, chemisch, elektrisch etc.) gekennzeichnet oder
die ,,Gesamtsituation” betreffend (z.B. Immobilisation und soziale Isolation). Hinsichtlich
quantitativer Kriterien sind die Stressoren nach der Intensitéit (z.B. in Grad etc.), der Dauer
(akut, chronisch, chronisch intermittierend) und ihrer Einwirkung zu begutachten. Zum einen
ist diese Unterteilung zur Beurteilung des Stressreizes sinnvoll und notwendig, da die
jeweiligen Stressreaktionen davon abhidngen (SELYE 1950; MYRTEK und SPITAL 1986).
Andererseits beinhaltet sie auch Schwierigkeiten, da sowohl mehrere qualitative Faktoren
gleichzeitig auftreten, als auch unterschiedliche Stressoren die gleiche Reaktion hervorrufen
konnen. Im Vergleich zu Angaben {iiber die Stressorqualitit sind nach LADEWIG (1994)
solche iiber die Dauer eines Stressors fiir die induzierten Stressreaktionen von grofBerer
Bedeutung, da z.B. ein Schaf auf einen milden Elektroschock erheblich intensiver reagiert,
wenn es sozial isoliert ist, als wenn es in einer sozialen Gruppe gehalten wird. Entsprechend
wird in den meisten Untersuchungen zwischen akutem und chronischem Stress unterschieden,
obwohl die Grenze zwischen den beiden Kategorien nicht eindeutig zu definieren ist

(HARBUZ und LIGHTMAN 1992).

Aus der Praxis wie aus der Grundlagenforschung ist bekannt, dass Tiere auf Belastungen mit
unterschiedlichem Verhalten reagieren (BROSSCHOT et al. 1992; JENSEN 1996;
BACHMANN 2003). Allerdings sind die Untersuchungsmethoden in der Regel wenig
objektiv und fiihren oft zu widerspriichlichen Ergebnissen, weil individuelle Unterschiede
sowohl von der genetisch bedingten Pridisposition als auch von frither im Leben erworbenen
Erfahrungen bestimmt werden (STEPHENS 1980). In Untersuchungen an Ratten wurde
beispielsweise gezeigt, dass ein friihes ,,handling® zu einer dauerhaften Erh6hung der Anzahl
der Glukokortikoidrezeptoren im Hippocampus fiihrt, die den Effekt zirkulierender
Kortikosteroide im negativen Feedback verstdrkt. Die Wirkung dieser Rezeptorzunahme
besteht darin, dass spéter die NNR-Reaktion auf akute Stressoren geringer ausfillt als bei
Ratten, die in der neonatalen Periode keinem Stressor ausgesetzt waren (MEANEY et al.
1989).

Zudem konnen bestimmte physiologische Zustinde eines Tieres (z.B. Trichtigkeit) das

Stressempfinden beeinflussen, wenn nicht kognitiv, dann auf der Basis von physiologischen
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Disstress-Parametern (HICKS et al. 1998; KOMESAROFF 1998). Dies bedeutet ein
gravierendes Problem bei der Evaluierung von Stressparametern.

Eine eindeutige physiologische Unterscheidung zwischen den verschiedenen Stresszustinden
ist demnach kaum moglich. Aus diesen Griinden ist es schwierig festzustellen, ob die Menge

an Stressfaktoren, die auf ein Tier einwirken, exzessiv ist und deshalb die Produktion oder das

Wohlbefinden beeinflussen kann (ODBERG 1987; DANTZER 1991).

2.1.4 Stress und das Immunsystem

Seit langer Zeit ist bekannt, dass die Komponenten der HHA-Achse einen zerstorerischen
Effekt auf die Immunfunktion haben konnen. Die Forschung in diesem Bereich wurde
vorangetrieben, nachdem man beobachtete, dass Menschen in Stresssituationen héufiger
krank wurden (CROISET et al. 1987; ODBERG 1989; ALEXANDER und IRVINE 1998).
Bei Tieren wurden Stressoren wie Transport oder Handling mit Krankheiten assoziiert; das

bekannteste Beispiel hierfiir ist wohl das ,,Shipping Fever* bei Rindern und Pferden.

Die negativen Effekte der Glukokortikoide auf Makrophagen, periphere mononukledre Zellen,
neutrophile Granulozyten, natiirliche Killerzellen und fast alle Komponenten des
Immunsystems sind bekannt (COMSA et al. 1982; CALABRESE et al. 1987; GRIFFIN 1989;
KHANSARI et al. 1990; MAES et al. 1999; MOBERG 2000; ENGLER et al. 2004). Sie
hemmen die Zytokin-Synthese und blockieren damit weitere Schritte der Inmunabwehr.
Kortisol verursacht eine drastische Unterdriickung des Aufbaus und der Aktivitit des
lymphatischen Gewebes. Die Lymphozyten und die eosinophilen Granulozyten des Blutes
werden vermindert (SAUER et al. 1995; COHEN et al. 1997). Auch die Produktion von
Antikorpern wird reduziert. Damit wird die allgemeine Infektabwehr geschwiécht
(BIRBAUMER und SCHMIDT 1991).Wir wissen heute auBerdem, dass die immungepréigten
Lymphozyten Membranrezeptoren fiir Kortisol besitzen und hohe Kortisolkonzentrationen
zur Unterdriickung der Funktionen des Immunsystems fithren kénnen (BESEDOVSKY und
DEL REY 1989a, 1989b; BESEDOVSKI et al. 1989a, 1989b).
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Abb. 2.2: Zusammenhinge zwischen der Psyche, der Ausschiittung von Kortisol aus der Nebennierenrinde bzw. Adrenalin

und Noradrenalin aus dem Nebennierenmark und dem Immunsystem.

Modifiziert nach FINDEISEN und PICKENHAIN (1990)

BESEDOVSKI und Mitarbeiter (1985; 1986) entdeckten eine enge Beziehung zwischen dem
Immunsystem und der HHA-Achse. Dies fiihrte zu der Erkenntnis, dass die zwei Systeme
iiber eine negative Riickkoppelungs-Schleife miteinander verbunden sind, um das Immun-
system zu kontrollieren. Wenn das Tier also mit einem Pathogen in Beriihrung kommt und
Makrophagen aktiviert werden, setzen sie ein Zytokin (Interleukin-1) frei, das die Freisetzung
von CRH aus dem Hypothalamus bewirkt und damit zu einer Erhohung des
Glukokortikoidspiegels fiihrt, welcher wiederum regulierend auf die Makrophagen einwirkt,
um das Immunsystem in Schach zu halten. BESEDOVSKI und Mitarbeiter (1989) fanden
aullerdem heraus, dass neben IL-1 auch IL-6 und der Tumor-Nekrose-Faktor eine Stimulation
der HHA bewirken. Diese proinflammatorischen Zytokine verdndern Verhalten und
Stimmung, was sich beispielsweise in Miidigkeit, verringertem Appetit und mangelndem
Interesse fiir normale Aktivititen zeigt. Dieses sind typische Charakteristika fiir kranke

Individuen (MOBERG 1985).
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2.2 Besondere Stresssituationen im Zusammenhang mit dem Klinikaufenthalt

Wihrend des Klinikaufenthalts wirken verschiedene Stresssituationen auf die Pferde ein.
Dazu gehoren der Transport in die Klinik, die psychischen Belastungen bei Einstallung in die
fremde Umgebung sowie die Einwirkungen der Allgemeinandsthesie, der Operation und der

verabreichten Medikamente.

2.2.1 Stress durch Transport

Stress wird als Ursache fir Immunsuppression vermutet, die in einer erhohten
Empfénglichkeit fiir Krankheiten resultieren kann (WONG et al. 1992). Gerade beim
Transport ist diese Problematik als ,,Shipping Fever* bekannt. Pferde und Rinder tragen nach
Transportstress und der Exposition von anderen Faktoren wie Staub, Zugluft,
Uberhitzung/Unterkiihlung, Abgase und falscher Korperhaltung oft Infektionen des Atmungs-
traktes davon (ANDERSON et al. 1985; LEADON et al. 1990; RACKLYEFT 1991; SMITH
et al. 1996). JAKAB (1974) fand heraus, dass dabei virale Infektionen des Respirationstraktes
Mause und andere Spezies fiir bakterielle Pneumonien prédisponieren. Transportstress fiihrte
in Studien zu einer Verringerung der Anzahl der pulmondren Alveolar-Makrophagen von
Rindern (ANDERSON et al. 1985).

Nach dem Transport war in verschiedenen Untersuchungen die Anzahl der peripheren
Blutleukozyten und der Neutrophilen erhoht (LEADON et al. 1990; YAMUACHI et al. 1993)
und bei Pferden zeigte sich eine erhohte rektale Temperatur (RAIDAL 1997).

LINDEN und Mitarbeiter (1991) deuteten erhohte Plasma-Kortisol-Werte bei den

transportierten Pferden als Anzeichen fiir Stress.

Verschiedene Studien belegen, dass die Korperhaltung der transportierten Pferde
entscheidend dafiir ist, in welchem Mal3 das Pferd Stress ausgesetzt ist. Auf beiden Seiten
angebundene Pferde zeigten nach 24 Stunden Transport signifikant hohere Stressparameter
(Herz- und Atemfrequenz, Kortisol) als Pferde, die frei auf dem Hénger transportiert wurden
(STULL und RODIEK 2002). Pferde nehmen oft eine unnatiirlich hohe Kopfhaltung an, um
in einem sich bewegenden Fahrzeug die Balance zu halten (CLARK et al. 1993; WARAN
1993).
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FRIEND und Mitarbeiter (1998) transportierten 30 gesunde Pferde unangebunden in einem
LKW und stellten dabei keinen physiologischen Parameter fest, der besonderen Stress oder
kritische Situationen bei den so transportierten Pferden anzeigte.

Bei Pferden, die beim Transport auf beiden Seiten angebunden sind und nicht die Mdglichkeit
haben, ihren Kopf frei zu bewegen, wurde nachgewiesen, dass es zu einer Depression des

Immunsystems kommt (RAIDAL et al. 1995; RAIDAL 1996).

Wihrend des Transports sind die Pferde in den nicht-klimatisierten Anhéngern auch héufig
Umgebungs-Bedingungen ausgesetzt, die sich auBlerhalb ihrer thermoneutralen Reichweite
bewegen. In diesem Zusammenhang ist besonders der Pferdetransport in einem geschlossenen
Pferdetransporter bei hohen Umgebungstemperaturen zu erwéhnen. Untersuchungen iiber die
physiologische Antwort auf thermalen Stress beziehen oft die Erhohung der Glukokortikoid-
Antwort mit ein (COLLINS und WEINER 1968; CHRISTISON und JOHNSON 1972;
INGRAM und KACIUBA-USCILKO 1980; GOULD und SIEGEL 1985; McGLONE et al.
1987; MORROW-TESCH et al. 1994; ZULKIFLI et al. 1994; ISHIZAKI und KARIYA
1999).

Andere Blutparameter werden durch thermischen Stress dagegen weniger beeinflusst. HICKS
und Mitarbeiter (1998) setzten Absatz-Ferkel extremer Hitze und Kailte aus und fanden
heraus, dass weder Hitze- noch Kalte-Stress einen Einfluss auf Leukozyten-Zahlen,

Hiamatokrit oder Himoglobin hatten.

2.2.2 Stress durch korperliche Belastung

Bei Pferden werden Sporteinsdtze oder andere physische Verausgabungen fiir mikrobielle
Infektionen, insbesondere des Respirationstraktes, verantwortlich gemacht (OWEN 1975;
OWEN et al. 1983; ANDERSON et al. 1985). WONG und Mitarbeiter (1992) fanden heraus,
dass intensives Training einen zerstorerischen Effekt auf Alveolarmakrophagen und ihre

Rolle in der Verteidigung der Bronchien bzw. Lunge hat.

Bei dem Versuch, Rennpferde auf dem Laufband jeweils bis zu ihrem individuellen Limit zu
bewegen, zeigte sich durch einen Anstieg des Verhéltnisses der neutrophilen Granulozyten zu
Lymphozyten (N:L-Verhéltnis) und des Serum-Kortisol-Gehalts, dass die Pferde Stress
ausgesetzt waren (WONG et al. 1992). Diese Bezichung zwischen N:L-Verhéltnis und
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Kortisolkonzentration war dhnlich zu dem von ROSSDALE und Mitarbeitern (1982)

ermittelten.

Zwei stress-aktivierte Systeme, das autonome Nervensystem und die HHA-Achse, werden
durch korperliche Belastung verdndert (GALBO 1986). Die Aktivitdt dieser beiden Systeme
zeigt sich durch Anstiege der Plasma-Konzentrationen von ACTH, Kortisol, Adrenalin und
Noradrenalin. Die endokrinen Antworten von Pferden auf Belastung wurden bereits vielfach
untersucht (SNOW et al. 1983; THORNTON 1985; JIMENEZ et al. 1998; HADA et al.
2003).

Die Messung der Lymphozytenfunktionen durch die Beurteilung der Blastogenese wurde
schon oft genutzt, um die Zell-mediierte Immunantwort auf Stress zu untersuchen.
Lymphozyten reagieren sehr sensibel auf Faktoren wie Kortikosteroid- und Prostaglandin-
Ausschiittung, die durch Stress verursachende Ereignisse ausgelost werden konnen (SINGH et
al. 1994; PEDERSEN et al. 1997). WONG und Mitarbeiter (1992) fanden heraus, dass die
Lymphozyten-Funktion bei Pferden nicht durch intensives Training verdndert wird.
AuBlerdem hatte das intensive Training keinen Effekt auf Serum- IgG-, I[gM- und IgA-Level.

Pferde, die einer einzigen, intensiven Belastung ausgesetzt waren, reagierten mit erhohter
Stress-assoziierter Hormonproduktion und signifikanten Verdnderungen in der Zell-
mediierten Immunantwort. Dies beinhaltete die Unterdriickung der proliferativen Antwort auf
Equine Influenza-Virus-Antigene und erhohte Kapazitdt, Lymphokin-aktivierte Killerzellen
zu generieren (KEADLE et al. 1993). Der Schweregrad dieser Verdnderungen hing von der

Intensitét der Belastung und des vorbereitenden Trainings ab.

2.2.3 Stress durch individuelle Faktoren

Uber den Einfluss der individuellen psychischen Faktoren auf die Stressantwort ist beim Pferd
noch nicht viel bekannt.

Auch die Rolle, die das Alter fiir das Immunsystem spielt, ist noch nicht vollig geklart
(RALSTON 1988; WOLF et al. 1994). Immunfunktionen nehmen mit steigendem Alter ab, so
dass das Risiko einer Infektion, der Tumorentwicklung und von Autoimmunkrankheiten steigt
(HIROKAWA 1997). Bei Studien an Pferden wird das Altern beispielsweise mit einer

verminderten Féhigkeit, auf kommerzielle Influenza-Vakzine zu reagieren, in Verbindung
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gebracht (GOTO et al. 1993). Altersbedingte Verdnderungen in der Immunkompetenz kénnen
durch Stressoren noch verstarkt werden (FIATARONE et al 1989; GRAZZI et al. 1993;
MAZZEO 1994; SHEPHARD und SHEK 1995; RINCON et al. 1996; KANNO et al. 1997).

Es bestehen signifikante Unterschiede hinsichtlich der Kortisol-Produktion als Antwort auf
Belastungen bei alten und jungen Pferden. Jiingere Pferde produzierten groBere Mengen an
Kortisol bei ebenfalls im Vergleich mit &lteren Pferden hoheren Herzfrequenzen (HOROHOV
et al 1999). Die Produktion und Sekretion von Kortisol sinkt mit dem Alter, da die Menge der
Kortikosteroid-Rezeptoren im Feed-Back-Zentrum des Hippocampus bei élteren Tieren
abnimmt (SAPOLSKI et al. 1986). Im Gegensatz zu élteren Tieren anderer Spezies hatten
dltere Pferde aber weder erhdhte basale Plasma-Kortisol-Konzentrationen noch eine groBere

Kortisol-Antwort auf Belastung als jiingere Pferde (HOROHOV et al. 1999).

2.2.4 Stress durch psychische Belastung

Es ist unklar, welche Menge an physischem Stress ein Tier in den Disstress treibt. Hitze,
Zugluft, ungeeignete Aufstallung (zu klein, ungeeignete Aufteilung) und auch der Untergrund
sowie die Fiitterung stellen Faktoren dar, die zu Stress beitragen konnen. Die psychische
Stress-Komponente ist beim Pferd insgesamt noch relativ wenig erforscht (MOBERG 1985;
LADEWIG 1994).

Wihrend eines Klinikaufenthalts ist das Pferd verschiedenen psychischen Stressfaktoren
ausgesetzt, wie beispielsweise fremden Artgenossen, der voriibergehende Verlust der Bezugs-
person und der vertrauten Umgebung.

Bei den in der Klinik ndtigen Prozeduren wird bei den Pferden unterschiedlich viel Stress
hervorgerufen. So ist beispielsweise das ganz normale Authalftern und ,,Handling* fiir einen
Jéhrling, der kaum Kontakt zu Menschen hat, Stress und wird mit einem Anstieg an Kortisol,

Herzfrequenz, Atemfrequenz und Abwehrbewegungen beantwortet.

Eine einmal als Angst erlebte Situation kann permanente physiologische Verdnderungen
bewirken. Eine Studie mit Ratten belegte, dass Glukokortikoide die Tendenz der Tiere
erhohten, einen Stimulus mit einer Angst-Situation zu assoziieren, und damit die Langzeit-

Angst-Reaktion zu einem aversiven Stimulus bestirkten (CORDERO und SANDI 1998).
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Andere Untersuchungen zeigten, dass die HHA-Achse gegen chronische Stressoren resistent
werden kann, aber trotzdem wieder von Neuem reagiert, wenn ein akuter, unbekannter

Stressor auf sie einwirkt (KVETNANSKY et al. 1984; JENSEN et al. 1996).

Direktes physisches Handling ist jedoch nicht allein fiir psychologischen Stress
verantwortlich. Situationen, in denen die Komfort-Zone (oder ,,Flucht-Zone®) eines Tieres
betreten wird, flihren ebenfalls zu einer Erhdhung der Herz-Frequenz, von Kortisol und der
Fluchtantwort. Pferde formen in der Regel eine Rangordnung. Wenn dies nicht ermoglicht
wird, wie beispielsweise durch Aufstallung in Boxen, die keinen direkten Kontakt ermog-

lichen, kann die ungeklirte Aggression ebenfalls zu Disstress fiihren.

Studien an Menschen und Nagern belegten, dass psychologischer Stress im Vergleich mit
physiologischem Stress der potentere Stressor ist (DANTZER 1996).

MAES und Mitarbeiter (1999) fanden bei der Untersuchung von Studenten in Priifungs-
situationen heraus, dass psychologischer Stress in engem Zusammenhang mit einer
verminderten Immunantwort steht. Trotzdem werden die negativen Effekte auf die Immun-
funktion oft iiberinterpretiert und vereinfacht, denn die Effekte von Stress sind ziemlich
komplex und beinhalten neben Immunsuppression auch Aktivierung des Immunsystems
(DANTZER 1995). In der Studie von MAES und Mitarbeitern (1999) wurde deutlich, dass
Studenten, die bei Priifungsstress eine starke psychologische Reaktion zeigten, auch
Anzeichen einer Immunaktivierung hatten. Die wichtigsten Verdnderungen bei den
Blutparametern waren dabei ein Anstieg der Leukozyten. Im Gegensatz dazu zeigten
Studenten ohne psychologische Reaktion auf den Priifungsstress auch keine deutlichen

Verdnderungen in den Leukozyten-Fraktionen.

Es war zudem aufschlussreich, dass die stressinduzierten Verdnderungen bei manchen
Immunindikatoren (z.B. den Lymphozyten) nicht durch eine baldige Riickkehr auf den Level
vor der Stresseinwirkung gefolgt wurden, wihrend andere Variable sich wieder normalisierten
(z.B. die Anzahl der Monozyten) oder zumindest einen Trend in Richtung der Normalisierung
zeigten (z.B. die neutrophilen Granulozyten). Diese Resultate belegen, dass keine rapide
Normalisierung der stressinduzierten Verdnderungen nach Beendung der psychologischen

Stressoren stattfindet (MAES et al. 1999).
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2.2.5 Intraoperativer Stress

Stress, der durch eine Allgemeinanisthesie verursacht ist, wird dem physischen Stresstyp
zugerechnet. Die Aufwachphase dahingegen bedingt bei Pferden eher psychischen Stress
(HALL und CLARKE 1991).

Obwohl es oft schwierig ist, die Stresstypen zu differenzieren, kann man sagen, dass mentaler
Stress mit der Freisetzung von Adrenalin aus dem Nebennierenmark und Kortisol aus der
Nebennierenrinde einhergeht, wihrend kurzfristiger physischer Stress das sympathische
Nervensystem aktiviert und zur Freisetzung von Noradrenalin fithrt (MUIR 1990).

Die gegensitzlichen Effekte von Adrenalin, Kortisol und Noradrenalin vergréfern die
Komplexitdt der Stressantwort. Adrenalin und Kortisol erhéhen die verfiigbaren
Korpersubstrate durch Glykogenolyse und Glukoneogenese.

Das sympathische Nervensystem hingegen hat einen groferen Effekt auf das kardiovaskuldre
System, was zu Verdnderungen in Himodynamik, Blutfluss und zu Milzkontraktionen fiihrt.
Noradrenalin ~ senkt auBlerdem die Insulinausschiittung und damit auch die

Glukoseverfiigbarkeit (MUIR 1990).

Das Pferd, auch aufgrund der Lagerung und Patientengrofle, ist besonders anfdllig fiir
Komplikationen wéhrend der Narkose, die fiir die Verursachung von Stress verantwortlich
sein konnen. Komplikationen treten bei 0,9 Prozent der in Narkose verbrachten Pferde auf
(MUIR 1990b; WOLLANKE und GERHARDS 2004). Im Vergleich dazu sind es beim
Kleintier lediglich 0,1 Prozent (WOLLANKE und GERHARDS 2004) und beim Menschen
nur noch 0,01 Prozent (JOHNSTON et al. 1995).

Eines der Hauptprobleme wihrend der Narkose stellt fiir das Pferd die arterielle Hypoxiimie
dar (pO; unter 80 mmHg). Die meisten Narkosezwischenfille beim Pferd ereignen sich
aufgrund von Hypoxien (SCHATZMANN 1995). Diese treten bei Pferden auch bei
assistierter Atmung auf, da diese in Riicken- oder Seitenlage regelméBig Atelektasen und
starke Verdnderungen der Ventilation aufweisen (NYMAN und HEDENSTIERNA 1989;
MUIR 1991; MUIR und HUBBELL 1991). Durch das hohe Gewicht der inneren Organe wird
die Lunge besonders bei der Lagerung auf dem Riicken stark komprimiert, so dass das Blut,
welches durch die Lunge fliet, nicht mehr vollstindig oxygeniert werden kann (TAYLOR
und CLARKE 2003). Trotzdem gibt es keine Anhaltspunkte dafiir, dass diese Tatsache zu der
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im Verhédltnis hoheren Mortalitit bei dieser Spezies beitrdgt (JOHNSTON 1995a;
JOHNSTON et al 1995b).

Das Pferd ist an Hypoxie wéhrend der Bewegung gut angepasst und kann mdoglicherweise
niedrige Sauerstoffwerte besser als andere Spezies ertragen (ART und LEKEUX 1995).

TAYLOR (1998) fand heraus, dass sich der Himatokrit bei den Pferden, die ein Stadium der
Hypoxie durchliefen, erhohte. Dies sei moglicherweise eine Antwort auf die erhohte
sympathische Aktivitit. Des Weiteren kam es zu einer deutlichen Erhohung der Glukose- und
Laktat-Konzentration im Blut, wéhrend Plasma-Kortisol sowohl bei der nicht-hypoxischen als

auch bei der hypoxischen Gruppe nach der Anisthesie deutlich erhoht war (TAYLOR 1987).

Wenn die Sauerstoff-Versorgung im Gewebe nicht mehr ausreicht, geht der Korper auf den
anaeroben Stoffwechsel liber. Gewebe unterscheiden sich in ihrer Fahigkeit, anaerobe Glyko-
lyse als Energiequelle zu nutzen, und besonders die Gehirnrinde und das Myokard sind
anfillig fiir Hypoxien (SCHATZMANN 1995). Die Erh6hung der Laktat-Konzentration ist
Folge von einer Zunahme des anaeroben Stoffwechsels.

Die hohere Glukosekonzentration der hypoxischen Gruppe im Vergleich zur normoxischen
Gruppe war ein Zeichen fiir die vermehrte sympathische Aktivitdt und fiir eine stirkere

Stress-Antwort.

TAYLOR (1998) fand keine Unterschiede in der Erholungsphase und dem post-operativen
Allgemeinzustand zwischen den hypoxischen und normoxischen Gruppen. Dies widerspricht
teilweise den Versuchen von STEFFEY und Mitarbeitern (1992a; 1992b), die iiber eine etwa
24-stlindige Benommenbheit nach verldngerter Andsthesie mit Hypoxiephase berichteten.
Sauerstoft ist lebensnotwendig und daher zihlt die Hypoxie zu den Stressoren, die sowohl das
adreno-medulldre System als auch das HHA-System anregen (BLOOM et al. 1976; TAYLOR
1999).

GANN und LILLY (1983) sowie KEHLET (1984) mutmalten, dass Hypoxie einen
zusitzlichen Stimulus fiir die metabolische Stressantwort des Korpers auf Anidsthesie und
Operation darstellt und diese Antwort verstirkt. Sie stellten fest, dass Hypoxie wéhrend der
Anisthesie moglicherweise weit schéddlicher ist als Hypoxie beim wachen Pferd.

Das Ausbleiben eines weiteren Anstiegs der Kortisol-Konzentration bei den Pferden, die einer

Hypoxie, Operation oder Hyperkapnie ausgesetzt waren, zeigte, dass die Narkose selbst eine
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maximale adrenokortikoide Antwort bedingt und dass die Operation selber keine wesentliche
Verdnderung der Blutparameter zur Folge hat (TAYLOR 1989; 1998).

Im Gegensatz zu Versuchen an Hunden und Menschen (HALL 1985; OYAMA und
WAKAYAMA 1988), bei denen die Operationen, nicht aber die Allgemeinanisthesie alleine,
zu einer Stressantwort fiihrten, zeigten die Pferde bereits bei der Narkose signifikante
Anstiege des Serum-Kortisols als Hinweis auf Stress (CULLEN und VAN BELLE 1975;
FRAGEN et al. 1984; KRUSE-ELLIOTT et al. 1987; ROBERTSON 1987; NAPOLITANO
und CHERNOW 1988; DZIKITI 2003). Ahnliche Ergebnisse zeigten auch Studien an
Rindern (MUDRON et al 1994a; 1994b).

Eine weitere unerwiinschte Narkosewirkung, die bei den meisten Pferden auftritt, ist die
Hypotension, auch wenn kein Blutverlust, Dehydratation oder Endotoxdmie vorliegen
(MUIR 1990). Unabhidngig von der Ursache kann eine Hypotension eine deutliche
Stressantwort provozieren und wird von einigen Autoren direkt mit einer postoperativen

Myopathie in Zusammenhang gebracht (GRANDY et al. 1987).

Eine Hypovoldmie durch z.B. Blutungen, Fliissigkeitsverlust bei Bauchhdhlenchirurgie oder
die relative Zunahme des Gefdvolumens durch medikamentenbedingte Vasodilatation
verstérkt das klinische Bild noch zusétzlich.

Auch Schmerzen konnen besonders verheerende Folgen fiir das anésthesierte Tier haben,
indem sie das ZNS aktivieren und eine Zentralisation des Blutflusses oder arterielle
Hypertension bewirken (MUIR 1990). Wenn die anésthesiebedingten respiratorischen und
hdmodynamischen Stérungen den Sauerstofftransport zu den oberflichlichen Geweben
einschranken, kann es zu Gewebehypoxie, Ischdmie und Laktatazidose mit anderen
metabolischen Prozessen kommen, die das Risiko postoperativer Komplikationen erhdhen

(MUIR 1990).

2.2.6 Postoperative Komplikationen
Nach schweren Traumen und Operationen entstechen hiufig Infektionen, die mit dem

Posttraumatischen/-operativen Immundefektsyndrom in Verbindung stehen (GROB et al.

1987). Griinde dafiir sollen sowohl der Anfall von Gewebsdebris, Endotoxinen und auch
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Mikroorganismen, die eliminiert werden miissen, als auch Stress, Malnutrition und
therapeutische Maflnahmen sein.

Vor allem die Folgen des assoziierten Stresses mit Freisetzung verschiedener Hormone wie
adrenokortikoider Substanzen, Kortisol, Adrenalin, Glukagon, Opioidpeptiden und anderen
Mediatoren spielen dabei eine entscheidende Rolle (BLAZAR et al. 1986). GROB und
Mitarbeiter (1987) stellten fest, dass der folgende Immundefekt umso gravierender ausfillt, je

schwerer das Ereignis (z.B. die Operation) ist.

2.3 Colitis X

Die Colitis X ist meistens eine perakut auftretende, oft fatal verlaufende Durchfallerkrankung,
die mit rasch fortschreitenden Schocksymptomen einhergeht (ROONEY et al 1963; 1966).
Die Erkrankung tritt bei Pferden aller Altersklassen auf. Der Beginn der Symptome steht
meistens in direktem Zusammenhang mit Stress (anstrengendes Training, Operationen oder
Atemwegserkrankungen) typischerweise zwei bis drei Tage vor der Erkrankung
(WOLLANKE und GERHARDS 2003; BARTMANN et al. 2004; GERBER und STRAUB
2004; WOLLANKE und GERHARDS 2006). Ausgeprigte Depression des Allgemein-
befindens, Tachykardie, Hyperpnoe, schnell progressierende Dehydratation, hypovoldmischer
Schock, metabolische Azidose, Leukopenie (3000 bis 1500 Leukozyten/ul), degenerative
Linksverschiebung, oft kombiniert mit wéssrigem, stinkenden Durchfall und Kolik-
symptomen, charakterisieren die Erkrankung (TASKER 1966; VAUHAN 1973; WHITLOCK
1986; WOLLANKE und GERHARDS 2003; WOLLANKE und GERHARDS 2006).

Das AusmalB der klinischen Symptome steht in direktem Zusammenhang mit dem Grad des

hypovoldmischen Schocks.

Die Entstehung der Erkrankung ist noch immer nicht vollstindig gekldrt (WEESE et al.
2001). Colitis X konnte eine unspezifische Antwort auf verschiedene pathogene Stimuli sein.
ROONEY und Mitarbeiter (1963) stellten fest, dass Colitis X eine Manifestation des
,,Brschopfungsschocks® ist. Nach ldngerer Exposition zu stressigen Stimuli kommt es zu einer
totalen Dekompensation, die die natiirliche Widerstandskraft des Pferdes {ibersteigt.

Enterotoxdmie durch intestinale Pathogene, wie z.B. Clostridium perfringens Typ A, wurde
von den meisten Autoren als die am meisten plausible Pathogenese angesehen (WIERUP

1977; SCHIEFER 1981).
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In letzter Zeit ist bei Pferden, die an Colitis erkrankten, vermehrt Clostridium difficile aus
dem Kot isoliert worden. Clostridium difficile ist ein Gram-positives, anaerobes Bakterium,
welches sich als Ursache fiir Darmerkrankungen bei Menschen und Tieren herausgestellt hat.
Das Bakterium wurde 1935 erstmals aus dem Kot von Kindern isoliert (HALL und O'TOOLE
1935), aber ignoriert bis 1978, als es mit Bakterien-assoziierter Diarrhoe und pseudo-
membrandser Colitis beim Menschen in Verbindung gebracht wurde (LARSON et al. 1978).
Uber die Rolle von C. difficile beim Pferd wurde erstmals von JONES und Mitarbeitern
(1987) berichtet.

C. difficile produziert mindestens fiinf Toxine, wobei nur die Effekte der Toxine A und B
ndher untersucht sind (BORRIELLO 1998). Diese beiden Toxine werden meistens simultan
produziert (HERHOLZ et al. 1999). Enterotoxin A verursacht eine Fliissigkeitsansammlung
im Darmlumen in Modellen von Darmschlingen (LYERLY et al. 1985; WEESE et al. 2001).
Zytotoxin B ist 100- bis 1000-fach toxischer fiir Zellkulturen als Zytotoxin A (LYERLY et al.
1982). Die beiden Toxine binden an Rezeptoren der intestinalen Epithelzellen und schéddigen
das Zytoskelett und die Funktion der ,,Tight Junctions®. Infolgedessen kommt es zu Mukosa-
Schiadigung, akuter Entziindung und Fliissigkeitssekretion (BARBUT 2001). Studien bei
Fohlen ergaben, dass ein Zusammenhang zwischen dem Erreger und Durchfallerkrankungen

besteht (ROBINSON 2003).

BEIER und Mitarbeiter (1994) fanden einen hohen Prozentsatz an C. difficile oder seinem
Zytotoxin in Durchfallpferden nach Antibiotika-Behandlung. In vielen weiteren Unter-
suchungen wurden Clostridien als Darm-Pathogen im Zusammenhang mit Antibiotika-
Behandlung, vor allem B-Lactam-Antibiotika,  nachgewiesen (BEIER et al. 1994;
COSMETATOS et al. 1994; MADEWELL et al. 1995; BAVERUD et al. 1997;
GUSTAFSSON et al. 1997; BAVERUD et al. 1998). Man geht aulerdem davon aus, dass
zwischen dem Beginn des Auftretens der Colitis X Ende 1950 und der Entdeckung der
Tetrazykline Anfang 1950 ein Zusammenhang bestehen konnte (VAUGHAN 1973).

Eine Studie von BAVERUD und Mitarbeitern (2003) zeigt, dass ungefdhr 30 Prozent der

gesunden Fohlen in den ersten 13 Tagen post partum positive C. difficile-Kulturen hatten,

wihrend in der Altersgruppe von 1 bis 6 Monaten alle Fohlen negativ waren. Dies ist analog

25



Literatur

zu Kindern oder Hundewelpen, die auch eine hohe Triger-Rate aufwiesen (MERIDA 1986;
TULLUS et al. 1989; PERRIN et al. 1993).

Bakterien-Selektiv-Kulturen alleine sind zur Diagnose der Colitis X nicht aussagekriftig, weil
ungefdhr 5 bis 25 Prozent der C. difficile Stdimme nicht pathogen und klinisch irrelevant sind
(FEKETY und SHAH 1993). WEESE und Mitarbeiter (2001) stellten fest, dass ein Nachweis
des Toxins aus Kotproben bei Pferden mit klinischen Symptomen fiir eine positive Diagnose

notig ist.

Bei Menschen wird C. difficile als eines der nosokomialen Hauptpathogene angesehen und ist
das am haufigsten vorkommende Darmpathogen bei Menschen in Krankenhdusern
(McFARLAND 1995). Die Resultate der Studie von BAVERUD und Mitarbeitern (2003)
belegen, dass C. difficile bei Pferden ebenfalls ein nosokomiales Problem darstellt. Wie in der
Humanmedizin konnen Tierkliniken als Reservoir fiir die Bakterien dienen (McFARLAND et
al. 1989). Ergebnisse von BAVERUD und Mitarbeitern (2003) zeigen, dass die Haltungs-
umwelt oder gesunde Pferde als potentielles Reservoir fiir toxigene C. difficile fungieren
konnen. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass C. difficile mindestens vier Jahre in

Pferdekot in der Umwelt und im Stall iiberleben kann.

Die Pathogenitit von C. difficile beim Pferd ist noch nicht hinreichend erforscht. Pferde
konnen entweder mit den vegetativen Zellen von C. difficile oder den Sporen anderer
infizierter Pferde, durch kontaminierte Umgebung oder Menschen infiziert werden. Eine
andere mogliche Infektions-Route wire die Proliferation von C. difficile, die in niedriger
Konzentration im Gastrointestinal-Trakt subklinischer Trigertiere auftreten (WOLLANKE
und GERHARDS 2006).

HENTGES (1990) fand heraus, dass es durch Stress (wie beispielsweise dem Transport in die
Klinik, dem Klinikaufenthalt selber, Operationen oder medikamenteller Behandlung) und
Antibiotikaapplikation, die die Stabilitdt der residenten Darmflora storen, zur Ansiedlung und
Vermehrung dieser, zum Anteil der Intestinalflora gehdrenden, Clostridien kommen kann.

Die normale intestinale Mikroflora hat einen protektiven Effekt gegen exogene Pathogene und
auch gegen Proliferation von endogenen opportunistischen Bakterien. Wenn die normale

intestinale Mikroflora durch antimikrobielle Therapie und mdglicherweise andere Stress-
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faktoren zerstort wird, kann es zu einer Festsetzung und Proliferation von C. difficile im
Darmtrakt kommen (BAVERUD 2004).

Bei Menschen fiihren gastrointestinale Manipulationen, die die Mikroflora des Darms
beeintrdchtigen, wie z.B. Operationen, Peristaltika oder Nasenschlundsonden, zu einem

erhohten Risiko, an bakterieller Colitis zu erkranken.

Die Leukopenie bei Colitis X tritt 24 Stunden nach dem Stress auf und hélt etwa fiinf Tage an,
wihrend die Diarrhoe sich zwischen drei und neun Tagen nach dem Stress entwickelt
(WHITLOCK 1986). Demzufolge ist bei Auftreten der Diarrhoe nicht zwangsldufig auch mit
dem klinischen Auftreten einer Leukopenie zu rechnen. Wenn davon ausgegangen wird, dass
das Pferd Stress ausgesetzt war, konnen regelmaBige Leukozyten-Bestimmungen helfen, das
Risiko einer Enteritis oder Diarrhoe einzuschitzen (OWEN et al. 1983). Nach einer Studie
von DORN und Mitarbeitern (1975) entwickelten die meisten Pferde zwischen dem vierten
und siebten Tag nach Einstellung in die Klinik Durchfall. Dies fiihrte zu der Annahme, dass
Pferde mit normalen Blutwerten, die fiir elektive Operationen vorgesehen sind, in den ersten
24 bis 48 Stunden nach Einstellung operiert werden sollten oder die Eingriffe um eine ganze

Woche verschoben werden sollten.

2.4 Stressparameter beim Pferd

Fir eine moglichst objektive Beurteilung der Stressbelastung, der Pferde wihrend des
Klinikaufenthalts ausgesetzt sind, konnen neben ethologischen Untersuchungen vor allem
physiologische Indikatoren herangezogen werden. So zeigen beispielsweise erhohte Kortisol-
und Blutglukosespiegel eine Aktivierung der HHA-Achse an, wéhrend eine erhohte Herz-
frequenz und andere klinische Parameter eine Aktivierung des sympatho-adrenomedullédren

Systems reflektieren (TARRANT und GRANDIN 2000).

Neben anerkannten Stressparametern wurden in dieser Studie auch noch Freie Sauerstoff-
Radikale und lokale Immunglobuline A im Kot bestimmt, um den Stresseinfluss auf die

Pferde ndher zu untersuchen.
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2.4.1 Klinische Parameter

2.4.1.1 Herzfrequenz

Das Herz wird durch sympathische und parasympathische Nervenendigungen innerviert
(SELLER 1996).

Dem Kreislauf féllt in Belastungssituationen die wichtige Aufgabe zu, dem Organismus fiir
die ,.fight or flight“-Reaktion schnell Sauerstoff und Substrate des Energiestoffwechsels
bereitzustellen. Eine zentrale Stellung nimmt dabei die Herzleistung ein, die in
Stresssituationen, beeinflusst durch das autonome Nervensystem, mit Verdnderungen der

Herzfrequenz reagiert (WIEPKEMA 1985; MOBERG 2000).

Nicht nur auf humoralem Wege wird Einfluss auf die Herzfrequenz genommen. Die
iibergeordnete Regulation erfolgt beispielsweise in emotionalen Belastungssituationen in
neokortikalen Strukturen des Gehirns, wobei aufgrund einer Zunahme der sympathischen und
einer Abnahme der parasympathischen Aktivitit eine Erhohung der Herzfrequenz zu

beobachten ist (SHAPIRO et al. 1993).

Die Herzfrequenz beim Pferd liegt in Ruhe zwischen 28 und 40 Schlégen pro Minute (DIETZ
und HUSKAMP 1999; WISSDOREF et al. 2002).

Problematisch bei der Beurteilung der Belastung anhand der Herzfrequenz sind die groBen
individuellen Schwankungen, die hierbei auftreten. So kann der gleiche duflere Reiz bedingt
durch verschiedene individuelle Verhaltensmuster, frithere Erfahrungen, physische
Unterschiede etc. génzlich unterschiedliche Verdnderungen der durchschnittlichen

Herzfrequenz hervorrufen.

Aus diesem Grund sollte dieser Parameter nicht als einzelner Durchschnittswert beurteilt
werden, da er erst in Relation zu anderen erhobenen Parametern erheblich an Aussagekraft
gewinnt. BROOM (2000) fand heraus, dass eine bessere Interpretierbarkeit der Daten zu
erzielen ist, wenn Verlauf und Abweichungen der kardialen Reaktion als einzelne Mittelwerte

verglichen werden.
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2.4.1.2 Korpertemperatur

Die Korpertemperatur steht aufgrund des Zusammenspiels physiologischer Regelkreise in
enger Beziehung zur Thermoregulation, zur Wasseraufnahme, zum Energiestoffwechsel und
zur motorischen Aktivitdt. Der physiologische Bereich beim Pferd liegt zwischen 37,0 und

38,0°C (WISSDOREF et al. 2002).

Werden an den Organismus erhohte Anforderungen gestellt, so wird {iber Mechanismen zur
erhohten Wérmeabgabe, wie beispielsweise Schwitzen, versucht, die Erhoéhung der
Korpertemperatur zu begrenzen. Sind die Anforderungen zu grof3 (beispielsweise durch lang
andauernde motorische und psychische Belastung), so kann die Regelgrenze iiberschritten

werden und Hyperthermie die Folge sein (JESSEN 2000).

Bei Ratten steigt die Korpertemperatur beispielsweise schon, wenn diese aus dem Kéfig
genommen werden. Nach einigen Wiederholungen kommt es zu einer Gewdhnung an diese
Prozedur. Diese Gewdhnung bei Wiederholung und der Anstieg bei neuen Reizen sprechen
fiir eine stressbedingte Hyperthermie (BRIESE und DE QUIJADA 1970). Bei Pferden zeigte
sich nach ldngeren Stressoren, wie dem Transport, eine erhdhte Korpertemperatur (RAIDAL

1997).

2.4.2 IgA und andere Immunglobuline

IgA lésst sich neben anderen Schutzmechanismen in hohen Konzentrationen in Speichel,
Darmfliissigkeit, nasalem und trachealem Sekret, Trédnen, Milch und Kolostrum, Urin und den

Sekreten des Urogenitaltrakts nachweisen (TIZARD 1987).

In der Literatur gibt es keine Angaben zu der IgA-Konzentration bei Pferden im Kot
(HUSBAND und GOWANS 1978; HUSBAND 1982; 1985).

Uber die ungefihren Konzentrationen des Immunglobulins in den anderen K&rpersekreten
liegen Informationen vor (siche Tab. 2.1; TIZARD 1987). IgA kommt beim Pferd in allen
Korpersekreten in groBer Menge vor (STAHL und DORNER 1982).
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Tab. 2.1: Ungeféhre IgA-Konzentrationen (mg/100 ml) in den verschiedenen Sekreten der Tiere

*keine Angabe

Tierart Serum Kolostrum Milch Nasensekret Speichel Trinenfliissigkeit
Pferd 170 1000 130 160 140 150

Rind 30 400 10 200 56 260

Schwein 200 1000 500 * * *

Hund 50 1500 400 * * *

(nach TIZARD 1987)

Beim Pferd macht IgA ungefdhr fiinf bis zehn Prozent des Gesamt-Serum-
Immunglobulingehalts aus. Wahrend IgA im menschlichen Serum der zweithdufigste Anti-
korper ist, spielt er beim Pferd als Antikorper der systemischen Immunantwort nur eine
untergeordnete Rolle (HALLIWELL und GORMAN 1989). Vielmehr ist er bei Mono-
gastriern und damit auch beim Pferd der wichtigste Antikdrper der lokalen Immunantwort

(TIZARD 1987).

Die epitheliale Barriere trennt die Immunzellen in der Lamina propria von den im Darmlumen
befindlichen Antigenen. Schleimhautverletzungen, primdre Storungen der Epithelzellen,
Storungen der aus Muzinen gebildeten Schleimschicht und weiterer Schutzfaktoren, die zum
Beispiel fiir die Restitution von Epithelldsionen wichtig sind, konnen zu einem
unphysiologischen Einstrom von Antigenen in die Darmwand fiihren und somit eine

Entziindung ausldsen oder verstérken.

Mit der Darmschleimhaut in Kontakt tretende Pathogene oder andere fiir den Korper
schddliche Substanzen erfordern eine effiziente Immunantwort mit dem Ziel der
Neutralisation oder Elimination des schéddlichen Agens. Um destruierende Effekte auf
korpereigene Gewebe hierbei zu vermeiden oder zu minimieren, hat sich das B-Zellsystem im
Darm auf einzigartige Weise an die Notwendigkeit angepasst, eine protektive Immunantwort
ohne ausgeprégte Entziindungsreaktion auszubilden. Dies ist moglich durch die vorwiegende
Produktion neutralisierender und in der Regel nicht entziindungsvermittelnder Antikorper
vom Typ IgA (NEWBY und STOKES 1984). Aber auch Makrophagen, neutrophile
Granulozyten und Lymphozyten, von denen zahlreiche im Verlauf des entziindlichen
Prozesses in das Darmgewebe wandern, sind an Entziindungsprozessen im Darm

entscheidend beteiligt.
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Das Immunglobulin A wird von den Plasmazellen der intestinalen Mukosa gebildet und
bindet anschlieBend an einen Rezeptor an der Innenfliche der Epithelzellen. Der IgA-
Rezeptor-Komplex wird dann in einen Vesikel endozytiert und durch die Epithelzelle
transportiert. Wenn dieser Vesikel die AuBlenfldche der Epithelzelle erreicht, fusioniert er mit

der Plasmamembran und gibt IgA in das Darmlumen frei (TIZARD 1987).

IgA wird von den Plasmazellen der Submukosa als Antwort auf lokale Antigen-Stimulation
synthetisiert. Es wirkt nicht bakterizid, bindet nicht an Makrophagen und beschleunigt auch
keine Phagozytose. Es kann aber einige Viren sowie virale und bakterielle Enzyme
neutralisieren. Seine wichtigste Aufgabe ist es, die Anheftung von Bakterien und Viren an die
Epitheloberfliche zu verhindern und Entziindungseffekte zu mildern (McGHEE und
MESTECKY 1990). Des Weiteren verhindert es die Bildung potentiell gefdhrlicher
zirkulierender Immunkomplexe. Dies wurde aus Untersuchungen bei Menschen mit IgA-
Defizienz geschlossen, bei denen Immunkomplexkrankheiten auftraten (CUNNINGHAM-
RUNDLES et al. 1979).

Im Mucosa Associated Lymphoid Tissue (MALT) synthetisieren 65 bis 90 Prozent aller
Immunglobulin-produzierenden Zellen IgA. Damit ist I[gA das im Magen-Darmtrakt des

Pferdes am haufigsten vorkommende Immunglobulin (McGHEE und MESTECKY 1990).

Aus humanmedizinischen Studien ist bekannt, dass die Konzentrationen der Immunglobuline
IgG, IgA und IgM innerhalb einiger Stunden nach Operationen oder Traumata abfallen und
sich erst nach drei bis zehn Tagen normalisieren (KINNAERT et al. 1980; NOHR et al. 1984;
GLINZ et al. 1985; TVEDE et al. 1989).

IgA lésst sich im Kot mittels ELISA nachweisen und diese Methode stellt bei Ratten eine
gute, nicht invasive und verldssliche Methode zur Bestimmung von Stress dar (HAU et al.

2001).

2.4.3 HamatoKkrit und Gesamteiweill

Der Himatokrit gibt Auskunft iiber den Anteil der zelluldren Bestandteile an der
Blutfliissigkeit (Erythrozyten). Dabei stellt der Hamatokrit immer nur das Verhiltnis

Blutkorperchen zu Plasma dar, da die tatsdchliche Blutmenge nicht bekannt ist.
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Verschiedene Studien stellten fest, dass ein groBer Teil der Erythrozyten in der Milz
gespeichert wird (IRVINE 1958; GREGERSEN und RAWSON 1959; GARTNER et al.
1965; GERHARDS 1983) und das Speicher-Volumen der Milz etwa ein Drittel des Gesamt-
Zell-Volumens betrigt (SCHEUNERT und MULLER 1926; WOLF 1938; HEUSSER 1952;
TORTEN und SCHALM 1964). Das Milzreservoir dient als Puffer, falls erhohte
Anforderungen an die Sauerstofftransportkapazitit gestellt werden (HODKIN 1822). Dazu
gehdren beispielsweise Stresssituationen, Asphyxien und Blutungen (BARCROFT und
STEPHENS 1927, OPPERMANN 1947, CHERNIACK et al. 1970). Nicht nur bei
korperlicher Arbeit, sondern auch infolge von Aufregung und Stress erfolgt, bedingt durch die
Adrenalinausschiittung, eine Freisetzung der Erythrozyten aus der Milz (KRYZWANEK und
BERGE 1933; HEUSSER 1952; PERSSON 1967, 1969; PERSSON et al. 1973a, 1973b;
JEFFCOTT 1977).

Alle im Serum auftretenden Proteine und Proteide werden als Gesamteiweifl bezeichnet.
Gebildet werden die Serumproteine in der Leber, nur die Immunglobuline werden erst auf
Anforderung von den lymphatischen Organen (Milz, Knochenmark) produziert (KRAFT und
DURR 1999).

Fir den Korper erfiillen die Serumproteine wichtige Funktionen. Sie transportieren
wasserunlosliche Verbindungen, halten den kolloidosmotischen Druck aufrecht und wirken
als Enzyme und Inhibitoren, Gerinnungs- und Fibrinolysefaktoren, Komponenten des
Komplementsystems, Immunglobuline, Hormone, Puffersubstanzen und Schutzkolloide

(KRAFT und DURR 1999).

Als Hyper- oder Hypoproteindmie bezeichnet man quantitative Veranderungen der Plasma-
proteine, die ihre Ursache entweder in einer echten Vermehrung oder Verminderung des
Proteingehalts haben (absolute), oder aber durch eine Anderung im Wassergehalt des Gefif-
systems vorgetiduscht werden konnen (relative). Eine absolute Verminderung des Gesamt-
eiweilligehalts deutet auf eine reduzierte Proteinbiosynthese infolge von beispielsweise
Enteropathien hin. Erst durch eine H&matokritbestimmung wird eine Differenzierung
moglich. Die beiden Parameter sind folglich immer in direktem Zusammenhang zu betrachten

(KRAFT und DURR 1999).
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2.44 Leukozyten und das Verhiilltnis neutrophiler Granulozyten zu

Lymphozyten (N:L-Verhiltnis)

Die Leukozyten stellen keine einheitliche Zellpopulation dar (ZEILE et al. 1983).
Unterschiede in Gestalt und Funktion rechtfertigen eine Unterteilung in folgende Fraktionen:
Neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten.

Beim Warmbliiter bestehen 20 bis 45 Prozent des Differentialblutbildes aus Lymphozyten,
das entspricht etwa 1500 bis 4000 Lymphozyten/ul bzw. 1,5 bis 4 G/1 Blut.

Vollbliiter zeigen héufig eine Tendenz zu einem hdheren Lymphozyten- als neutrophile

Granulozyten-Gehalt (KRAFT und DURR 1999).

Seit 1974 hat sich die Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft in Zusammenarbeit mit
anderen Gremien im deutschsprachigen Raum um eine gemeinsame Festlegung von
Referenzwerten fiir die Laboratoriumsdiagnostik bemiiht. Im Jahre 1981 hat man sich
schlieBlich auf Arbeitswerte fiir iiber 3 Jahre alte, ausgeruhte, klinisch gesunde Warmblut-
pferde geeinigt (DVG 1982).

Demnach weist das weifle Blutbild bei adulten Pferden etwa 5 bis 10 G/1 Blut (bzw. 5000 bis
10000 Leukozyten/ul Blut) auf, wobei ab Werten unter 5 G/ von einer Leukozytopenie zu

sprechen ist.

Die Gesamtzahl der Leukozyten unterliegt tiiblicherweise von Tag zu Tag, sowie
jahreszeitlichen und haltungsbedingten, erheblichen Schwankungen. KRAFT und DURR
(1999) stellten fest, dass die Untersuchung der absoluten und relativen Leukozytenzahlen im
peripheren Blut immer nur eine ,,Momentaufnahme* aus einem sich stindig verdndernden

Bewegungsablauf sein kann.

Die neutrophilen Granulozyten kénnen sich an die GefdBwand anheften. In einer Ruhe-
Blutprobe sind die Leukozytenzahlen nicht repriasentativ fiir den totalen intravaskuldren Pool,
da dieser sowohl aus den zirkulierenden als auch aus den marginalen Pools, die in den
Kapillarbetten und der Milz sequestriert sind, besteht (SCHALM et al. 1975). Diese Pools
befinden sich in einem dynamischen Gleichgewicht, wobei der marginale Pol in der Regel
groBer als der zirkulierende Pool ist. Alle Faktoren, die eine Mobilisation der Zellen vom

marginalen Pool bewirken, wie beispielsweise Training, Transport oder verstirkte Herzarbeit
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durch Angst, erhéhen gleichzeitig den zirkulierenden Pool und verédndern das neutrophile
Granulozyten zu Lymphozyten-Verhéltnis (HARTMANN et al. 1973; SIMENSEN et al.
1980; KENT und EWBANK 1983). SCHALM und Mitarbeiter (1975) haben dieses
Phidnomen Pseudoleukozytose genannt und sehen es als physiologisch an, da keine Bildung

neuer Zellen stattgefunden hat.

Man nimmt an, dass die Riickverteilung der Immunzellen unter dem Einfluss der akuten
Stressoren eine wichtige Rolle bei der physiologischen Stressantwort spielt, mit der ein
Organismus an Umweltbediirfnisse adaptieren kann (DHABHAR und McEWEN 1997). Wie
von SNOW und Mitarbeitern (1983) vermutet wird, ist diese Reaktion evolutiondr sinnvoll,
weil ein Tier, das sich in einer ,fight or flight“-Situation befindet, in grofler Gefahr ist,
verwundet und damit bakteriell infiziert zu werden. Insbesondere in der frithen Reaktion auf
eine Attacke stellt die Aktivierung der sofortigen Immunantwort und die Verteilung der
Zellen, die fiir die Sofortantwort wichtig sind (z.B. neutrophile Granulozyten und
Monozyten), zu den Stellen des potentiellen Antigen-Kontakts eine wichtige adaptive
Verinderung dar (ENGLER et al. 2004). Das Pferd hat, im Vergleich mit anderen Spezies,
eine relativ kleine Leukozytenreserve (SCHALM 1965; LOEB 1972). Deshalb ist das
Hiamogramm als wichtiger klinischer Indikator fiir Infektionen und Endotoxédmien anzusehen.

JEFFCOTT hat bereits 1977 die Leukozytenantwort auf verschiedene pathologische Prozesse
im Pferdekdrper beschrieben, zu denen am hiufigsten Entziindungen, bakterielle und virale

Infektionen oder intestinale Parasiten zdhlen.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass wiederholte Exposition zu sozialem Stress die
Leukozytenfraktionen verdndern (LYTE et al. 1990; MORROW-TESCH et al. 1994;
STEFANSKI und ENGLER 1998; ZURI et al. 1998; GRYAZEVA et al. 2001; STEFANSKI
2001a, 2001b; AVITSUR et al. 2002a, 2002b), was zu einer Dysregulation der Immun-
funktion fiihren und in hyperinflammatorischen Zustdnden resultieren kann. Diese
manifestieren sich in vermehrter Immunpathologie, hochgradiger Gewebeschiddigung und

verringerter Lebenserwartung (SHERIDAN et al. 2000; QUAN et al. 2001).

Die Leukozytenantwort auf Stress wurde bereits von anderen Autoren durch Injektion von
ACTH untersucht (OSBALDISTON und JOHNSON 1972; SCHALM et al. 1975;
BURGUEZ et al. 1983). Es kam zu einer temporidren Leukozytose mit Neutrophilie und
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geringgradiger Lymphopenie, also einer Erhéhung des Neutrophilen zu Lymphozyten-
Verhéltnisses. Auch bei anderen Untersuchungen an Menschen und Pferden wurden
vergleichbare Ergebnisse erzielt (DALTON und SELYE 1939; ROSSDALE et al. 1982;
McCARTHY und DALE 1988; WONG et al. 1992; PEDERSEN et al. 1994, 1997).
ROSSDALE und Mitarbeiter (1982) sowie DOUGHERTY und WHITE (1944) fanden in
ihren Studien heraus, dass die N:L-Verdnderungen durch ACTH-Gabe und Belastung
identisch waren, nach der Belastung aber schneller wieder auf den Ausgangswert
zuriickkehrten. In beiden Féllen erhohte sich die Neutrophilenzahl im Blut, wihrend ein

geringer Riickgang der Lymphozyten zu erkennen war.

Auch die Wirkung von Narkose auf die Leukozytenfraktionen wurde untersucht (PARK und
BRODY 1971a; PARK et al. 1971b; CULLEN et al. 1972). Aufgrund der Tatsache, dass
Steroide die Lymphozytentransformation hemmen (DORIAN et al. 1982; MINTON et al.
1995) und die Depression nach komplizierten Operationen mit ,,Stress* und Leukozytose am
ausgepragtesten war, geht man davon aus, dass die unmittelbar postoperative Depression der
Lymphozytentransformation den erhdhten Serum-Kortisol-Werten zuzuschreiben ist
(CULLEN et al. 1972; CULLEN und CHRETIEN 1973; OYAMA und WAKAYAMA 1973;
CULLEN und VAN BELLE 1975). Es ist auBerdem bekannt, dass hohe Kortisol-
konzentrationen zu einer Lysis von Lymphozyten bei einigen Spezies fithren konnen
(CLAMAN 1972). Nach Verabreichung von Dexamethason kommt es fiir eine lingere
Periode zu Leukozytose, Neutrophilie und Lymphopenie (OSBALDISTON und JOHNSON
1972).

2.4.5 Kortisol

Kortisol ist der wichtigste Vertreter der Glukokortikoide, die in der Nebennierenrinde gebildet
werden. Das Hormon wird in der Zona fasciculata der Nebenniere produziert und in nicht
gebundener Form ins Blut sezerniert. Dort sind die Glukokortikoide bei Ratten und Menschen
zu mehr als 90 Prozent (HAMMOND et al. 1990) an ein spezifisches Bindungsprotein, das
,Corticosteroid-Binding-Globulin“ (CBG) gebunden (STAHL et al. 1979). Bei den Tieren,
inklusive den Pferden, bewegt sich die Menge des an CBG gebundenen Kortisols zwischen 67
und 87 Prozent (GAYRARD et al. 1996). Biologisch wirksam ist jedoch nur freies, nicht an
Protein gebundenes Kortisol (ROSNER 1990, 1991). Man geht davon aus, dass nur die nicht
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an Plasmaproteine gebundene Menge in das Zielgewebe eindringen und an intrazelluldre
Rezeptoren binden kann (SIITERI et al. 1982).

Die Bindungskapazitit und somit der an Plasmaproteine gebundene Kortisolanteil zeigt
Schwankungen bedingt durch Alter (IRVINE und ALEXANDER 1987), Fiitterung
(HAOURIGUI et al. 1993, 1995), akuten (FLESHNER et al. 1995; MARTI und ARMARIO
1997; MARTI et al. 1997; TANNENBAUM et al. 1997) oder chronischen Stress (KATTESH
et al. 1980).

Der Abbau der adrenalen Steroide erfolgt vorwiegend in der Leber, kann aber auch teilweise
in den Nieren und Speicheldriisen stattfinden. Die Regulation der Kortisolkonzentration im

Plasma erfolgt durch negatives Feedback (THUN und SCHWARZ-PORSCHE 1994).

Glukokortikoide wirken auf den Kohlenhydrat-, Eiwei3- und Fettstoffwechsel, sie verfligen
iiber entzlindungshemmende und immunsuppressive Eigenschaften. So fordern sie die
Glukoneogenese in der Leber und hemmen die Glukoseutilisation in der Peripherie. Im
Proteinstoffwechsel haben die Glukokortikoide eine katabole Wirkung, d.h. sie fordern den
Proteinabbau im peripheren Gewebe und wirken hemmend auf die Proteinsynthese. Den
Fettstoffwechsel betreffend verfligen sie iiber lipolytische Eigenschaften, was zu einer

vermehrten Zirkulation von Fettsduren im Blut fiihrt.

Aufgrund ihrer vielféltigen Effekte im Korper kommt den Glukokortikoiden im
Stressgeschehen eine wichtige Funktion zu und Plasma-Kortisolkonzentrationen werden oft
experimentell als Hauptparameter bestimmt, um die Stressempfindungen von Tieren in
bestimmten Situationen zu messen. Aufgrund der Rolle, die das Gehirn bei der Steuerung der
Kortisolausschiittung spielt, wird die Kortisolkonzentration gerne als Indikator fiir den
psychologischen Zustand eines Tieres in bestimmten Situationen interpretiert (THUN und
SCHWARZ-PORSCHE 1994). Bei Betrachtungen der stressbedingten Aktivierung der HHA-
Achse gilt es jedoch zu bedenken, dass die Hormone nicht kontinuierlich, sondern episodisch
sezerniert werden. Kortisol weist beim Pferd einen zirkadianen Rhythmus auf. Die Plasma-
Konzentrationen im Ruhezustand sind im Allgemeinen morgens um 10.00 Uhr am hdchsten
und fallen zum Abend hin (20.00 Uhr) ab (HOFFSIS und MURDICK 1970; HOFFSIS et al.
1970). Wihrend der zirkadiane Rhythmus beim Pferd mittlerweile als erwiesen gilt, wurde in

einer Studie von EVANS und Mitarbeitern (1974) ein ultradianer Kortisolrhythmus beim
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Pferd entdeckt. Die einzelnen Perioden dauerten dabei etwa 25 bis 35 Minuten. Demnach ist
es nicht ungewohnlich, einen drei- bis vierfachen Anstieg und Abfall der
Kortisolkonzentration iiber eine Zeitspanne von sechs bis acht Stunden zu beobachten.

Zwar konnen grofle individuelle Schwankungen des Kortisolspiegels auftreten, trotz dieser
Variabilitdt bleibt aber dennoch eine charakteristische Tagesrhythmik erhalten. Eine
stressbedingte Aktivierung der HHA-Achse, die zu einer gesteigerten Kortisolsekretion fiihrt,
kann dann jedoch die zirkadianen Schwankungen unterbrechen (IRVINE und ALEXANDER
1994). Generell gilt, dass die stressbedingte erhohte Kortisolausschiittung einer grofen
Variabilitit unterliegt, da zahlreiche Faktoren (Spezies, Alter, Geschlecht, genetische
Komponenten, individuelle Einfliisse etc.) die endokrinen Verdnderungen beeinflussen.

So wurden Erhohungen des Plasma-Kortisols bei Schweinen in falscher Haltung
nachgewiesen (JANSSENS et al. 1995), wihrend LEY und Mitarbeiter 1994 {iiber eine
Erhohung, in einer fritheren Studie (1991) aber iiber ein Absinken der Konzentration bei

Schafen mit chronischer Klauenentziindung berichtet hatten.

Mehrere Studien stellten fest, dass chronischer Stress zu einer Depression des Kortisol-
Spiegels fiihrt. Der exakte Mechanismus ist dabei unbekannt, es soll zu der Produktion eines
zentralen ACTH-Inhibitor-Faktors kommen (ALEXANDER et al. 1988, 1996). Auch
HOFFSIS und MURDICK (1970) stellten fest, dass Pferde mit akuten Erkrankungen, wie
Frakturen, Kolik und Schock, erhohte Serum-Kortisolkonzentrationen aufwiesen, wahrend
Pferde mit chronischen Krankheiten eher erniedrigte Werte hatten (DONALD et al. 1995).
Man nimmt an, dass die Krankheitsdauer eine wichtige Rolle bei der Regulierung der HHA-
Achse spielt. Moglicherweise fiihrt die langere Krankheitsdauer zu einer Depression der

Kortisol-Ausschiittung (MILLS et al. 1997).

Die Erhohung von Plasma-Kortisol wird hdufig im Zusammenhang mit Stressreaktionen
aufgrund physiologischer und pathophysiologischer Stimuli wie Transport, Training,
Verletzung oder Krankheit beobachtet (HARTMANN et al. 1973; SIMENSEN et al. 1980;
KENT und EWBANK 1983; SNOW et al. 1983; THORNTON 1985; GALBO 1986; ITOH et
al. 1992; TAIRA et al. 1992; MUDRON et al. 1994b; MILLS et al. 1997; JIMENEZ et al.
1998; NAGATA et al. 1999). Nach Beseitigung des Stressors normalisieren sich die Kortisol-
konzentrationen sehr schnell wieder (STULL und RODIEK 2002). Diese Ergebnisse finden

Bestdtigung in anderen Studien, in denen Hengste eine halbe bis eine Stunde nach der Samen-

37



Literatur

gewinnung erhdhte Speichelkortisolwerte zeigten. Nach 50 Minuten waren Spitzenwerte

erreicht, aber bereits nach 80 Minuten wieder Vorversuchswerte (LEBELT et al. 1996).

CHURCH und Mitarbeiter (1994) untersuchten die Wirkung von Narkose und Operationen
auf die Plasma-Kortisolkonzentrationen bei 25 gesunden Hunden. Dabei stellten sie fest, dass
die Narkose alleine keine signifikanten Verdnderungen der Kortisolkonzentration bewirkte,
wihrend alle Formen von operativen Eingriffen die Plasma-Kortisolkonzentrationen
signifikant erhdhten und erst nach 24 Stunden wieder auf den Normalwert absinken lieBen.
Diese Studie steht im Kontrast zu anderen Untersuchungen, bei denen die Allgemein-
andsthesie die Plasma-Kortisolkonzentrationen bei Menschen und anderen Spezies signifikant
veranderte (FRAGEN et al. 1984; KRUSE-ELLIOTT et al. 1987; NAPOLITANO und
CHERNOW 1988).

Es ist mehrfach belegt worden, dass erhohte Kortikosteroid-Konzentrationen die Immun-
Aktivitidt auf verschiedenen Stufen vermindern (BATEMAN et al. 1989; KHANSARI et al.
1990; HARBUZ und LIGHTMAN 1992). Des Weiteren sind keine groen Erh6hungen in der
Kortisolkonzentration vonnéten, um einen deutlichen Effekt auf den Korper auszuiiben. Bei
Versuchen mit Ratten wurde gezeigt, dass bereits kleine Erh6hungen der Kortisolwerte durch
akuten oder chronischen Stress maf3gebliche Auswirkungen auf das Tier haben und sogar von
erniedrigtem Thymus-Gewicht und generellem Kiimmern begleitet sind (STEFANSKI und
ENGLER 1998; STEFANSKI 2001b). Aus der Kortisolkonzentration ist allerdings kein
Riickschluss auf das Ausmal} der Belastung moglich (MUDRON et al. 1994a, 1994b). Des
Weiteren ldsst sich auch nicht ableiten, welche Stressursache (psychische Belastung, Schmerz

oder Blutung) dem Geschehen zugrunde lag.

2.4.6 Freie Radikale

Freie Radikale sind instabile, aggressive, reaktionsfreudige Molekiile. In biologischen
Systemen sind sie hauptséichlich als reaktive Sauerstoffspezies vertreten: als Hydroxylradikal
(OH), Superoxidradikal (O,*), Hydrogenperoxid (H,O,), Singulettsauerstoff (O,) und Ozon
(03).

Sauerstoff kommt normalerweise in der Form O, vor, da Atome oder ihre Verbindungen nur

dann stabil sind, wenn um ihren Kern zwei Elektronen kreisen. Da Sauerstoffatome jeweils
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nur ein Elektron besitzen, treten sie stets in Verbindung mit einem weiteren Sauerstoffatom

auf, so dass die Atome den Mangel gegenseitig ausgleichen konnen.

Freie Radikale sind deshalb instabil, weil sie auf der dulleren Schale ein einzelnes ungepaartes
Elektron aufweisen. Ungepaarte Elektronen versuchen, ihren stabilen Ausgangszustand
wieder zu erreichen, indem sie andere Molekiile angreifen und diese verdndern, indem sie
ithnen das fehlende Elektron entreiBen. Dieser Prozess wird Oxidation genannt

(CHEESEMAN und SLATER 1993).

Die reaktiven Sauerstoffspezies werden im Korper im Rahmen des normalen
Zellstoffwechsels als Abfallprodukte sowie nach Exposition gegeniiber ungiinstigen
Umweltbedingungen gebildet. Vor allem bei der Energiegewinnung im Rahmen der
Atmungskette entstehen durch die notwendige Spaltung des Sauerstoffs die meisten Radikale
(SIES 1991; OHLENSCHLAGER 2000; STOHRER et al. 2002).

Diese lebenswichtige Reaktion, die die Energie zur ATP-Produktion liefert, lauft sorgfiltig
kontrolliert in mehreren Zwischenstufen in den Mitochondrien ab. Von NADH, Sukzinat und
anderen Elektronendonatoren werden Elektronen {iber mehrere Redoxkomplexe auf
Sauerstoff iibertragen, wobei schlieBlich Wasser entsteht. Etwa drei Prozent des
Elektronentransfers kann dabei ,,riickwérts® laufen und zur Bildung von Sauerstoffradikalen
und anderen reaktiven Sauerstoffprodukten (wie beispielsweise H,O,) fiihren. Bei Sdugetieren
werden schon in den Mitochondrien die meisten Sauerstoffradikale entgiftet. Nur zwei bis
vier Prozent der freigesetzten Radikale gelangen ins Zytosol und werden dort von weiteren
antioxidativen Schutzsystemen abgefangen (JENKINS 1988). Allerdings nimmt beispiels-
weise bei maximaler Muskelarbeit der Sauerstoffverbrauch in den Mitochondrien bis auf das
100fache des Ruhewerts zu. Die parallel vermehrte Freisetzung von Sauerstoffradikalen ins

Zytosol iibersteigt dann leicht die Kapazitit der antioxidativen Schutzsysteme.

Auch schddliche Umweltfaktoren wie beispielsweise Zigarettenrauch, Ozonbelastung,
Luftverschmutzung, Umweltgifte, schidigende Strahlung und auch bestimmte Medikamente
(z.B. Chloramphenicol) tragen zur Bildung freier Radikale bei (DEBERNARDI et al. 2004).

Sportliche Aktivitdt (Training) erhoht ebenfalls das Gefahrenpotential durch die reaktiven
Sauerstoffspezies, da korperliche Bewegung zu einem gesteigerten Sauerstoffverbrauch und

somit auch zu einer vermehrten Bildung freier Radikale fiihrt (KIRSCHVINK 2002b;
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CLARKSON und THOMPSON 2000; JENKINS 2000; LEEUWENBURGH und
HEINECKE 2001; STOHRER et al. 2002). Dies kann zu oxidativen Schiadigungen mit der
moglichen Folge von Muskelverletzungen fithren (MILLS et al. 1996). Dennoch besitzt
Bewegung positive Auswirkungen auf die Gesundheit, indem sie eine Erhohung des

Superoxid-Dismutase-Spiegels bewirkt und so das antioxidative Schutzsystem stdrkt

(DAVIES et al. 1982; JENKINS 1988; DUTHIE et al. 1990; CHIARADIA et al. 1998).

2.4.6.1 Antioxidative Schutzsysteme

Der Organismus verfiigt iiber zwei Verteidigungssysteme zum Schutz vor Sauerstoff-
radikalen, ein korpereigenes antioxidatives Enzymsystem und antioxidative Vitalstoffe, die er
iiber die Nahrung aufnimmt, um freie Radikale zu neutralisieren.

Zu diesen antioxidativ wirkenden Stoffen zdhlen die Vitamine E und C, Beta-Carotin,
Coenzym Q10 und sekunddre Pflanzeninhaltsstoffe (Karotinoide und Bioflavonoide).

Die korpereigene antioxidative Abwehr besteht aus zwei Enzymsystemen: das Superoxid-
Dismutase (SOD)/Katalase-System und das Glutathionperoxidase-System.

SOD wandelt die {liberaus reaktionsfreudigen Sauerstoff-Radikale, die wéihrend der Energie-
gewinnung entstehen, in harmloseres Wasserstoffperoxid um. Diese ,,aktivierte®, immer noch
sehr reaktive Verbindung aus Wasserstoff und Sauerstoff wird dann in einem zweiten Schritt
durch das Enzym Katalase unschéddlich gemacht. AnschlieBend folgt die Umsetzung zu
Wasser und O,.

Das Enzym Glutathionperoxidase schiitzt vor allem die Zellmembranen vor freien Radikalen

(OHLENSCHLAGER 2000).

Der iiberwiegende Teil der freigesetzten Radikale wird durch die antioxidativen
Schutzmechanismen abgefangen und an der Verursachung von Schidigungen gehindert. Die
meisten Zellen konnen sogar ein geringes Mal} an oxidativem Stress tolerieren, da die Zellen
iiber Reparationssysteme verfligen, die in der Lage sind, geschadigte Zellen zu erkennen und

zu ersetzen oder zu reparieren (OHLENSCHLAGER 2000).

Unter bestimmten Umstdnden werden freie Radikale sogar gezielt von Kdrperzellen gebildet,
um deren zerstorerische Eigenschaften zur Bekdmpfung von Krankheitserregern zu nutzen.

Bei Entziindungsprozessen und im Rahmen der Immunabwehr werden verstirkt Sauerstoft-
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radikale freigesetzt. Bei ldngerfristigen bzw. chronischen Entziindungen kommt es durch eine
Uberproduktion von freien Radikalen leicht zu einem Zustand der Dekompensation. Dieser

wird als ,,oxidativer Stress* bezeichnet.

2.4.6.2 Oxidativer Stress

Oxidativer Stress entsteht als Folge eines Ungleichgewichts zwischen dem pro- und
antioxidativen Status eines Individuums und zeigt, dass die Féahigkeit des Korpers, sich mit
Hilfe des antioxidativen Schutzsystems selbst zu schiitzen, {iberschritten ist (STOHRER et al.
2002). Dieser Zustand wird sowohl bei erhohter Bildung von Radikalen im Gewebe als auch
bei Unterversorgung mit niedermolekularen Antioxidantien oder Hemmung der anti-

oxidativen Enzymsysteme erreicht (HALLIWELL 1996).

Wird der Korper héufig oxidativem Stress ausgesetzt, werden Verdnderungen in den
Korperzellen ausgeldst, die zur Entstehung bestimmter Erkrankungen beitragen kdnnen. Denn
freie Radikale reagieren mit korpereigenen Substanzen, beispielsweise Membranen. Das
Radikal lagert sich an ein Molekiil in der Zelle an und iibertridgt sein Elektronendefizit auf
dieses, das damit selbst zum freien Radikal wird. Dieses Radikal sucht nun seinerseits wieder
einen Reaktionspartner und ldsst somit weitere Radikale entstehen. Es kommt damit zu einer
Kettenreaktion, in deren Verlauf viele Verbindungen und Zellstrukturen geschédigt werden.
Die entstehenden Spezies schiddigen nahezu alle Biomolekiile (Fette, Proteine, Lipoproteine,
Glykoproteine, DNA) oxidativ und provozieren auf zelluldrer Ebene Mutationen und
Funktionsverluste (,,leaky membranes®). Das Gehirn ist beispielsweise per se, infolge hohen
Sauerstoffbedarfs einem erhdhten oxidativen Stress ausgesetzt. Der Anteil an
oxidationsempfindlichen mehrfach ungesdttigten Fettsduren ist in den Membranen der
Nervenzellen besonders hoch, was ebenfalls eine weitere Gefdhrdung durch freie Radikale
birgt. SchlieBlich ist die Funktionsfdhigkeit der neuronalen Membranen eine wesentliche
Voraussetzung fiir die Reizleitung. Werden die Membranen durch den oxidativen Angriff
modifiziert und geschéddigt, ist eine synaptische Transmission nicht mehr oder nur noch

eingeschriankt moglich (SIMONIAN und COYLE 1996).

Besondere Angriffspunkte fiir freie Radikale sind ungesittigte Fettsduren in Zellmembranen,

Cholesterin und Eiweistrukturen. Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass freie Radikale
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nicht nur Zellmembranen und Proteine schidigen konnen, sondern auch direkt an der DNA
Schiaden anrichten, die letztlich in einer Entartung der Zelle miinden koénnen. Entsprechend
werden auch der Verlust kognitiver Leistungen, Demenzen und neuropathologische Vorgénge
mit der Bildung von freien Radikalen assoziiert (SIMONIAN und COYLE 1996; SUREDA et
al. 2005; LEKEUX 2006).

Oxidativer Stress stellt damit die biologische Grundlage vieler chronischer Erkrankungen dar.
Zu den Krankheiten, bei denen neben anderen Faktoren eine Beteiligung freier Radikale
wissenschaftlich erwiesen ist, gehdren beim Menschen beispielsweise die chronische
Polyarthritis, Colitis ulcerosa und andere entziindliche Darmerkrankungen, Diabetes mellitus,
Entziindungen, Ischimien, die Katarakt, verschiedene Krebs- und Tumorerkrankungen,
Arteriosklerose und auch die kardialen Myopathien. AuBlerdem wird die Reaktivitit
phagozytierender Zellen verringert und beim physiologischen Alterungsprozess spielen
Sauerstoffradikale eine entscheidende Rolle. Oxidative Schidigung trdgt maBgeblich zu
altersassoziiertem zellulirem und systemischem Organversagen bei (MARTIN et al. 1996;
FINKEL und HOLBROOK 2000; GUARENTE und KENYON 2000).

Studien haben gezeigt, dass Mduse, die mit einem Mangel des antioxidativen Enzyms
Superoxid-Dismutase geboren werden, innerhalb weniger Lebenswochen sterben. Das zeigt,
wie bedeutsam eine Einschrankung der Produktion freier Radikale fiir die Langlebigkeit ist

(MARTIN et al. 1996; GUARENTE und KENYON 2000).

2.4.6.3 Radikalassoziierte Erkrankungen beim Pferd

Bei der Spezies Pferd ist die Auswirkung der Sauerstoffradikale auf den Organismus
insgesamt relativ wenig erforscht, aber die ,,Equine Motor Neuron Disease (EMND) wird
mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht. Die betroffenen Tiere weisen hohe
Serumkonzentrationen an Kupfer (pro-oxidative Eigenschaften) und erniedrigte Vitamin E-
Konzentrationen auf. Des Weiteren besteht ein Mangel an Selen, das Bestandteil des anti-

oxidativen Enzyms Glutathionperoxidase ist (KARLSON et al. 1994; DIVERS et al. 2006).

Oxidativer Stress konnte auflerdem eine Rolle in der Pathogenese der ,,Recurrent Airway
Obstruction® (RAO) (ART et al. 1998, 1999; KIRSCHVINK et al. 2001b, 2002a, 2002b), bei
Gelenkserkrankungen, wie beispielsweise Knorpeldefekten bei der Osteochondrosis, und bei
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der ,,Grass sickness“ spielen (McGORUM et al. 2003). Pflanzen von Wiesen, auf denen
,Equine Grass Sickness* (EGS) aufgetreten war, wiesen reduzierte antioxidative und erhohte
pro-oxidative Eigenschaften auf (McGORUM et al. 2000). Daraus wurde geschlossen, dass
Pferde, die auf diesen Weiden grasen, einem erhohten didtetischen oxidativen Stress

ausgesetzt sind.

Auch belastungsinduzierte Myopathien und Hadmolysen bei Pferden konnen auf
Veranderungen in der Lipid-Peroxidation durch Radikale zuriickgefiihrt werden (MATSUKI
et al. 1991; AVELLINI et al. 1995). In der Pathogenese vieler neurologischer Erkrankungen
spielt eine Imbalance zwischen pro-oxidativen Stoffen und Antioxidantien eine Rolle

(SIMONIAN und COYLE 1996; ARUOMA und HALLIWELL 1998).

McFARLANE und CRIBB (2005) fanden heraus, dass der Verlust von Neuronen bei Pferden
mit Cushing Syndrom vermutlich mit oxidativem Stress zusammenhéngt.

Ein Anstieg von 3-Nitrotyrosin, einem Marker fiir oxidativen Stress, der bei diesen Pferden
vorlag, wurde in der Humanmedizin ebenfalls bei Patienten mit Parkinson, Alzheimer und
multipler Sklerose beobachtet. AuBlerdem gibt es einige Individuen, deren Neuronen starker
durch freie Radikale geschidigt werden konnen. Bei Menschen, mit familidrer Parkinson-
Erkrankung liegt eine Mutation der Nervenproteine vor, so dass diese Neuronen leichter durch

oxidative Substanzen zerstort werden (SPENCER et al. 1996).

Bei Menschen ist schon ldnger bekannt, dass freie Radikale an der Pathogenese verschiedener
Lungenerkrankungen beteiligt sind (HEFFNER und REPINE 1989), wie z.B. das Akute
Respiratorische Disstress Syndrom (BALDWIN et al. 1986), Asthma (BARNES 1990) und
chronische Bronchitis (CANTIN und CRYSTAL 1985). So fiihren die Sauerstoffspezies zum
Beispiel zur Erhohung der Schleimproduktion durch epitheliale Zellen und zu einer
Erniedrigung der Zilien-Funktion. AuBlerdem stimulieren sie die Thromboxan-Formation,
reduzieren die Surfactant-Aktivitdt, schddigen Fibroblasten und haben verschiedene andere
Effekte, die die Lungenmechanik stéren und die Reparationsmechanismen verschlechtern
(BARNES 1990). ART und Mitarbeiter (1999) stellten fest, dass oxidativer Stress mit
Erkrankungen der unteren Atemwege assoziiert ist, wie sie bei Pferden, die an RAO leiden,

vorkommen.
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Auch beim Herzmuskel geht man davon aus, dass freie Radikale eine bedeutende Rolle im
Infarktgeschehen spielen (KAMINSKI et al. 2002). Die so genannten Reperfusionsschiden
nach anhaltender Ischimie werden durch sie mitverursacht (GARLICK et al. 1987; ZWEIER
et al. 1988; SNYDER 1989; JOHNSTON et al. 1991; WILKINS et al. 1994).

Man nimmt an, dass die bei der Wiederdurchblutung vom Herzmuskel gebildeten Radikale
zur Peroxidation von Membranlipiden fiihren (AMBROSIO et al. 1991; PARADIES et al.
1999).

Oxidative Stressreaktionen in Verbindung mit radikalbedingter Lipidperoxidation werden fiir
eine Mitwirkung bei der Entstehung chronischer intestinaler Erkrankungen verantwortlich
gemacht (PARKS et al. 1984).

Die Hauptfunktion des Darmepithels besteht in der Resorption von Nihrstoffen und Wasser
und der Errichtung einer effektiven Barriere gegeniiber Schadstoffen zwischen dem
Darmlumen und dem {ibrigen Korper. Oxidativer Stress stort diese empfindliche
Barrierefunktion (ARGENZIO und HINTZ 1970; SNYDER 1989).

Dickdarmepithelzellen sind unterschiedlichen Sauerstoffpartialdriicken ausgesetzt. Das
bedeutet, dass unterschiedlich ausgepriagte oxidative Belastungen in den einzelnen Segmenten
des Gastrointestinaltraktes vorliegen.

Auch im Intestinaltrakt kam es insbesondere nach der Reperfusion zu Zellschddigungen und
nicht wahrend der anhaltenden Ischamie (AMES et al. 1968; PARKS und GRANGER 1986a,
1986b).

Bei Pferden, die an postanésthetischer Myositis litten, konnte ebenfalls ein signifikanter
Anstieg der Anti-Perferryl-Aktivitit nachgewiesen werden, insbesondere sobald das Gewicht
von dem Muskel entfernt wurde (SERTEYN et al. 1990). In den betroffenen Muskeln konnten
deshalb wihrend der Reperfusion starke Radikale gebildet werden, die zu einer Lipid-
Peroxidation an den Membranen fiihren. Individuelle Variationen in der Effektivitit der
antioxidativen Mechanismen konnten das Auftreten von unerwarteten postanésthetischen
Myositiden erkldren (SERTEYN et al. 1990). Als Trigger-Faktor wird die Prdsenz von
halogenierten anésthetischen Agenzien in Kombination mit der Muskel-Ischdmie durch Hypo-
tension und Kompression angesehen (LINDSAY et al. 1980; GRANDY et al. 1987;
SERTEYN et al. 1987).
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Uberraschenderweise konnte bisher keine Studie Beweis fiir systemischen oxidativen Stress
im Zusammenhang mit Belastung erbringen (BALOGH et al. 2001; KIRSCHVINK et al.
2001b; DEATON et al. 2002; MARLIN et al. 2002). Allerdings konnte deutlicher Belastungs-
assoziierter systemischer oxidativer Stress bei Pferden nachgewiesen werden, die unter
thermischen Stressbedingungen gearbeitet wurden (MILLS et al. 1996; HARGREAVES et al.
2002).

Viele Studien berichteten bereits iiber den Effekt von Belastung auf die Oxidantien-
Antioxidantien-Balance bei Menschen und Tieren (SEN und PACKER 2000).

Bei Sportpferden wurde festgestellt, dass oxidativer Stress wéahrend der Belastung auftritt und
von Belastungsintensitit und -dauer sowie der Umgebungstemperatur abhéngt (MILLS et al.
1996). Die Induktion von oxidativem Stress konnte auch mit anderen begiinstigenden
Faktoren wie Fiitterung, Dauer, Art und Intensitit des Trainings, subklinischer Erkrankung

und Trainingszustand zusammenhédngen (DEATON et al. 2005).

Oxidativer Stress und seine Bekdmpfung spielen auch in der Pferdefiitterung eine immer
groBere Rolle (CHOW 1991; AVELLINI et al. 1999; KIRSCHVINK et al. 2002a).
Untersuchungen an Reit- und Rennpferden haben gezeigt, dass oxidativer Stress durch
Verfiitterung antioxidativer Substanzen wie Vitamin C und E positiv beeinflusst werden

konnte (BUTENANDT et al. 2002).

2.4.6.4 Nachweis der Freien Radikale

Bislang konnten freie Radikale nur iiber Elektronenspinresonanz-Spektrometrie (ESR), ein
sehr aufwindiges und teures Verfahren ermittelt werden. Mit der Entwicklung eines
photometrischen Verfahrens, welches mit dem FORM-Photometer (d-ROMs Free Oxygen
Radicals Monitor, Callegari 1930) der Firma Callegari S.p.A. (Parma, Italien) praktische
Anwendung erfdhrt, ist die Bestimmung des oxidativen Status eines Patienten einfach und
schnell moglich geworden.

Der mit dieser Methode ermittelte obere Normalwert der Freien Radikale liegt beim Pferd bei
etwa 200 Carratelli Einheiten (Carr. Units), also deutlich unter dem des Menschen mit 320

Carr. Units (REKITT et al. 2001).
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2.4.7 Glukose

Die Glukosekonzentrationen im Blut werden durch Glukoneogenese aufrechterhalten, die vor
allem in der Leber stattfindet und durch Glukagon, Kortisol und andere gegenregulierende
Hormone kontrolliert wird. Diese regulierenden Hormone erhohen die Glukose-Syntheserate,
wenn die Glukose-Konzentration im Blut sinkt (MENGOZZI und GHEZZI 1991;
ALEXANDER et al. 1997).

Erhohte Blutglukosespiegel sind als Folge der Wirkung von Katecholaminen und
Glukokortikoiden anzusehen (MOBERG 1985; HARBUZ und LIGHTMAN 1992;
MUDRON et al. 1994a, 1994b). Diese Reaktion versetzt den Organismus in die Lage, die
Energie vor allem fiir einen erhéhten Stoffwechselbedarf der Erythrozyten und des Gehirns
bereitzustellen (NOCKELS 1990). RAND und Mitarbeiter (2002) berichten, dass bei Katzen
bereits plotzliche Stresssituationen, wie sie beim Handling und Fixieren des Tieres beispiels-
weise bei der Blutabnahme auftreten, zu stressinduzierter transienter Hyperglykdmie fiihren

konnen. Bei Pferden ist iiber einen solchen Zusammenhang bisher nicht berichtet worden.

Der Referenzbereich beim Pferd liegt zwischen 4,4 und 6,7 mmol/l (KRAFT und DURR
1999). Bei Pferden werden Glukosekonzentrationen durch sehr viele Faktoren beeinflusst.
Eine einzelne Blutprobe, die ohne Miteinbeziehung dieser Faktoren gewonnen wird, ist
deshalb als diagnostisches Mittel nicht von Nutzen. Als Faktoren gelten beispielsweise die
Linge der Fastenperiode vor der Blutentnahme, die Zeit seit der letzten Fiitterung, Training
(EVANS 1971), diurnale Unterschiede im Kortisol-Level, Futterzusammensetzung
(glykdmischer Index des Futters), Aufregung oder Stress, Reproduktionsstatus, Krankheit,
genetische Faktoren und Korpergewicht (Mastigkeit) (RALSTON 2002; GILL et al. 1972).

Obwohl die letzte Nahrungsaufnahme besonders bei den Fleischfressern von grof3er
Bedeutung ist, spielt sie laut KRAFT und DURR (1999) auch beim Pferd eine Rolle. Andere
Autoren stellten fest, dass Pferde, die anschlieBend fiir 12 bis 24 Stunden gefastet wurden,
sogar nach miBiger, ldngerer oder kurzer, intensiver Arbeit relativ konstant in ihren Blut-

Glukosekonzentrationen blieben (LAWRENCE et al. 1995; PAGAN und HARRIS 1999).
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EVANS und Mitarbeiter (1974) stellten in einer Untersuchung bei fiinf von sechs Pferden
einen zirkadianen Glukose-Rhythmus fest, bei denen der hochste Wert morgens um 10.00 Uhr

und der niedrigste abends um 20.00 Uhr gemessen wurde.

2.4.8 Laktat

Laktat wird unter natiirlichen Bedingungen neben den Muskeln als Hauptlieferant auch in
Erythrozyten, im Gehirn und im Nierenmark gebildet und stellt ein Stoffwechselprodukt
anaerober Vorgédnge im Kdrper dar.

Es gibt verschiedene Faktoren, die die Laktatkonzentration im Blut von Pferden beeinflussen
konnen. Dazu gehdren auch Arzneimittel und Wirkstoffe, die, individuell verschieden, die
Laktatkonzentration erh6hen oder erniedrigen konnen (GABEL et al. 1983; STAINSBY et al.
1984; SERTEYN et al. 1987; GREENHAFF et al. 1991; PLUMMER et al. 1991). Auch der
Zeitpunkt der Blutentnahme nach Belastung ist von Bedeutung (MARLIN et al. 1991;
LINDNER et al. 1992b).

Uber einen Konzentrationsanstieg des Laktats im Blut wurde auch im Zusammenhang mit

Myopathien berichtet (KRAFT und DURR 1999).

Im Gegensatz zu anderen wissenschaftlichen Quellen behauptet LINDNER (1997), dass die
Bildung von Laktat in der Muskulatur bei Belastung nicht durch einen Sauerstoffmangel
hervorgerufen wird. Laktat wird seiner Meinung nach konstant in der Muskelzelle (und
anderen Zellen) gebildet und abgebaut. Deshalb ist im Blut von Pferden ohne korperliche
Belastung auch immer Laktat messbar, nach LINDNER (1997) sogar bis zu 1,5 mmol/l, je
nach Art des vorangegangenen Ereignisses und der angewandten Analysemethode. Seit
einigen Jahren ist bekannt, dass der Sauerstoffpartialdruck in der gesunden Muskelzelle nie so
niedrig ist, als dass Laktat zur Aufrechterhaltung der Energieversorgung produziert werden
miisste (LINDNER et al. 1992a). Zu einem Anstieg der Laktatkonzentration im Muskel iiber
den Ruhewert kommt es dadurch, dass die Arbeit der Muskelzelle in dem Moment mehr
Energie bendtigt, als die langsameren, Sauerstoff verbrauchenden Stoffwechselwege (aerober
Stoffwechsel) zu liefern imstande sind. Infolgedessen kommt es besonders bei schnellen,

kurzzeitigen Belastungen zu einer vermehrten Laktatproduktion.
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Rinder hatten nach Labmagenoperationen signifikant erhohte Plasmalaktatspiegel (MUDRON
et al. 1994b). Die Untersucher schlossen daraus, dass die operative Belastung offensichtlich
von einer Hypoxie peripherer Gewebe begleitet wird (HOFMANN 1992). Dies kann durch
eine Ausschiittung von Katecholaminen, die eine periphere Vasokonstriktion und
Glykogenolyse bedingen, erkldrt werden (KEHLET 1984; ROBERTSON 1987; OYAMA
und WAKAYAMA; LUNA et al. 1996).

2.4.9 Unspezifische Inmunabwehr und Paramunititsinducer

2.4.9.1 Unspezifische Immunabwehr

Wihrend der Kontakt mit Antigen, wie beispielsweise bei einer Impfung, im Impfling die
humorale und zelluldire Abwehrleistung aktiviert, die den Erreger spezifisch eliminieren kann,
verfiigt der Korper auch iiber Abwehrsysteme, die es ihm ermoglichen, sich erreger- bzw.
antigenunspezifisch gegen Mikroorganismen zu wehren.

Zu diesen unspezifischen Abwehrsystemen zdhlen beispielsweise Mikro- und Makrophagen,
natiirliche Killerzellen, Komplement-, Opsonin- und Properdinsystem sowie eine grofle Zahl
16slicher Mediatoren (wie Interferone und Interleukine). Diese Systeme sind phylogenetisch
dlter als die erst spéter in der Evolution erworbenen antigenspezifischen Schutzmechanismen,
reagieren sehr schnell, bestehen aus zelluldren und humoralen Mechanismen und modulieren
zum Teil die zeitlich spiter einsetzende spezifische Immunitit (MULLER-BRUNECKER et
al. 1986).

Das Immunsystem ist nicht autonom. Es ist eng verbunden mit dem Hormon-, Kreislauf-,
Stoffwechsel- und Nervensystem und es fungiert als Sinnesorgan (MAYR 1991). Die
Interaktionen zwischen dem Immunsystem und anderen lebensnotwendigen Systemen laufen
fast durchweg auf der Achse des paraspezifischen Teils des Immunsystems ab (MAYR 1991).
Bei der unspezifischen Abwehr fehlt die Sensibilisierung. Sie kann deshalb sofort und nicht
erst nach Tagen titig werden (JANEWAY 1989; MAYR 1992). Die paraspezifische Abwehr
des Organismus kann auf diese Weise bei Infektionen mit besonders virulenten Pathogenen
die Zeit bis zur Ausbildung der spezifischen Immunitit (Antikorper, Immunzellen)

uberbricken.
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Unter Paramunitéit versteht MAYR (1993) den Zustand eines gut regulierten und optimal
funktionierenden unspezifischen Abwehrsystems, verbunden mit einem schnell entstandenen,
zeitlich limitierten erhdhten Schutz gegeniiber einer Mehrzahl unterschiedlicher Erreger,
Antigene und anderer Noxen. Dabei konnen die Phagozytoserate, die Funktion der spontanen
zellvermittelten Zytotoxizitdt (Natiirliche Killerzellen) und die Aktivitit sonstiger lympho-

retikuldrer Zellen erhoht sein.

2.4.9.2 Paramunititsinducer

Unter Paramunisierung versteht man die medikamentdse Stimulierung der zelluldren Anteile
des paraspezifischen Immunsystems und der damit verbundenen Bildung von Zytokinen. Dies
hat das Ziel, Dysfunktionen zu beheben, den nicht erreger- und nicht antigenspezifischen
Schutz eines Individuums schnell zu erhohen, eine durch Stressfolgen oder anderweitig (z.B.
medikamentds) entstandene Immunsuppression oder Immunschwéiche zu beseitigen und
regulatorisch zwischen Immun-, Hormon- und Nervensystem zu wirken (MAYR 1993).
Paramunitdtsmediatoren sind auflerdem keine praformierten Bestandteile von Zellen, sondern
werden erst nach Reiz synthetisiert und abgegeben. Dies unterscheidet sie grundlegend von
den Mediatoren der Anaphylaxie und von Enzymen phagozytierender Zellen, die in Form von
Granula in den Zellen schon gestapelt vorliegen und lediglich als Folge eines Reizzustandes
abgegeben werden (MAYR und BUTTNER 1984).

Paramunititsinducer gewinnen nicht zuletzt durch das steigende Auftreten von multikausal

bedingten Krankheiten an Bedeutung.

Pockenviren eignen sich besonders zur Herstellung pyrogenfreier und nicht toxischer
Paramunititsinducer. Seit Einfithrung der Schutzimpfung gegen die Variola mit einem vom
Tier gewonnenen Impfstoff (Rind, Pferd) durch Edward Jenner im Jahre 1796 wird empirisch
dariiber berichtet, dass durch die Schutzimpfung andere Infektionskrankheiten, an denen die
Impflinge zum Zeitpunkt der Impfung zufillig litten, liberraschend schnell abheilten bzw.
ohne Komplikationen verliefen (MAYR 1993).
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2.4.9.3 Zylexis®

Bei Zylexis®” handelt es sich um einen nicht immunisierenden, paraspezifischen Impfstoff aus
attenuiertem und inaktiviertem Parapoxvirus ovis (Stamm D 1701). Fiir die immun-
stimulierende Wirkung sind Strukturproteine in der Virushiille verantwortlich.

Unter Paramunitdt versteht man die natiirliche oder medikamentdse Steigerung der
angeborenen Abwehrbereitschaft eines Korpers fiir kurze Zeit. Zylexis® wirkt durch eine
Bildung und Freisetzung von Zytokinen, wie beispielsweise IF-alpha und beta, IL-1, -2 und -
12. Des Weiteren werden die ,natiirlichen Killerzellen aktiviert, die Lymphozyten-

Proliferation stimuliert und die Phagozytose-Aktivitét gesteigert (THEIN et al. 1980, 1981).

Zylexis® wird nach Anweisung des Herstellers dazu verwendet, bei der Prophylaxe und
Behandlung von Infektionen und stress-induzierter Erkrankungen zu unterstiitzen. Dazu
zdhlen beispielsweise Transporte, enger Kontakt mit Artgenossen, korperliche Anstrengung
und Unruhe, Infektionskrankheiten sowie chirurgische Eingriffe und Klinikaufenthalte.

Zur Prophylaxe bei erwarteter Stressbelastung oder hohem Infektionsdruck wird Zylexis®
jeweils vier Tage und zwei Tage vor dem erwarteten Stressor angewendet. Fiir Pferde liegt
laut Herstellerangaben die intramuskuldr zu applizierende Menge bei 2 ml. Die Wirkungs-
dauer nach einmaliger Gabe soll ca. 10 bis 14 Tage betragen. Entgegen dieser Hersteller-
meinung stellte RUSH (2001) fest, dass die immunstimulierende Aktivitdt nach Applikation

eines inaktivierten Parapox-ovis-Praparates maximal 8 Tage anhilt.

Es liegen nur wenige Studien zur Wirksamkeit von dem Zylexis® -Vorgianger Baypamun® (Fa.
Bayer) mit Pferden vor. Das in dieser Studie verwendete Zylexis® ist lediglich ein neuer
Produktname, der seit dem Ubergang der Lizenz auf die Firma Pfizer eingefiihrt wurde.

In einer klinischen, Plazebo-kontrollierten Blindstudie mit zwischen vier und zehn Monate
alten Pferden, die dem Stress von Absetzen, Transport und Neugruppierung ausgesetzt
wurden, konnten signifikant bessere klinische Parameter (milderer Verlauf, weniger
purulenter Nasenausfluss) bei den Tieren der Baypamun®-Gruppe festgestellt werden. In
dieser Studie injizierte man den Pferden dreimal (am Tag 0, 2 und 9) jeweils 2 ml Baypamun®
bzw. Plazebo intramuskuldr. Tag 0 war der Tag, an dem die Pferde in einem neuen Stall

gemeinsam eingestallt wurden (ZIEBELL et al. 1997).
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In einer Studie von STRUBE und Mitarbeitern (1989) wurde die Wirksamkeit von
Baypamun® im Hinblick auf die Abmilderung von experimentellen Infektionen mit dem Virus
der Infektiosen Bovinen Rhinotracheitis (IBR) untersucht. Die paramunisierten Tiere
erkrankten dabei weniger hdufig, schieden iiber 99 Prozent weniger infektioses IBR-Virus aus
und reagierten beziiglich der Interferonsynthese schneller auf die Virusinfektion als die nicht-
paramunisierten Tiere. Des Weiteren zeigte sich, dass die vollstindige Etablierung des
Schutzzustandes bis zu drei Tage benoétigte, da erst zu diesem Zeitpunkt ein signifikanter
Anstieg des Interferons im Blut zu vermerken war.

Therapeutisch eingesetztes Baypamun®, das heifit Applikation nach Auftreten der respira-
torischen Symptome, beeinflusste die bereits etablierte Symptomatik jedoch nicht mehr

(METZNER et al. 1999).

MAYR-BIBRACK (1980) berichtet vom Einsatz von PIND-AVI (Laborbezeichnung fiir das
inaktivierte Avipoxvirus) auf acht Gestiiten, bei denen durch Paramunisierung der Fohlen
sofort nach der Geburt, sowie 8 und 24 Stunden spiter die Morbiditit von 70 bis 90 Prozent
der vorangegangenen Abfohlperioden auf sieben Prozent gesenkt werden konnte.

Der prophylaktische Einsatz von inaktiviertem Parapoxvirus ovis in einer Blindstudie
reduzierte durch einmalige intramuskulédre Injektion innerhalb von vier bis sechs Tagen vor
dem Absetzen das Auftreten von respiratorischen Erkrankungen bei den behandelten Fohlen

(7,9 Prozent) im Vergleich zur Plazebogruppe (24 Prozent) (BOTTCHER 1994).

2.5 Zusammenfassung der Literaturrecherche

Aus der umfangreichen Literaturiibersicht ergibt sich, dass es sich bei dem Thema ,,Stress
beim Pferd“ um eine wissenschaftlich bereits vielféltig bearbeitete Fragestellung handelt.
Allerdings  zeigen sich auch Widerspriiche zwischen den Ergebnissen und Schluss-
folgerungen verschiedener Autoren. Als gesichert kann nach dem heutigen Stand der
Tiermedizin davon ausgegangen werden, dass das Pferd in einer ihm unbekannten Umgebung
wie der Klinik einem vielfdltigen Stress ausgesetzt ist, der das Tier schidigen und in einen

lebensbedrohlichen Zustand versetzen kann.
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Dass dieser Stress Auswirkungen auf das Immunsystem haben kann, gilt als erwiesen.
Inwieweit die Pferde in der Klinik davon betroffen sind, ist jedoch noch teilweise offen,

sodass diese Frage in dieser Studie ndher untersucht werden soll.

Des Weiteren liegen beim Pferd bisher keine gesicherten Angaben {iber die lokale intestinale
Immunglobulin-Konzentration vor und ein eventueller Zusammenhang mit der Atiologie der
Colitis X wurde noch nicht hinreichend untersucht. Um diese Frage ndher zu beleuchten, soll
in dieser Studie besonderes Gewicht auf die Uberpriifung der verschiedenen Einfliisse

(Transport, Operation, fremde Umgebung etc.) auf den IgA-Gehalt im Kot gelegt werden.

Uber das N:L-Verhiltnis ist in der wissenschaftlichen Literatur schon hiufiger berichtet
worden. Da man sich dieses einfach zu bestimmenden ,,Parameters® in der Pferde-Stress-
diagnostik jedoch bisher kaum bedient hat, soll im Rahmen dieser Untersuchung festgestellt
werden, inwieweit Stress mit Hilfe dieses Parameters verldsslich angezeigt und dieser somit

fiir den klinischen Gebrauch eingesetzt werden kann.

Kortisol wird von den meisten Autoren als sehr stark beeinflussbarer Parameter dargestellt.
Da er aber andererseits unmittelbar mit der Stresskaskade assoziiert wird, soll in dieser Studie
herausgefunden werden, ob er parallel zu den anderen Parametern verlduft und inwiefern der

Kortisol-Rhythmus durch den Klinikaufenthalt verdndert wird.

Hinsichtlich der Radikal-Belastung bei Leistungspferden wurden Ergebnisse insbesondere im
Rahmen von Untersuchungen in der Sportpferde-Diagnostik hervorgebracht.

Demnach fiihrt korperlicher Stress offenkundig zu einer Konzentrationssteigerung der Freien
Radikale. Da jedoch bisher unklar geblieben ist, ob psychischer oder anderer Klinik-
assoziierter Stress die Radikalkonzentration ebenfalls zu erhdhen vermag, soll dies in der

vorliegenden Studie nun herausgefunden werden.

Glukose wird in der Literatur als sensibler Stressparameter bei Kleintieren besprochen.

Inwieweit dies auch fiir das Pferd zutrifft, bedarf noch weiterfiithrender Untersuchungen.

Auch die Zusammenhidnge zwischen Laktatkonzentration und Stress sind noch nicht

hinreichend aufgekldrt, sodass hier noch weitere Studien vonndten sind.
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Uber die Laktatkonzentration beim Pferd ist ebenfalls noch relativ wenig bekannt, lediglich
im Hinblick auf intestinale Erkrankungen und Myopathien existieren Studien. Obwohl Laktat
in der Humanmedizin als anerkannter Parameter gilt, besteht in der Pferde-

Leistungsdiagnostik noch ein grof3er Forschungsbedarf.

Zylexis® wird in vielen Untersuchungen als sehr sinnvoll fiir die Prophylaxe von Stress-
assoziierten Erkrankungen dargestellt. Ergdnzend dazu soll in der vorliegenden Studie
iiberpriift werden, inwieweit eine Gabe von Paramunititsinducern im Rahmen der

Stressverminderung wéhrend des Klinikaufenthalts sinnvoll ist.

Abb. 2.3: Pferd nach der Narkose in der Aufwachbox der Klinik fiir Pferde der LMU Miinchen.
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3 Material und Methoden

Mittels klinischer Untersuchung sowie Kot- und Blutuntersuchungen wurden bei in der Klinik
fiir Pferde eingestellten Patienten und einer Gruppe gesunder Pferde (Kontrolltiere) ver-

schiedene Parameter untersucht, die Indikatoren fiir eine Stresssituation sein konnen.

Fiir die im Rahmen dieser Untersuchung erforderlichen Blutentnahmen wurde ein Tierversuch

angezeigt (Aktenzeichen 55.2-1-54-2531.2-25/07).

3.1 Tiere

3.1.1 Kontrollgruppe

Fiir die Kontrollgruppe standen 14 Pferde eines Reitstalls bei Miinchen zur Verfiigung (3
Stuten, 8 Wallache, 3 Hengste). Es handelte sich dabei um gesunde Pferde unterschiedlicher
Rassen (11 Warmbliiter, 2 Ponys, 1 Araber) und verschiedenen Alters, der Durchschnitt lag
bei 11,4 Jahren. Die Kontrollgruppe wurde in den letzten sechs Wochen vor der Blutabnahme
weder transportiert, tierdrztlich behandelt noch wurden irgendwelche anderen Verdnderungen
an der Umgebung der Pferde vorgenommen. Die Pferde waren allesamt umginglich und
lieBen sich problemlos und ohne duBerlich erkennbare Aufregung am Halfter Blut aus der V.

jugularis entnehmen.

3.1.2 Patienten

Das Patientengut stammte aus der Klinik fiir Pferde der Ludwig-Maximilians-Universitét
(LMU) Miinchen. Die Untersuchung wurde an den in dem Zeitraum der Studie zufillig in die
Klinik fiir Pferde eingelieferten Pferden durchgefiihrt. Dabei wurden verschiedene
Routineoperationen, Notfalloperationen und konservativ behandelte Pferde miteinbezogen.

Es wurde darauf geachtet, eine moglichst gerechte Geschlechterverteilung zu erreichen und
das normale Operationsspektrum einer Klinik zu erfassen. Auflerdem wurden verschiedene

Altersgruppen einbezogen. Die Pferde gehorten unterschiedlichen Rassen an.
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Insgesamt wurden 110 Pferde, davon 48 Stuten, 18 Hengste und 44 Wallache, in die Studie
einbezogen. Die meisten Pferde gehorten der Rasse ,,Warmblut™ an, ndmlich genau 83 Tiere.
Dadurch waren die Parameter der Pferde gut miteinander vergleichbar. Damit das normale
Spektrum einer Klinik erfasst werden konnte, wurden auch andere Pferde einbezogen, wenn
sie bestimmte Erkrankungen aufwiesen, die fiir die Studie von Bedeutung waren. Der Rest der
Gruppe bestand aus Arabern (7), Vollbliitern (4), Ponys (12) und Kaltbliitern (4). Bei den
jungen Pferden im Alter von O bis 5 Jahren bestand die Gruppe aus 36 Tieren, die Pferde
mittleren Alters (6 bis 18 Jahre) waren mit 65 Tieren vertreten und bei den dlteren Tieren

(iber 18 Jahre) gab es 9 Pferde. Das Durchschnittsalter betrug 8,9 Jahre.

Es wurde keine besondere Auswahl an Krankheiten getroffen, sondern versucht, alle
Erkrankungen, die normalerweise in einer Klinik vertreten sind, einzubeziehen. Da an der
Klinik fiir Pferde verhiltnismdBig viele ophthalmologische Patienten behandelt werden,
wurden einige dieser Patienten im fortgeschrittenen Stadium dieser Untersuchung nach dem

Zufallsprinzip nicht mehr beriicksichtigt.

Nachdem die Pferde eingehend klinisch untersucht und beurteilt worden waren, wurden sie
zunichst in zwei Gruppen eingeteilt: Pferde, die in Narkose gelegt und operiert wurden und
solche, die stationdr behandelt wurden.

Fir die Zylexis®-Studie (siche Kap. 4.2.12) wurden an Equiner Rezidivierender Uveitis
(ERU) erkrankte Pferde, die fiir eine Vitrektomie anstanden, ausgewdhlt, da diese an der
LMU am héufigsten operiert werden und ein gutes Beispiel fiir eine leichte Operation (kurze

Narkose, geringes Trauma, kaum postoperative Schmerzen) darstellen.

Die Erhebungen erstreckten sich von Mérz bis Dezember 2006.

3.1.3 Haltung und Pflege

Die Tiere wurden in den Klinikboxen der LMU untergebracht, die eine Grée von mindestens
neun Quadratmetern aufwiesen. Die Boxen waren reichlich mit Stroh oder Sigespinen
eingestreut. Das Misten erfolgte durch die an der Universitdt angestellten Pfleger, die allesamt

ruhig und erfahren im Umgang mit Pferden waren. Es wurde zweimal téglich Heu gegeben,
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so dass die Pferde moglichst den ganzen Tag iiber Raufutter zu fressen hatten. Abends wurde
jedem Pferd eine Portion Mash gefiittert. Wasser wurde ad libitum iiber eine Selbsttrinke

angeboten.

3.1.4 Gesundheitszustand

Die Pferde waren bei Ankunft in der Klinik in unterschiedlichem Gesundheitszustand. Es
wurden sowohl akut als auch chronisch kranke Tiere in die Untersuchung einbezogen. Die
Schweregrade der Erkrankungen reichten von geringgradig bis hochstgradig.
In der Kontrollgruppe befanden sich ausschlie8lich klinisch gesunde Pferde.

3.2 Methoden

3.2.1 Klinische Untersuchung der Patienten

Die Pferdepatienten wurden bei Ankunft in der Klinik fiir Pferde einer griindlichen, klinischen
Untersuchung unterzogen. Dabei wurden Verhalten, Herzfrequenz, Atemfrequenz, rektal
gemessene Korpertemperatur, Erndhrungs- und Pflegezustand, Schleimhiute/KFZ, sowie der
Stress- und Schockzustand der Pferde beriicksichtigt. Des Weiteren wurde der Charakter bzw.
das Naturell der Tiere in den ersten Tagen nach der Einstallung beurteilt und ihr Verhalten im
Hinblick auf die Aktivititen in der Klinik beobachtet. Bei der Kontrollgruppe wurde nach

dem gleichen Muster vorgegangen.

3.2.2 Interpretation des Blutes und des Allgemeinbefindens der Pferde

Die Pferde wurden anhand ihres Allgemeinbefindens und ihrer klinischen Parameter
kategorisiert und der Grad der Schmerzen (siehe Tab. 3.2), des Schocks (sieche Tab. 3.4) und
des Stresses (siche Tab. 3.3) nach Augenschein bestimmt. Es sollte spiter anhand der
Einteilung festgestellt werden, ob der subjektive Eindruck eines Pferdes parallel der
Veranderungen im Blutbild verlduft. Anhand der Einteilung in die verschiedenen Gruppen
wurde schlielich das ,,Allgemeinbefinden® kategorisiert in geringgradig, mittelgradig oder
hochgradig gestort.

Des Weiteren wurden die Pferde als ,,ruhig, gelassen oder ,,nervds, sensibel eingestuft.
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Bei jeder Blutprobe wurde zunéchst die Farbe anhand einer selbst entworfenen Farbskala

beurteilt (siche Tab. 3.1). Es sollte festgestellt werden, ob ein Zusammenhang zwischen der

Farbe und dem Hématokrit oder anderen Blutparametern besteht.

Tab. 3.1: Einteilung der Farbe des Blutes

Farbe 1 | hell (wie arteriell)
Farbe 2 | mittelrot

Farbe 3 | dunkelrot

Farbe 4 | sehr dunkel

Tab. 3.2: Grad der Schmerzen und die damit einhergehenden klinischen Verdnderungen

Grad der Schmerzen

Klinische Verinderungen

1

Keine Schmerzanzeichen

2

*nervos

Geringgradige Schmerzen

*ggr. erhohte Pulsfrequenz

Mittelgradige Schmerzen
*stark erhohte Pulsfrequenz

*Milde Kolikanzeichen

*Schwitzen

Hochgradige Schmerzen
*Zéhneknirschen

*starkere Kolikanzeichen

Hochstgradige Schmerzen
*nicht mehr ansprechar

*Puls kaum noch fiihlbar

Tab. 3.3: Einteilung nach Grad des Stresses der Pferde bei Ankunft in der Klinik

Grad des Stresses | Verhalten

1 ruhig, aufmerksam
2 nervos, aufmerksam, ansprechbar
3 sehr nervds, apathisch, nicht ansprechbar
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Tab. 3.4: Einteilung der Pferde in Schockgrade und damit einhergehende klinische Verdnderungen

Grad des Schocks | Klinische Verinderungen

1 Nicht vorhanden/geringgradig
*Hautturgor 0.b.B

*Schleimhaute blassrosa/ggr. gerotet
*leichtes Schwitzen

*Herzfrequenz normal/leicht erhdht

2 Mittelgradiger Schock
*Hautturgor vermindert
*Schleimhéute mgr. gerdtet
*stérkeres Schwitzen

*Herzfrequenz erhoht

3 Hochgradiger Schock
*Hautturgor hgr. vermindert
*Schleimhaute hgr. gerdtet/verwaschen

*starker Schwei3ausbruch

*Herzfrequenz stark erhoht, schneller, schwacher Puls

3.2.3 Kotuntersuchung

3.2.3.1 Voruntersuchung/ Kotprobenentnahme zur Bestimmung des IgA-Gehalts

Zur Erprobung und Auswahl geeigneter Methoden zur Immunglobulin-Bestimmung beim
Pferd wurden zundchst Voruntersuchungen mit Tranenfliissigkeit durchgefiihrt.

Des Weiteren wurden die Normwerte fiir die IgA-Konzentration im Kot von Pferden ermittelt
und gepriift, ob diese Werte natiirlicherweise Schwankungen unterliegen. Dafiir wurde den
Kontrollpferden insgesamt dreimal Kot entnommen. Die Abstinde entsprachen dabei denen

der nicht operierten Pferde in der Klinik (Tag 1, Tag 3, Tag 7).

Um die IgA-Konzentrationen im Digestionstrakt zu messen, wurden Speichel und Kot in
Erwégung gezogen. MOUTON und Mitarbeiter (1989) untersuchten die Immunantwort des
Digestionstraktes und stellten fest, dass die IgA-Konzentration im Speichel nur einen
schwachen Stressmarker darstellt.

Bei Ratten wird die IgA-Bestimmung aus dem Kot als gute und verldssliche Methode zur

Stressbewertung angesehen (HAU et al. 2001). Um herauszufinden, ob die IgA-Bestimmung
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als Methode zur Untersuchung von Stress bei Pferden iiberhaupt geeignet ist, wurden vorerst
bei einigen Pferden an unterschiedlichen Stellen der Kothaufen Proben entnommen und

mittels des entwickelten ELISA die I[gA-Konzentration festgestellt.

3.2.3.1.1 Ermittlung eines Normwerts fiir den IgA-Gehalt im Kot von Pferden

Um einen Richtwert fiir die Konzentration von IgA im Kot von Pferden zu erhalten, wurde
diese auch im Kot der Kontrollpferde ermittelt. Dabei wurde insbesondere darauf geachtet,

inwieweit die Werte an den verschiedenen Tagen schwankten.

3.2.3.1.2 Einfluss der Einfrierperiode auf den IgA-Gehalt im Kot

Bei den Vorversuchen wurden die frischen und eingefrorenen Kotproben jeweils zu
verschiedenen Zeitpunkten auf die ELISA-Platten verbracht, um festzustellen, ob ein IgA-
Verlust durch den Einfrierprozess eintrat. Die Kotproben wurden sofort nach dem Sammeln
bei -20°C eingefroren und lagerten im Allgemeinen etwa bis zu einer Woche, bevor sie

weiterverwertet wurden.

3.2.3.1.3 Untersuchungen zu den verschiedenen Entnahmestellen

Um vorher festzustellen, ob die IgA-Werte auch innerhalb eines Kothaufens konstant waren,
wurden in Voruntersuchungen Proben aus verschiedenen Teilen des Haufens entnommen und
auch mit &lteren Kothaufen desselben Tages verglichen. Da es bei angetrocknetem Kot zu

Abweichungen kam, wurde nur frischer Kot fiir die Untersuchung verwendet.

3.2.3.2 Entwicklung des ELISA zur IgA-Bestimmung im Kot

Die Analyse der Kotproben erfolgte im Institut fiir Physiologie und Physiologische Chemie
der Tierdrztlichen Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen unter der Leitung

von Frau Prof. Dr. C. Deeg.

Die Entwicklung des Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur Bestimmung des
IgA-Gehalts im Kot erfolgte in Anlehnung an den von HAU und Mitarbeitern (2001)
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entwickelten ELISA zur Bestimmung von IgA im Kot von Ratten.

Um einen geeigneten ELISA zur Auswertung der Proben zu entwickeln, wurden verschiedene
Methoden erprobt. Dabei kamen indirekte ELISAs, Sandwich-ELISAs und auch Versuche mit
Speichel und Tranenfliissigkeit zum Einsatz, um zu tiberpriifen, ob der IgA-Gehalt in diesen
Korperfliissigkeiten gleichzeitig mit der Kot-IgA-Konzentration absank. Da aber die
Gewinnung einer geniigenden Menge dieser Sekrete schwierig und mit Stress fiir die Tiere
verbunden war, wurden fiir die vorliegende Arbeit letztendlich die einfacher zu gewinnenden
Kotproben verwendet. IThnen kommt auch fiir die Pathogenese der Colitis X eine groflere

Bedeutung zu.

3.2.3.3 Kotentnahme bei den Patienten der Klinik fiir Pferde

Die Kotproben wurden soweit mdglich direkt bei Ankunft der Pferde nach dem Transport, am
darauf folgenden Tag, sowie am Tag der Operation und an den Tagen 1 und 4 nach der
Operation entnommen. Da die Pferde in der Klinik taglich das gleiche Futter erhielten war der
Kot beziiglich Quantitdt und physikalisch-chemischer Qualitit weitgehend identisch. Die
meisten Pferde hatten gut geformten Kot von normaler Konsistenz. Der Kot wurde aus der
Mitte der frischen Kothaufen entnommen, sobald die Pferde morgens Kot abgesetzt hatten.
Anschliefend wurde er in ein Rohrchen verpackt und sofort bei -20°C eingefroren. Bei
einigen Kolikern, die iiber mehrere Tage nichts zu fressen erhalten hatten und keinen
Kotabsatz zeigten, waren die Abstdnde langer, z.B. nach der Operation. Diese Pferde wurden

dann fiir den jeweiligen Tag von der Berechnung ausgeschlossen.

3.2.3.4 Der Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Die bei -20°C eingelagerten Kotproben wurden zunéchst bei Zimmertemperatur aufgetaut und
anschlieend manuell vermischt. Dann wurden 9 g der Kotproben mit 18 ml PBS-Puffer (pH
7,2) suspendiert. Danach wurden die Proben dreimal fiir drei Minuten in der Handvortex
manuell durchmischt und anschlieBend fiir zehn Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert
(Zentrifuge 5810 R, Fa. EPPENDORF). Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, in
kleine Rohrchen (Microtube 1,5 ml, Fa. SARSTEDT) iiberfiihrt und nochmals zehn Minuten
bei 13200 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5415 R, Fa. EPPENDORF). Die so gewonnenen

Proben wurden sofort im ELISA getestet.
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Der ELISA fiir die Untersuchung der aufgearbeiteten Kotproben entsprach in seinem Aufbau
einem Festphasen-Enzymimmuntest.

Die Beschichtung der 96-Loch-Mikrotiterplatten (Screen Mates, Fa. MATRIX
TECHNOLOGIES CORP.) erfolgte mit 100 pl der einzelnen Kotproben in einer 1:2-
Verdiinnung mit 100 pl Beschichtungspuffer pro Vertiefung. Der Auftrag der Kotproben
erfolgte im Vierfach- bzw. im Zweifachansatz. Die so beschichteten Platten wurden {iiber
Nacht im Kiihlschrank bei 4°C inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen der Platten mit PBS-
Tween (200 pl/Vertiefung) in einem speziellen Waschgerit (Modell Columbs, Fa. TECAN)
am Morgen danach. AnschlieBend wurden die verbleibenden Bindungsstellen mit 1%igem
bovinem Serumalbumin blockiert (200 pl pro Delle) und die Platte fiir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Nach erneuter dreimaliger Waschung mit PBS-Tween erfolgte der Auftrag des
Antikorpers. Dabei handelte es sich um ein Anti-Pferd-IgA (1 mg/ml) der Fa. SEROTEC
(Diisseldorf). Das Anti-IgA wurde in einer Verdiinnung von 1:10000 bzw. 1:20000, jeweils
im Doppelansatz mit 100 pl pro Vertiefung, verwendet. Im Anschluss daran wurde die Platte
wieder fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Nach dreimaliger Waschung mit PBS-Tween wurde die unmittelbar vor der Zugabe frisch
hergestellte Substratlosung aufgetragen. Diese bestand aus 332 pl Tetramethylbenzidin, 10 ml
TMB-Puffer und 3,3 ul 30%igem H,0O,. Die Losung musste innerhalb von vier Minuten nach
Zugabe des H,O, verbraucht sein, in jede Delle wurden 100 pl gegeben. Danach wurde die
Platte zehn Minuten im Dunkeln inkubiert, um einen Farbumschlag nach blau herbeizufiihren.
Das Abstoppen der Reaktion erfolgte mit je 50 pul H,SO4 pro Delle, wobei sich die Farbe in
gelb wandelte. Unmittelbar nach Zugabe der Stopplosung wurde die optische Dichte der
entstandenen Farblosung bei einer Messwellenldnge von 450 nm und einem Referenzfilter

von 620 nm in einem Photometer (Sunrise, Fa. TECAN) gemessen.

3.2.3.4.1 Antikorper

Bei dem fiir die Entwicklung des ELISA benutzten Antikorper handelte es sich zunédchst um
einen vom Institut fiir Tierphysiologie entwickelten Japan-Anti-Pferd-IgA-Antikorper, der
bereits einige Jahre alt war und in gefrorenem Zustand aufbewahrt worden war. Da es mit
diesem Antikdrper zundchst zu fragwiirdigen Ergebnissen kam, wurde schlieBlich ein

kommerziell erhéltlicher Anti-Pferd-IgA-Antikorper verwendet. Dabei handelte es sich um
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den GOAT ANTI EQUINE:HRP (AAI34P) der Firma SEROTEC in Diisseldorf in der

Konzentration 1 mg/ml.

3.2.3.4.2 Kontrollen der Tests

Auf jeder ELISA-Testplatte wurde obligatorisch eine Kontrolle in Form des BLANK
mitgefiihrt. Als solche wurde eine Vertiefung bezeichnet, die alle Verfahrensschritte durch-

laufen hatte, aber statt der Probe nur PBS enthielt.

3.2.4 Blutuntersuchung

3.2.4.1 Voruntersuchung

Die Voruntersuchungen dienten dazu, geeignete Abstdnde der Blutentnahmen herauszufinden.
Um festzustellen, ob es natiirliche Schwankungen der Blutwerte gibt, die unabhédngig von
einem Aufenthalt in der Klinik sind, wurde die Kontrollgruppe (siehe Kap. 3.1.1) einbezogen.
Dabei wurde insbesondere durch mehrmalige Blutabnahmen an einem Tag {iberpriift, ob es
bei diesen Pferden den von IRVINE und ALEXANDER (1987) sowie ZOLOVICK und
Mitarbeitern (1966) beschriebenen zirkadianen Rhythmus in der Kortisolkonzentration gibt,
und inwieweit die Blutwerte mit den in der Literatur (KRAFT und DURR 1999; ROBINSON

2003) angegebenen Referenzwerten iibereinstimmten.

Die erste Blut- und Kotentnahme erfolgte am ersten Tag um 9.00 Uhr. Nachmittags um 14.00
Uhr und abends um 20.00 Uhr wurde zur Untersuchung der zirkadianen Kortisol-Rhythmik
das zweite und dritte Mal Blut entnommen, sowie an Tag 3 und Tag 7 jeweils Blut und Kot
morgens um 9.00 Uhr. Das Blut wurde in die einzelnen Rohrchen gefiillt, gekiihlt und sofort

nach Rickkehr in die Klinik untersucht.

Die Radikalkonzentration konnte bei den Kontrollpferden nicht gemessen werden, da das
Nativblut sofort nach Entnahme hitte untersucht werden miissen. Dafiir gibt es
Untersuchungen von REKITT und Mitarbeitern (2001), die mit dem in dieser Studie
verwendeten Gerédt durchgefiihrt wurden und die Normwerte fiir die Radikalkonzentration
beim Pferd erfasst haben.
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3.2.4.2 Testzeitpunkte

Allen anderen Pferden wurde im Laufe des Klinikaufenthalts fiinf- bis sechsmal Blut
entnommen. Aufgrund des unter normalen Umstdnden vorkommenden zirkadianen Rhythmus
des Kortisol-Spiegels, war es wichtig, das Blut immer morgens zur gleichen Uhrzeit (9.00
Uhr) zu entnehmen.

Am Morgen nach dem Transport um 9.00 Uhr (in der Regel war dies direkt nach der Ankunft
des Pferdes in der Klinik und kurzer Akklimatisierung in der Box, da die meisten Pferde
morgens angeliefert wurden), um die Parameter zu iiberpriifen, die durch den Transport
gegebenenfalls verdndert wurden. Eine weitere Blutentnahme erfolgte am Morgen vor der
Narkose um 9.00 Uhr bzw. direkt vor der Narkose (meist stimmten diese beiden Zeitpunkte
iiberein, da die meisten Pferde morgens operiert wurden). Die Pferde waren zu diesem
Zeitpunkt bereits an die neue Umgebung gewohnt. Dadurch erhielt man einen Anhaltspunkt,
inwieweit sich die Blutparameter nach einigen Tagen Gewdhnung an die neue Umgebung
wieder normalisiert hatten.

Einigen Pferden wurde direkt nach der Operation Blut aus der noch vorhandenen Brauniile
entnommen, um den Einfluss der Operation auf die hier untersuchten Parameter
herauszufinden. Den anderen Pferden wurde jeweils direkt nach der Aufstehphase, die bei den
Pferden unterschiedlich lange dauerte, in der Aufwachbox das dritte Mal Blut entnommen,
um den ,,Stress* des Aufstehens auf die verschiedenen Blutparameter zu untersuchen.

Als Zeitpunkt wurde der Moment gewéhlt, in dem die Pferde schon relativ sicher standen,
aber noch nicht so trittsicher waren, dass sie in die Box verbracht werden konnten. Die vierte
bzw. flinfte Blutentnahme erfolgte am Morgen nach der Narkose um 9.00 Uhr in der Box des
Pferdes. Dies wurde als ndchster Entnahmezeitpunkt gewdhlt, um herauszufinden, inwieweit
sich Werte, die nach der Operation verdndert waren, wieder normalisiert hatten. Vier Tage
nach der Operation wurde den Pferden das letzte Mal Blut entnommen, um zu sehen, ob
gegebenenfalls zuvor verdnderte Blutparameter wieder auf ihren urspriinglichen Wert

zuriickgegangen waren.

Bei den Pferden, die in der Uniklinik stationidr behandelt, aber nicht operiert wurden,
erfolgten Blutabnahmen am ersten und dritten Tag sowie einen Tag vor Abholung. Bei
Patienten, die lange Zeit in der Klinik behandelt worden waren, wurde zwischendurch noch

mindestens einmal Blut entnommen, um den Verlauf besser beurteilen zu konnen.
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Tab. 3.5: Plan der Probenentnahme bei den Pferden, die in der Klinik operiert wurden, und solchen, die nicht operiert

wurden. (LZ = Leukozyten, HKT = Héamatokrit; GE = Gesamteiweil}; PaO,vends, PaCO,vends

Kohlendioxid-Partialdruck im vendsen Blut)

Sauerstoff- bzw.

Zeitpunkt

LZ

HKT

GE

Laktat

Radikale

PaO,venos

PaCO,venos

pH-
Wert

Glukose

Kortisol

IgA
(Kot)

Pferde,
die
operiert

wurden

Am ersten
Morgen um 9.00
Uhr nach der

Einlieferung

Am Tag der
Narkose um 9.00
Uhr

Unmittelbar  vor
der

Narkoseeinleitung

Nach der
Aufstehphase

1 Tag nach der
OP am Morgen
um 9.00 Uhr

4 Tage nach der
OP am Morgen
um 9.00 Uhr

Pferde,
die
nicht
operiert

wurden

Am ersten
Morgen um 9.00
Uhr nach der

Einlieferung

3 Tage danach
um 9.00 Uhr

Am Tag vor der
Entlassung  um

9.00 Uhr
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3.2.4.3 Versuchsablauf

Um die beschriebenen Parameter (s. Kap. 3.2.4.5) zu bestimmen, wurde den Pferden in
bestimmten Abstéinden Blut aus der Jugularvene oder anderen geeigneten Venen [Bauchvenen
(V. epigastrica cranialis superficialis, V. thoracica superficialis), Beinvene (V. cephalica),
Venenplexus am Kopf (Sinus v. transversae faciei, Sinus v. profundae faciei)] entnommen
und untersucht. Dabei wurde darauf geachtet, die Pferde bei der Blutentnahme moglichst
nicht zu stressen, d.h. die Proben wurden in der Box am Halfter ohne jegliche

Zwangsmafinahmen gewonnen.

3.2.4.4 Handhabung der Blutproben

Die Blutproben wurden in der Regel aus der V. jugularis externa nach Hautdesinfektion mit
SEPTODERM Hautdesinfektionsmittel (Dr. Schumacher GmbH) entnommen. Nach Stauung
der V. jugularis durch Druck mit dem Finger im mittleren Drittel des Halses erfolgte eine
Punktion der Vene mit einer sterilen Einmalinjektionskaniile (BD Microlance 3, 18 G 2", 1,2
x 50 mm, bei kleineren Pferden/Ponys wurden Kaniilen der Grofle 20 G 1 4", 0,9 x 40 mm
verwendet). Das gewonnene Blut wurde innerhalb von fiinf Minuten in das klinikeigene
Labor verbracht und dort verarbeitet. Zur weiteren Verwertung des Blutes wurden EDTA-,
Serum- und Glukose-Rohrchen (alle von der Firma SARSTEDT) befiillt, sowie natives Blut
direkt aus der Spritze verwendet. Die Glukose-, Kortisol- und Laktatmessungen fanden im
Labor der I. Medizinischen Tierklinik der LMU statt.

Zur Gewinnung des Plasmas wurde das Blut fiir zehn Minuten bei 6000 U/Min zentrifugiert

und anschlieBend in die vorbereiteten und beschrifteten Eppendorf-Cups pipettiert.

Tab. 3.6: Die fiir die Bestimmung der verschiedenen Blutparameter verwendeten Probegefifie

Parameter Verwendete Probegefilie

Laktat Glukose-Rohrchen

Freie Sauerstoffradikale Nativblut

Glukose Serum-Rohrchen
Kortisol Serum-Rohrchen
Blutgase Nativblut (heparinisierte Kapillaren)

Rotes und Weiles Blutbild | EDTA-Blut
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3.2.4.5 Untersuchung des Blutbildes

3.2.4.5.1 Bestimmung mit Hilfe eines Automaten

Blutbilder wurden bei jeder Blutentnahme bestimmt. Die EDTA-Blutproben wurden in einem
,Cell-Dyn“-Automaten (3500R, Fa. ABBOTT Diagnostics, Wiesbaden-Delkenheim) der I.
Medizinischen Tierklinik der LMU Miinchen untersucht. In diesem Automaten wurden
folgende Parameter bestimmt bzw. berechnet:

Gesamt-Leukozyten, Lymphozyten, neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten,
basophile Granulozyten, Monozyten, Erythrozyten, H&matokrit, mittleres Erythrozyten-
volumen (MCV), mittlerer Hémoglobingehalt der Einzelerythrozyten (MCH), mittlere
Himoglobinkonzentration der Erythrozyten (MCHC) und Thrombozyten.

Bei Notféllen wurde der Leukozytengehalt mit dem ,,Celltac alpha® (Fa. NITHON KOHDEN)
aus der Chirurgischen Kleintierklinik bestimmt. Bei den ersten zehn Patienten wurden
parallel Messungen an beiden Gerdten durchgefiihrt, und festgestellt, dass beide Gerite

anndhernd gleiche Ergebnisse lieferten.

Der Referenzbereich fiir die Gesamt-Leukozyten liegt beim Pferd zwischen 5 und 10 G/l
(bzw. 5000 und 10000 Leukozyten pro pl Blut) (DVG 1982).

3.2.4.5.2 Manuelle Auswertung des Differentialblutbilds

Zur Untersuchung des Differentialblutbilds wurde den EDTA-ROhrchen mittels Pipette
Vollblut entnommen, ein Tropfen Blut auf einen Objekttrager iiberfiihrt, ausgestrichen und
luftgetrocknet. Die Blutausstriche wurden mit der Farbung nach Pappenheim gefiarbt. Dies
erfolgte direkt im Anschluss an die Blutentnahme im Labor der I. Medizinischen Tierklinik
der LMU Miinchen. Die Ausstriche wurden bei 1000-facher Vergroflerung unter Verwendung
von Immersionsdl mikroskopisch ausgewertet.

Bei den Proben, die am Wochenende ins Labor verbracht wurden, wurden die Rohrchen

einige Tage ,,gerollt” und das Differentialblutbild am darauf folgenden Montag bestimmt.
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3.2.4.5.3 Manuelle Himatokritbestimmung

Der physiologische Bereich fiir Pferde liegt nach Angaben von KRAFT und DURR (1999)
bei 0,28 bis 0,38 1/1 (bzw. 28 bis 38 Prozent).

Die Untersuchung des Hématokritwertes erfolgte zusidtzlich manuell mittels
Vollblutentnahme aus einem EDTA-R6hrchen. Das Vollblut wurde in Himatokrit-Kapillaren
(Fa. BRAND) gefiillt, welche an einem Ende mit Versiegelungskitt (Fa. BRAND) ver-
schlossen und bei 10000 Umdrehungen pro Min {iiber einen Zeitraum von acht Minuten
zentrifugiert wurden (,,Haematokrit 24“, Fa. HETTICH). Die Ablesung erfolgte manuell mit

Hilfe einer Auswerteskala.

3.2.4.5.4 Gesamteiweil}

Fiir die Bestimmung des Gesamteiweifligehalts stand ein handgehaltenes Refraktometer (Fa.
EICKEMEYER) zur Verfiigung.

Der von ROBINSON (2003) angegebene Referenzbereich liegt bei 55-75 g/l (bzw. 5,5-7,5
g/dl).

3.2.4.6 Klinisch-chemische Untersuchungen des Blutes

3.2.4.6.1 Kortisol

Im Rahmen von Voruntersuchungen sollte herausgefunden werden, ob bei den Klinikpferden,
wie von IRVINE und ALEXANDER (1987) festgestellt, ein Aussetzen des zirkadianen
Rhythmus, dem Pferde in ihrer normalen Umgebung unterliegen, stattgefunden hatte. Deshalb
wurde sowohl sieben ausgewéhlten Patienten als auch den Pferden der Kontrollgruppe
dreimal tédglich Blut (jeweils morgens um 9.00 Uhr, nachmittags um 14.00 Uhr und abends

um 20.00 Uhr) zur Bestimmung der Kortisolkonzentration abgenommen.

Die Kortisolwerte wurden mit Hilfe von dem Gerit ,,Elecsys 1010 (Fa. ROCHE Diagnostics
GmbH, Mannheim) in der I. Medizinischen Tierklinik der LMU aus Serumproben ermittelt.
Fiir die Kortisolanalyse eignen sich Plasma wie auch Serum, und es spielt keine Rolle, ob
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EDTA oder Heparin als Antikoagulantien zugesetzt werden. Hingegen sollte die Probe nach
der Blutentnahme moglichst rasch zentrifugiert werden, da nach mehrstiindiger Lagerung von
EDTA-BIlut ohne Zentrifugation mit einem Kortisolverlust gerechnet werden muss. Es ist zu
beachten, dass bei allen gebrduchlichen Methoden das gesamte Plasmakortisol, das heifit

sowohl freies als auch an Protein (CBG, Albumin) gebundenes Kortisol gemessen wird

(DOCKE 1994).

Als Standardwerte fiirs Pferd gibt DOCKE (1994) in seinen Untersuchungen einen Bereich
von 50 bis 190 nmol/l an. In dem Labor der I. Medizinischen Tierklinik der LMU Miinchen

liegt der Referenzwert bei bis zu 230 nmol/l.

3.2.4.6.2 Glukose

Beim niichternen Pferd bewegen sich die Serum-Glukosekonzentrationen zwischen 60 und 90
mg/dl (JACOBS und BOLTON 1982), andere Autoren gehen davon aus, dass der Serum-
Glukose-Referenzbereich beim Pferd zwischen 4,4 und 6,7 mmol/l (bzw. 80 und 120 mg/dl )
liegt (KRAFT und DURR 1999).

KRAFT und DURR (1999) stellten in Untersuchungen fest, dass die in Serum (Plasma)
gemessene Glukose immer hoher ist als im Vollblut. Die als Referenzbereich angegebenen
Werte wurden fiir Serum ermittelt und in dieser Studie wurde die Glukose auch ausschlielich
aus Serum bestimmt. Dadurch erhielt man vergleichbare Werte. Die Glukosekonzentrationen
wurden im ,,Hitachi 911 (Fa. ROCHE Diagnostics GmbH, Mannheim) der 1. Medizinischen

Tierklinik gemessen.

Bei den sieben Pferden, denen mehrmals tiglich Blut zur Bestimmung von Kortisol
abgenommen wurde, wurde ebenfalls die Glukosekonzentration bestimmt. Dadurch sollte ein
zirkadianer Glukoserhythmus ausgeschlossen werden, liber den EVANS und Mitarbeiter

(1974) berichtet hatten.
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3.2.4.6.3 Laktat

Fiir die Laktatmessung wurden ebenfalls die Glukose-Rohrchen verwendet. Die Messung
erfolgte aus dem Plasma mit dem ,,Hitachi 911 (Fa. ROCHE Diagnostics GmbH, Mannheim)
der I. Medizinischen Tierklinik. An Wochenenden und bei Notfillen wurde die Laktat-
konzentration aus dem Vollblut bestimmt und das klinikeigene Laktatmessgerit ,,Photometer

LP 20 verwendet.

Da die Erythrozyten selbst Laktat produzieren, ist es sehr wichtig, Laktat sofort nach der
Probennahme zu messen, oder das Blut umgehend zu zentrifugieren, um Plasma zu erhalten.
Allerdings wird dann die Laktatkonzentration im Plasma und nicht im Blut gemessen. Dies
fithrt zu unterschiedlichen Werten, hat aber keine praktische Bedeutung, so lange man sich an
die Art des Materials hilt. Im Allgemeinen sind die gemessenen Werte im Plasma etwas

hoher als im Blut (LINDNER 1997).

Um die im Notfall in der Klinik fiir Pferde aus Vollblut gemessenen Werte mit den im Plasma
gemessenen Werten zu vergleichen, wurden einige Proben parallel bearbeitet. Dabei konnte
kein Unterschied festgestellt werden.

Der Referenzbereich wird in der I. Medizinischen Tierklinik mit bis zu 0,9 mmol/l angegeben.

3.2.4.6.4 Untersuchungen zur Beurteilung des oxidativen Stresses

Um die Radikalbelastung der Patienten herauszufinden, wurde den Pferden Nativblut
entnommen, in welchem sofort mit Hilfe des FORM-Photometers die Radikalkonzentration

gemessen wurde. Die Tests wurden nach Herstelleranleitung durchgefiihrt (siehe 3.2.4.6.5).

3.2.4.6.5 Messung der Freien Sauerstoffradikale mit dem FORM-Photometer

Die Messung der freien Radikale (FR) im Blut der Versuchstiere erfolgte mit dem FORM-
Photometer. Derzeit ist der d-ROMs-Test der einzige Test, mit dem Wasserstoft-

peroxidkonzentrationen sowohl in biologischen als auch in nicht biologischen Proben
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bestimmt werden konnen. LEKEUX stellte 2006 in einem Vortrag fest, dass das FORM-
Photometer an sich eine geeignete Methode darstellt, um oxidativen Stress beim Pferd zu

messen. Manchmal kommt es allerdings zu falsch-positiven/falsch-negativen Ergebnissen.

Das Testprinzip wurde durch FENTON (1894) entdeckt und durch HABER und WEISS
(1932) weiterentwickelt. Die Forscher fanden heraus, dass ein Peroxid in Gegenwart eines
Ubergangsmetalls, welches als Katalysator wirkt, durch folgende Reaktion freie Radikale

hervorbringt:

Fe? + ROOH > Fe*" +RO + OH

Das bedeutet, dass zweiwertiges Eisen mit dem Hydroperoxid reagiert, wobei dreiwertiges
Eisen und das Alkoxylradikal (RO) freigesetzt werden.
Das dreiwertige Eisen reagiert mit dem Hydroperoxid (ROOH) und fiihrt zur Freisetzung von

zweiwertigem Eisen und dem Peroxidradikal.

Fe** + ROOH > Fe? + ROO + H'

Freie Radikale (FR) konnen minimalinvasiv mit nur einem Tropfen Blut (20 pl) in wenigen
Minuten bestimmt werden. Die Methode beruht auf der Tatsache, dass Peroxide, wie sie bei
der Oxidation von Fettsduren (,,Lipidperoxidation®) als Zwischenprodukte entstehen, in
Gegenwart von nicht-proteingebundenen Ubergangsmetallen hochaggressive Hydroxyl-
radikale bilden. Diese Reaktionsprodukte werden {iiber einen Farbstoff (N,N-Diethyl-
paraphenylendiamin, das so genannte ,,Chromogen® mit einem pH-Wert von 4,8) sichtbar
gemacht und photometrisch ausgewertet. Das heilit, mit Hilfe eines neutralisierenden
Molekiils, das sich farbt, wenn es mit Radikalen in Beriihrung kommt (und diese dabei in
stabile Tonen umwandelt), wird eine photometrische Messung ermoglicht. Die entstehende
Féarbung wird auf die Bildung des kationischen Aminradikals zuriickgefiihrt, das sich bei
Anwesenheit von Alkoxy- und Peroxygruppen bildet. Diese leiten sich aus der Reaktion der
Peroxide in Anwesenheit von zwei- und dreiwertigen Eisen-lonen her. Durch
spektralphotometrische Messungen wird die Intensititszunahme der roten Farbe ermittelt

(ALBERTI et al. 2000).

Der oxidative Stress oder vielmehr die Intensitit der Reaktion wird in wasserstoffperoxid-
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dquivalenten Termen, den Carratelli-Einheiten (Carr. Units) ausgedriickt, wobei 1 Carr. Unit 8

mg H»O,/1 entspricht.

Hydroperoxide (ROOH) stellen ein Zwischenprodukt im Rahmen der Lipidperoxidation dar,
welches in der Reaktionsfolge vor der Bildung von Malondialdehyd (Ende des
Abbauprozesses) auftritt. Da die Hydroperoxide in den Zellen freigesetzt werden, sind sie in
biologischen Fliissigkeiten zu finden und konnen als stabiler Indikator fiir den oxidativen

Stress bestimmt werden (CESARONE et al. 1999).

3.2.4.6.6 Blutgase

Die Blutgaswerte wurden aus vendosem EDTA-Blut mit dem Gerédt ,NPT 7 Series” (Fa.
RADIOMETER COPENHAGEN) bestimmt.

Als Parameter wurden der pH-Wert, der PaO, (Sauerstoffpartialdruck) und der PaCO,
(Kohlendioxidpartialdruck) untersucht, um herauszufinden, ob sie charakteristische Ver-

dnderungen zeigten.

3.2.4.6.7 Zylexis® und Dosierung des Paramunititsinducers

Bei den Pferden, die in die Zylexis®-Studie einbezogen wurden, handelte es sich um Pferde,
die an ERU erkrankt waren, ohne dass sie sich zu dem Zeitpunkt des Klinikaufenthalts in
einem akuten Entziindungs-Schub befanden. Sie wurden deshalb nur mit den Pferden
verglichen, die bei Einlieferung ebenfalls keinen akuten Schub hatten, da die Krankheit im
akuten Schub sehr schmerzhaft sein kann und deshalb die Werte hitten verfédlscht werden
konnen.

Zwei bis drei Injektionen je einer Dosis werden laut Hersteller fiir jedes Tier empfohlen als

Unterstlitzung in der Vorbeugung von infektidsen oder Stress-induzierten Erkrankungen.

| Tag 0 | Tag2 | Tag4

«—Zeitraum des erwarteten Stresses—

Abb. 3.1: Anwendungsintervalle von Zylexis® laut Herstellerbeschreibung in Erwartung eines mit Stress einhergehenden

Zeitraums.
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Falls das erwartete Auftreten des Hauptinfektionsdruckes innerhalb einer Woche nach der
ersten Injektion liegt, sollten zwei oder drei Dosen in 48-Stunden-Intervallen (Tag 0, Tag 2
und Tag 4) gegeben werden.

Als Unterstiitzung bei der Vorbeugung von Stress-induzierten Erkrankungen wird die erste
Dosis vorzugsweise drei bis einen Tag/e vor der moglichen Infektion oder dem erwarteten

Stress-Ereignis verabreicht.

Die Pferde in dieser Studie erhielten jeweils 2 ml Zylexis® vier und einen Tag vor dem
erwarteten Stressor (Operation).

Als Anwendungsgebiet wird in der Herstellerbeschreibung unter anderem auch Stress (z.B.
Klinikaufenthalt, chirurgische Eingriffe) angegeben. Damit war die Art der Anwendung in

dieser Studie in dem vom Hersteller vorgesehenen Rahmen.

3.3 Hypothesen

3.3.1 Arbeitshypothese der vorliegenden Arbeit

Die Pferde in der Klinik zeigen signifikante Erh6hungen der Stressparameter nach Transport
und Operation, gekoppelt mit einem Abfall des IgA-Gehalts im Kot. Somit sind sie nach
diesen Stressperioden anfilliger fiir opportunistische Infektionen, wie beispielsweise

Enteritiden.

3.3.2 Nullhypothese der vorliegenden Arbeit

Die Pferde in der Klinik zeigen im Vergleich mit der Kontrollgruppe keine Verdnderungen

der Blutparameter, sind somit auch nicht ,,mehr gestresst.

3.4 Statistische Analyse und Darstellung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von dem Programm SPSS fiir Windows
Version 11.5. Fiir die Vergleiche der Mittelwerte und zur Berechnung der Signifikanzen
wurden bei normalverteilten Werten T-Tests, fiir gepaarte oder unabhédngige Stichproben
Mann-Whitney-Tests, Kruskal-Wallis-Tests, Levene-Tests oder Wilcoxon-Tests verwendet.
Korrelationen wurden nach Pearson oder nach Spearman durchgefiihrt.
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Das Signifikanzniveau wurde wie folgt festgelegt:

p>0,05 nicht signifikant
p <0,05 signifikant

p <0,01 hochsignifikant
p <0,001 hochstsignifikant

Graphiken wurden mit Hilfe von SPSS und EXCEL 2003 erstellt. Zur Berechnung einiger
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden ebenfalls diese beiden Programme

verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuch

4.1.1 Kotprobenentnahme zur Bestimmung der IgA-Konzentration

Der Kot wurde im Rahmen des Vorversuchs auf unterschiedliche Art und Weise im ELISA
ausgewertet, um zu sehen, ob es bereits Schwankungen zwischen den verschiedenen Stellen
des Kothaufens, zwischen den unterschiedlichen Kothaufen desselben Tages oder grofle
Differenzen zwischen den einzelnen Pferden gibt. Des Weiteren wurde untersucht, ob
verschiedene Einfrierperioden einen Einfluss auf die [gA-Konzentration hatten.

Die Ergebnisse werden in optischer Dichte, bestimmt in einem Photometer bei 450 nm,

angegeben (ODas).

4.1.1.1 Untersuchungen zu den verschiedenen Entnahmestellen

Tab. 4.1: Verschiedene Kot-Entnahmestellen innerhalb eines Kothaufens fiir die Bestimmung des IgA-Gehalts (in ODysg)

Pferd 1 (11’1 OD450)

Pferd 2 (11’1 OD450)

Pferd 3 (11’1 OD450)

Pferd 4 (11’1 OD450)

Rand links | 0,27 0,30 0,48 0,33
Mitte 0,28 0,31 0,47 0,32
Rand rechts | 0,28 0,29 0,47 0,35

Es konnte festgestellt werden, dass weder die verschiedenen Entnahmestellen innerhalb eines
Kothaufens (siche Tab. 4.1) noch Proben unterschiedlicher Zeitpunkte eines Tages differente
Werte aufwiesen. Abweichungen zeigten sich nur bei nicht frischen Kotproben z.B. aus der
vorangegangenen Nacht. Diese wiesen etwas niedrigere IgA-Konzentrationen auf, als die

frischen Kotproben.

4.1.1.2 Einfluss der Einfrierperiode auf den IgA-Gehalt im Kot

Auch die Einfrierdauer hatte keinen Einfluss auf die IgA-Konzentrationen im untersuchten
Kot. Die Werte blieben dabei auch wihrend lédngerer Einfrierperioden konstant. Selbst

Lagerungszeiten von zwei oder drei Wochen, sowie ganz frische Verarbeitung ohne
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vorheriges Einfrieren verdnderten die IgA-Konzentration gegeniiber der Verarbeitung nach

einigen Tagen oder einer Woche nicht.

4.1.1.3 Ermittlung eines Normwerts fiir die IgA-Konzentration im Kot von

Pferden anhand der Kontrollgruppe
In der Kontrollgruppe wurde insgesamt der Kot von elf Pferden untersucht (n = 11). Die

mittlere [gA-Konzentration im Kot der Kontrollgruppen-Pferde betrug 0,30 ODyso (=5 0,11).
Dabei zeigte Pferd Nr. 11 die hdchsten Werte mit im Mittel 0,57 ODuys (siche Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Die Kot-IgA-Konzentrationen im Kot der Pferde aus der Kontrollgruppe (gemessen in ODysq)

Pferd Nr. | Probe 1 (in ODys¢) | Probe 2 (in ODyso) | Probe 3 (in ODyso) | Mittelwert (in ODys()
K1 0,39 0,31 0,33 0,34
K2 0,25 0,22 0,25 024
K3 0,31 0,24 0,40 0,32
K4 0,22 0,25 0,25 0,24
K5 0,25 0,26 0,27 0,26
K6 0,41 0,55 0,51 0,49
K7 0,34 0,32 0,36 0,34
K8 0,30 0,30 0,31 0,30
K9 0,29 0,23 0,22 0,24
K10 0,23 0,25 0,24 0,24
K11 0,47 0,59 0,64 0,57

4.1.1.4 Durchfiihrung des ELISA mit anderen Sekreten

Der ELISA wurde ebenso mit Speichel und Trinenfliissigkeit durchgefiihrt. In diesen
Sekreten waren ungleich hohere IgA-Konzentrationen messbar. Die Schwankungen verliefen
parallel zu den IgA-Konzentrationen im Pferdekot. Der IgA-Gehalt in Speichel und
Tréanenfliissigkeit stieg aber nach dem Transport nicht so rapide an und war nach den
Operationen nicht so stark erniedrigt wie im Kot und unterlag somit geringeren

Schwankungen.
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4.1.2 Untersuchungen zum zirkadianen Rhythmus der Kortisolkonzentration

Da gepriift werden sollte, ob es bei den in der Klinik eingestellten Pferden einen zirkadianen
Rhythmus in der Kortisolsekretion gibt, wurde insgesamt sieben Pferden zu Beginn der Studie
jeweils morgens (9.00 Uhr), nachmittags (14.00 Uhr) und abends (20.00 Uhr) Blut
entnommen und die Kortisolkonzentrationen im Serum bestimmt. Es zeigte sich bei allen drei

Entnahmen ein anndhernd konstanter Wert (siche Abb. 4.1).

300

250

200

o morgens

150 — @ mittags

O abends

Kortisol nmol/l

100 +—

Pferd Nr. 1 Pferd Nr. 2 Pferd Nr. 3 Pferd Nr. 4 Pferd Nr. 7 Pferd Nr.13 Pferd Nr. 14
Pferde

Abb. 4.1: Test zur zirkadianen Rhythmik des Kortisols bei in der Klinik eingestellten Pferden, Darstellung der Werte
morgens um 9.00 Uhr, nachmittags um 14.00 Uhr und abends um 20.00 Uhr.

4.1.3 Ergebnisse der Blut- und Kotuntersuchungen der Kontrollgruppe (n = 14)

Damit herausgefunden werden konnte, ob es auch bei Pferden, die konstant in ihrem
Heimatstall stehen, eine Verdnderung oder Schwankung der Blutparameter und IgA-
Konzentrationen im Kot gibt, wurde den Kontrolltieren ebenfalls Blut und Kot in definierten
Abstdnden entnommen (siche Kap. 3.2.3.1).

Dabei wurde festgestellt, dass die Kot-IgA-Konzentrationen immer im gleichen Bereich
blieben [(X= 0,30 OD4s0, s == 0,11; n = 11)] (siche Abb. 4.2) und nicht so stark schwankten
wie bei den in der Klinik eingestellten Pferden (siche Abb. 4.9).

76



Ergebnisse

—— Pferd Nr.K1
—=— Pferd Nr.K2
Pferd Nr.K3
- Pferd Nr.K4
- Pferd Nr.K5
—=— Pferd Nr.K6
—+— Pferd Nr.K7
—— Pferd Nr.K8
-~ Pferd Nr.K9
Pferd Nr.K10
Pferd Nr.K11

IgA (OD 450)

1 2 3
Tage

Abb. 4.2: Die [gA-Konzentrationen im Kot bei den Kontrollpferden an Tag 1, 3 und 7 jeweils morgens um 9.00 Uhr

(gemessen in ODys¢)

Die Kortisolwerte im Serum unterlagen bei den Kontrollpferden einem zirkadianen Rhythmus

mit morgens hoheren Werten (siche Abb. 4.3).

o morgens
| mittags

O abends

Kortisol nmol/l

K1 K2 K3 K4 K5 Ké K7 K8 K9 K10 K11 K12 K13 K14
Kontrollpferde

Abb. 4.3: Kortisolkonzentrationen bei den Kontrollpferden morgens um 9.00 Uhr, mittags um 14.00 Uhr und abends um
20.00 Uhr (in nmol/1).
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Die Blutwerte dieser gesunden, nicht transportierten Kontrollgruppe wurden im folgenden mit
den gesunden, transportierten Pferden verglichen, das heilit, Pferden, die beispielsweise fiir
Kastrationen oder Kopper-Operationen in die Klinik eingeliefert wurden.

Dadurch bestand die Mdglichkeit, festzustellen, inwieweit Hidmatokrit, Gesamteiweil3,
Leukozyten, das N:L-Verhiltnis, Kortisol, Glukose, Laktat und die physiologischen Para-

meter bereits durch den Transport in die Klinik beeinflusst wurden.

4.2 Hauptversuch

4.2.1 Klinische Parameter

Bei allen Pferden, die in die Klinik fiir Pferde eingeliefert wurden, wurden im Zuge der
Eingangs-Allgemeinuntersuchung verschiedene klinische Parameter bestimmt.

Zu ihnen gehorten die Korpertemperatur, Herzfrequenz und Atemfrequenz.

Bei der subjektiven Beurteilung der Schmerzen (,,Grad der Schmerzen®) fiel auf, dass die

Temperatur signifikant mit dem Schmerzgrad angestiegen war (siche Abb. 4.4).

40,04

38,04
Grad 3 zu 4: p = 0,050

Grad 2 zu 4: p = 0,008

Korpertemperatur bei Einlieferung (°C)

Grad 1zu 3: p = 0,026

38,04

T T T T T
1 2 3 4 S

Grad der Schmerzen

Abb. 4.4: Der Zusammenhang zwischen der Korpertemperatur und dem Grad der Schmerzen bei Einlieferung.
Signifikant sind die in der Graphik angegebenen Temperaturanstiege.
Rot unterlegt: Der Referenzbereich der Korpertemperatur beim Pferd nach WISSDOREF et al. (2002).

Angegeben in der Graphik sind die jeweiligen Medianwerte und die Minimum- und Maximumwerte der Pferde.
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Demzufolge hatten Pferde mit stirkeren Schmerzen auch hohere Korpertemperaturen als
Pferde, die weniger/keine Schmerzen hatten. Die Temperatur stieg bei den Pferden mit sehr
groBen Schmerzen (Schmerzgrad 5: X = 39,0°C; s = + 0,42; n = 3) um mehr als 1°C an im
Vergleich mit den Pferden ohne Schmerzen (Schmerzgrad 1: X = 37,8°C; s =+ 0,26;

n =55). Dieser Anstieg war hochstsignifikant (p < 0,001).

Die Pferde mit dem Schmerzgrad 4 (n = 9) wiesen im Mittel eine Temperatur von

X =38,4°C (s = = 0,87) auf.

Des Weiteren zeigten die Pferde allein durch den Transport hochsignifikante Anstiege dieser

klinischen Parameter (T-Test) (siche Tab. 4.3).

Tab. 4.3: Verinderung der klinischen Parameter durch den Transport in die Klinik (n = Anzahl der Probanden; X =
Mittelwert; s = Standardabweichung).

Kontrollgruppe Gesunde Pferde nach Transport
(n=14) (n=33)
Signifikanz | Mittelwert | Standardabweichung | Mittelwert Standardabweichung

(X) ) (X) )

Temperatur (°C) p=0,005 37,5 0,3 37,7 0,3

Atemfrequenz p=10,007 12 2,3 16 7,1

(Atemziige/Min)

Herzfrequenz p=10,002 33 3,7 39 8,0

(Schlige/Min)

Auch wenn man die Pferde anhand des AusmaBles der Storung des Allgemeinbefindens
einteilte, fiel auf, dass die Pferde mit einer hochgradigen Storung des Allgemeinbefindens
deutlich hohere Korpertemperaturen, Atemziige pro Minute und Herzschlige pro Minute
aufwiesen, als die Pferde mit einer geringen Storung des Allgemeinbefindens (siche Abb. 4.5;

4.6; 4.7).
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Abb. 4.5: Der Zusammenhang zwischen der Korpertemperatur (°C) und dem Ausmal der Stérung des Allgemeinbefindens
bei transportierten und nicht transportierten Pferden.

Angegeben in der Graphik sind die jeweiligen Medianwerte und die Minimum- und Maximumwerte der Pferde.
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Abb. 4.6: Zusammenhang zwischen der Herzfrequenz (Schldge/Min) und dem Ausmal} der Stérung des Allgemeinbefindens
bei transportierten und nicht transportierten Pferden.

Rot unterlegt: Referenzbereich der Herzfrequenz beim Pferd nach DIETZ und HUSKAMP (1999) und WISSDOREF et al.

(2002). Angegeben in der Graphik sind die jeweiligen Medianwerte und die Minimum- und Maximumwerte der Pferde.
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Abb. 4.7: Zusammenhang zwischen der Atemfrequenz (Atemziige/Min) und dem Ausmall der Stérung des
Allgemeinbefindens bei transportierten und nicht transportierten Pferden.
Rot unterlegt: Referenzbereich der Atemfrequenz beim Pferd nach WISSDOREF et al. (2002).

Angegeben in der Graphik sind die jeweiligen Medianwerte und die Minimum- und Maximumwerte der Pferde.

Die Erhohung der Herzfrequenz verhielt sich bei Betrachtung der verschiedenen
Schmerzgrade dhnlich wie bei der Storung des Allgemeinbefindens. Je stirkere Schmerzen

ein Pferd hatte, umso hoher lag die Herzfrequenz (siehe Abb. 4.8).

Dabei hatten die Pferde, die wenig/gar keine Schmerzen zeigten (n = 33), eine Herzfrequenz
von im Mittel 38 Schldgen pro Minute, wihrend die Pferde mit sehr starken Schmerzen (n =

23) im Mittel 74 Schldge pro Minute, also fast doppelt so viele, aufwiesen.

Bei den Pferden mit wenig/gar keinen Schmerzen schwankte die Frequenz sehr stark, da

einige durch Aufregung erhohte Frequenzen aufwiesen.
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Abb. 4.8: Zusammenhang zwischen der Herzfrequenz (Schlédge/Min) und dem Grad der Schmerzen bei Einlieferung.

Rot unterlegt: Referenzbereich der Herzfrequenz beim Pferd nach DIETZ und HUSKAMP (1999) und WISSDOREF et al.

(2002).

Angegeben in der Graphik sind die jeweiligen Medianwerte und die Minimum- und Maximumwerte der Pferde.

Die Atemfrequenz erhdhte sich bei den Pferden mit sehr starken Schmerzen (n = 3) um etwa

das Doppelte gegeniiber den Pferden ohne Schmerzen (n = 33). Mit im Mittel 34 Atem-
ziigen/Minute lagen diese Pferde deutlich iiber dem fiir Pferde von DIETZ und HUSKAMP
(1999) sowie WISSDORF und Mitarbeitern (2002) angegebenen Referenzbereich von 8 bis

16 Atemziigen/Minute. Der Parameter wies bei den Pferden mit wenigen bis leichten

Schmerzen starke Variationen auf, da darunter auch die Pferde mit den schweren

respiratorischen Erkrankungen zu finden waren (Pferd Nr. 84, Pferd Nr. 17, siehe Tab. im

Anhang), die bei der Schmerzkategorisierung in die niedrigen Grade eingeteilt wurden (siche

Tab. 4.4).

Tab. 4.4: Atemfrequenzen in Abhingigkeit von dem Grad der Schmerzen (n = Anzahl der Probanden; X = Mittelwert; s =

Standardabweichung).

Mittelwert ( X) Standardabweichung (s)
Schmerzgrad 1 (n = 33) 16 Atemziige/Min 6,6
Schmerzgrad 5 (n =3) 34 Atemziige/Min 9,2
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4.2.2 Charakter der Pferde

Bei den gesunden, transportierten Pferden gab es einige Unterschiede zwischen der Gruppe
mit einem subjektiv beurteilten ,,ruhigen, gelassenen Naturell“ und denen, die eher dem
,hervosen, sensiblen Typ*“ entsprachen. Bei den nervosen Pferden wurden hohere
Kortisolkonzentrationen im Serum und ein groBerer Quotient des Verhéltnisses der
neutrophilen Granulozyten zu den Lymphozyten ermittelt. Dabei war aber nur die Differenz
der Kortisolkonzentration statistisch signifikant (Levene-Test, p = 0,016).

Der Glukosegehalt im Serum und die IgA-Konzentrationen im Kot waren bei den Pferden mit

dem nervosen Naturell dahingegen niedriger (siche Tab. 4.5).

Tab. 4.5: Vergleich der Glukose- und Kortisolkonzentrationen im Serum sowie des Verhéltnisses der neutrophilen
Granulozyten zu den Lymphozyten und des IgA-Gehaltes im Kot von Pferden verschiedenen Charakters (T-Test).

(n = Anzahl der Probanden; X = Mittelwert; s = Standardabweichung)

Ruhiges Naturell Nervoses Naturell Signifikanz
(n=18), (X £5) (n=15), (X £5) (Levene-Test)
Glukose Tag 1 6,1 mmol/l £s 1,2 6,0 mmol/l £s 1,2 p=0,984
Kortisol Tag 1 132,1 nmol/l £ s 46,1 195,7 nmol/l £s91,3 p=0,016
IgA Tag 1 0,32 ODys50£s 0,18 0,27 ODys50 =5 0,11 p=0,303
Verhiiltnis neutrophiler 2,7+s1,3 29+s5 p=0,447
Granulozyten zu Lymphozyten

4.2.3 IgA-Gehalt im Kot

Bei der Bestimmung des IgA-Gehalts im Kot wurde ein Abfall der lokalen IgA-Konzentration
in den ersten Tagen nach dem Stressor (beispielsweise Operation) mit anschlieBendem
Wiederanstieg erwartet. Es zeigte sich, dass dieses Phdnomen nach der Operation auch eintrat,
die lokale Immunglobulinkonzentration bei den meisten Pferden wihrend der ersten Tage in

der Klinik aber zunichst anstieg.

Nach dem Transport entsprach die I[gA-Konzentration bei den gesund eingelieferten Pferden
anndhernd der der Kontrollpferde (gesunde, transportierte Pferde: X = 0,33 ODys0, s =+ 0,20;
n = 18; Kontrollpferde: X =0,31 ODy4s, s =+ 0,08, n = 11) [T-Test, p=0,707].
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Die IgA-Konzentration im Kot stieg zundchst im Anschluss an den Transport (siche Abb.
4.9). Der Anstieg auf X = 0,53 ODys (s = + 0,14; n = 12) war bei allen Pferden, die fiir
leichte Operationen vorgesehen waren, hochsignifikant (T-Test, p = 0,008).

MigA 1
WA 2
1,50 [CJiga3
1,254
1,00
3
0,75
(m]
)
<
D 050+
0,25 *
0,00

T T
gesund, kein Transport gesund, Transport
(n=11) (n=18)

Abb. 4.9: Der IgA-Gehalt im Kot bei Pferden, die ein ungestortes Allgemeinbefinden hatten und transportiert bzw. nicht
transportiert wurden. Bei den Pferden, die in die Klinik transportiert wurden, wurde am Tag der Einlieferung, einen Tag
danach und am Tag vor der Operation Kot entnommen (bzw. gleiche Abstinde bei den nicht transportierten Pferden der
Kontrollgruppe) (Mann-Whitney-Test).

Angegeben in der Graphik sind die jeweiligen Medianwerte und die Minimum- und Maximumwerte der Pferde.

Einen Tag nach leichten Operationen wiesen die Pferde mit X =0,19 ODysp £ s 0,09 (n = 34)
deutlich niedrigere Werte als vor der Operation auf. Nach drei Tagen stiegen die Werte

wieder auf X =0,44 ODyso £ s 0,28 (n = 30) (siche Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Der Kot-IgA-Gehalt im Verlauf der verschiedenen Operationen (gemessen in ODysp). Der Konzentrationsabfall
einen Tag nach der Narkose war in beiden Féllen signifikant (p < 0,001 bzw. p = 0,043).

Angegeben in der Graphik sind die jeweiligen Medianwerte und die Minimum- und Maximumwerte der P