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1 Einleitung

Sowohl in der Humanmedizin als auch in der Tiermedizin ist eine Vielzahl von
Arzneimitteln far die intramuskulére Injektion zugelassen. Als gangigste Methode der
Injektion hat sich hierflir die Kanlle etabliert. Denn sie erflllt die Forderung nach
einer sicheren und schonenden Applikation von Injektionslésungen. Man ist jedoch
bestrebt, die Sicherheit und Vertraglichkeit von Injektionsverfahren zu optimieren,
daher werden Injektionskandlen bestandig technisch weiterentwickelt. Aber es
werden auch Alternativen zur Injektion mit Kanllen erforscht, die diese
Anforderungen noch besser erflllen kénnen.

Eine Alternative zur intramuskuldaren Medikamentenapplikation stellt die nadellose
Injektion per Druckluft dar, bei der man ganzlich auf Kantlen verzichtet. Die ersten
Berichte Uber die Anwendung von nadellosen Injektionsgeraten in der Medizin
entstanden vor Uber 80 Jahren. Die erste Patentierung eines nadellosen
Injektionsgerates wurde in den 30er Jahren in den U.S.A. registriert (BAXTER und
MITRAGOTRI, 2006). Eine der ersten Studien, die diese Technologie zur Injektion
von Arzneimitteln wissenschaftlich untersucht, stammt von HINGSON und HUGHES
(1947). Seit den Anfangen der nadellosen Injektion in der Medizin wurde eine
Vielzahl von Geraten far den Einsatz in der Humanmedizin entwickelt.
Injektionsgeréate wie Biojector®, INJEX® oder Dermojetf® stellen nur eine Auswahl der
nadellosen Injektionsgerate dar, die aktuell haufiger in der Literatur Erwahnung
finden. Dort wird Gber den erfolgreichen Einsatz von nadellosen Injektionsgeraten zur
Impfung, bei der Diabetestherapie und zur Anasthesie, insbesondere bei der
Dentalchirurgie, berichtet. Dabei wurden schwerpunktmaBig deren Vertraglichkeit
und Akzeptanz unter den Patienten sowie die Medikamentenwirksamkeit nach der
Injektion untersucht. Die technische Entwicklung dieser Injektionsgerate wird
bestandig Uberarbeitet und konkurriert in verschiedenen medizinischen Bereichen
mit der konventionellen Injektionskantle um optimale Vertraglichkeit und Sicherheit.
Auch bei Schweinen wurden nadellose Injektionsgerate bereits in den spaten 80er
und frihen 90er Jahren zur Impfung eingesetzt (VANNIER und CARIOLET, 1991).
Zu dieser Zeit wurden stets humanmedizinische Gerate zur nadellosen Injektion in
der Tiermedizin eingesetzt. Erst in den letzten Jahren wird verstarkt an der

Entwicklung von nadellosen Injektionsgeréaten fir Tiere geforscht.
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Anfang des Jahres 2011 wurde die nadellose Injektion fiir Schweine in
verschiedenen landwirtschaftlichen Magazinen in Deutschland als Neuigkeit vor-
gestellt. Berichte verglichen drei nadellose Injektionssysteme, die in diesem Zeitraum
landesweit in den Verkehr gebracht wurden.

e IDAL® (MSD Tiergesundheit, UnterschleiBheim)

e AcuShot™ (Vertrieb durch GFS, Ascheberg)

e Pulse® (Vertrieb durch Schippers GmbH, Kerken)
Diese nadellosen Injektionsgerate sind speziell fiir die Anwendung beim Schwein
entwickelt worden und sind derzeit europaweit frei im Handel erhaltlich.
Das IDAL®Injektionsgerat besitzt eine Zulassung fiir den Impfstoff Porcilis® PRRS
(MSD Tiergesundheif). Mit den beiden letzteren Geraten ist eine Applikation von
Arzneimitteln aller Art mdglich, allerdings gibt es keine spezielle deutsche oder
europdische Zulassung fur bestimmte Arzneimittel. Die Zahl der Veréffentlichungen
zur Anwendung dieser veterindrmedizinischen Injektionsgerate blieb seit ihrer
Entwicklung Uberschaubar. Die Schwerpunkte der Forschung lagen dabei eindeutig
auf dem Aspekt der Wirksamkeit von nadellos verabreichten Impfstoffen. Nur wenige
Studien untersuchten die Arzneimittelverfligbarkeit von anderen Medikamenten als
Impfstoffen. Vereinzelt wurde in Studien auf die injektionsbedingten Lokalreaktionen
eingegangen. Doch zur Vertraglichkeit von nadellosen Injektionsgeraten gibt es aus
der Veterindrmedizin noch keine Erkenntnisse (CHASE et al., 2008).
Ziel der Untersuchung war es, diese drei letztgenannten Aspekte bei der Anwendung
des Pulse® 250 (Pulse Needlefree Systems, Kansas, USA, Vertrieb durch Schippers,

Kerken) an Schweinen zu untersuchen.
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2 Literaturubersicht

2.1 Gesetzliche Grundlagen

Instrumente, die unter anderem zum Zwecke der Verhitung, Behandlung oder Lin-
derung von Krankheiten eingesetzt werden, fallen unter das Medizinproduktegesetz
(§3 Abs. 1 MPG). Solche Instrumente unterliegen der Zulassungspflicht und dirfen in
Deutschland nur in den Verkehr gebracht oder in Betrieb genommen werden, wenn
sie gemaB §6 Abs. 1 MPG mit einer CE-Kennzeichnung versehen sind. Dies gilt
jedoch nur fir Medizinprodukte, die zur Anwendung am Menschen bestimmt sind.
FUr Medizinprodukte, die zur Anwendung am Tier bestimmt sind, gelten diese
gesetzlichen Vorgaben nicht.

Nach Auffassung des BVL ist ein nadelloses Injektionsgerat wie ein tierarztliches
Instrument zu behandeln, das zur mehrmaligen Anwendung am Tier bestimmt ist.
Damit gilt es weder als Medizinprodukt noch als Arzneimittel und unterliegt folglich
auch nicht der Zulassungspflicht nach dem AMG § 2 Abs. 2 unter dem Vorbehalt,
dass eine Einstufung Ober die Zulassungspflicht eines Arzneimittels in die
Zustandigkeit der Landesbehdérden fallt (§ 21 Abs. 4 AMG). Fir die in der Einleitung
vorgestellten Injektionsgerate ist dies nicht der Fall. Diese Gerate fallen also nicht in
den Zustandigkeitsbereich des Bundesministeriums fiir Erndhrung, Landwirtschaft
und Verbraucherschutz.

Statt in den medizinischen Bereich fallt diese Kategorie von nadellosen Injektions-
geraten zur mehrmaligen Verwendung am Tier unter das Produktsicherheitsgesetz,
welches unter anderem arbeitsschutzrechtliche Bestimmungen regelt. Demnach darf
ein Produkt auf dem Markt nur bereitgestellt werden, wenn es die Sicherheit und
Gesundheit von Personen oder Rechtsgiiter bei bestimmungsgemaBer oder
vorhersehbarer Verwendung nicht geféahrdet (§ 3 Abs. 1 ProdSG).

2.2 Intramuskulare Injektionen

Landwirtschaftliche Nutztiere erhalten im Laufe ihres Lebens eine Vielzahl von
routineméaBigen Injektionen. Zahlreiche Arzneimittel fir Schweine sind geman ihrer
Zulassung an eine intramuskuldre Verabreichung gebunden. Es sind gegenwaértig

mehrere Methoden verflgbar, um eine Injektionslésung intramuskular zu
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verabreichen. Die am meisten verbreitete und gebrauchliche Methode ist der Einsatz
von Injektionskanulen, die hinsichtlich ihrer Beschaffenheit (u. a. DIN EN ISO 7864,
DIN 13097-4, DIN EN ISO 6009) allgemeingultigen Normen unterliegen. Alternativen
zur traditionellen Injektion sind der Einsatz von Microneedles oder der nadellosen
Injektion mittels Hochdruck (MITRAGOTRI, 2005).

2.21 Technik der nadellosen Injektion

Das Prinzip der nadellosen Injektion basiert auf der Erzeugung eines Hoch-
geschwindigkeits-FlUssigkeitsstrahles, der durch seine kinetische Energie in der
Lage ist, weiche Gewebe zu penetrieren. Der Flissigkeitsstrahl kann bei diesem
Vorgang die Haut, Unterhaut und den Muskel durchdringen (MITRAGOTRI, 2006).
Der Hochgeschwindigkeits-Strahl wird erzeugt, indem ein bestimmtes Fllssigkeits-
volumen mittels Druck schlagartig durch eine Dise mit geringem Durchmesser
gepresst wird. Die Druckquelle kann dabei mechanisch mit einer Sprungfeder oder
mittels Druckluft arbeiten (SCHRAMM und MITRAGOTRI, 2002).

Der Durchmesser der Dise liegt im Mikrometer-Bereich, der bei den kommerziell
erhaltlichen Geraten in der Regel zwischen 100 pum und 500 pm variiert
(SHERGOLD et al., 2006).

Die Eindringtiefe des Flissigkeitsstrahles in das Gewebe richtet sich nach seiner
kinetischen Energie (INOUE et al., 2010). Nach SCHRAMM und MITRAGOTRI
(2002) bestimmen der Durchmesser, die Geschwindigkeit und indirekt der Druck des
Flussigkeitsstrahles die Eindringtiefe. Es gibt Injektoren mit konstanten Druck-
einstellungen und solche mit manuell regulierbarem Druck, bei denen die Injektions-
tiefe angepasst werden kann. So ist es beim Pulse® 250 laut den Angaben des
Herstellers moglich, durch Anpassung der Druckeinstellung zwischen subkutaner
oder intramuskularer Injektion zu wéahlen.

Bei den nadellosen Injektoren unterscheidet man zwischen ,multi-use-nozzle®
Injektoren und ,disposable-cartridge” Injektoren. Bei ersteren besteht die
Vorrichtung, durch die der FlUssigkeitsstrahl aus dem Injektor ausstrémt, aus einem
fest arretierten, wieder verwendbaren Dlsenkopf. Bei neueren Geraten aus der
humanmedizinischen Forschung kommt die Injektionsdise nicht direkt in Kontakt mit
dem Patienten. lhr ist ein auswechselbarer Disenaufsatz vorgeschaltet, der zur

einmaligen Verwendung vorgesehen ist und nach jeder Injektion ausgetauscht wird
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(MITRAGOTRI, 2005). Die in der Einleitung vorgestellten Injektoren, die fir den
veterinarmedizinischen Gebrauch bestimmt sind, gehéren noch zum Typ der ,multi-

use-nozzle* Injektoren.

2.2.2 Schmerzempfinden und Lokalreaktion

Schmerz entsteht bei einer Injektion durch die Aktivierung von freien Nerven-
endigungen, den sogenannten Nozizeptoren, die vor allem in der Haut aber auch in
der Muskulatur anzutreffen sind. Afferente Fasern leiten diese Reize in die
Strukturen des ZNS weiter, die an der Schmerzverarbeitung beteiligt sind. Die
Muskulatur reagiert nicht sehr sensitiv auf Schmerzreize, wahrend die Haut, die bei
der Injektion penetriert wird, Uber 90% aller im Kérper vorkommenden
mechanischen, thermischen und chemischen Rezeptoren verflgt, die eine sehr
intensive Schmerzempfindung bewirken (ERHARDT und HENKE, 2011). GemaR
MOLONY und KENT (1997) werden diese Schmerzen an der Kérperoberflache, wie
sie bei einem Injektionsvorgang entstehen, als akute, somatische Schmerzen oder
Oberflachenschmerzen klassifiziert.

Die herkdmmliche Injektion mit Nadel wird seit fast 2 Jahrhunderten erfolgreich
eingesetzt, kann aber Schmerzen verursachen und hat speziell in der Humanmedizin
eine geringe Akzeptanz unter den Patienten mit Nadel-Phobie (GIUDICE und
CAMPBELL, 2006). Die Schmerzintensitat bei einer Injektion korreliert positiv und
signifikant mit dem Durchmesser der Injektionskanile und wird starker empfunden,
wenn die Injektion eine Blutung verursacht (ARENDT-NIELSEN et al., 2006). In der
frihen Phase der Forschung im Gebiet der nadellosen Injektion hegte man die
Hoffnung, eine alternative, schmerzlose Injektionsmethode zu erschaffen (FIGGE
und BARNETT, 1948; FIGGE und GELHAUS, 1956).

Aber auch fur nadellose Injektionsverfahren existieren mehrere Berichte Uber die
Schmerzhaftigkeit und das Auftreten von ausgepragten Lokalreaktionen nach einer
Injektion, darunter Schwellungen, Verhartungen, Erytheme oder Hamatome
(SCHNEIDER et al., 1994; JACKSON et al., 2001; EPSTEIN et al., 2002;
MITRAGOTRI, 2006; ARAPOSTATHIS et al., 2010). Auch wenn &auBerlich keine
Lokalreaktion erkennbar ist, kdnnen bisweilen sowohl der Zeitraum nach der
Injektion als auch der Injektionsvorgang selbst als schmerzhaft empfunden werden
(BENNETT et al., 1998). Andererseits wird die nadellose Injektion bisweilen von
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Patienten nach subjektiven Kriterien bevorzugt, selbst wenn die Lokalreaktion
klinisch starker ausgepragt ist (EPSTEIN et al., 2002).

Der entstehende Schmerz bei der nadellosen Injektion Ilasst sich nach
STACHOWIAK et al. (2009) darauf zurlickfihren, dass bei den hohen Injektions-
geschwindigkeiten der Strahl die Haut nicht vollstandig penetrieren kann und ein Teil
der Injektionsflissigkeit von der Oberflache abprallt. Dies kann Hamatome,
Prellungen und Schmerzen verursachen. Zudem stellt laut ARORA et al. (2007) die
Injektionstiefe einen wesentlichen Faktor bei der Entstehung von Schmerzen dar,
denn bei tieferen Injektionen wird die Zellintegritéat starker durch die einwirkenden
Kompressions- und Scherkrafte geschadigt, als bei oberflachlichen Injektionen.
Zusétzlich wird das Schmerzempfinden auch von gewebereizenden Eigenschaften
des injizierten Arzneimittels beeinflusst (CHAVEZ MORENO und BICKHARDT, 1997;
BENNETT et al., 1998).

Jedoch wird in eine Vielzahl an humanmedizinischen Studien die nadellose Injektion
als angenehme und schmerzlose Alternative zu herkdmmlichen Applikations-
methoden angesehen (BENNETT et al., 1998; COOPER et al., 2000; SARNO et al.,
2000; JIMENEZ et al., 2006). Die langfristigen Injektionsschmerzen, die einen Tag
nach der Injektion mit Kanlle noch andauern, werden von Testpersonen als
unangenehmer empfunden als nach einer nadellosen Injektion (BENNETT et al.,
1998). In diesen Studien wurden allerdings mit maximal 1 ml pro Injektion wesentlich
geringere Injektionsvolumina verwendet, als dies mit veterindrmedizinischen Geraten
wie dem Pulse® und dem AcuShot™ méglich ist (BENNETT et al., 1998).

Eine Untersuchung der Lokalreaktion nach einer nadellosen Injektion mit dem Pulse®
wurde an 102 Absetzferkeln im Verlauf einer Mycoplasma hyopneumoniae-
Vakzination durchgefiihrt. Die makroskopische und histopathologische Untersuchung
sowohl der Injektionsstelle als auch der tributdren Lymphknoten ergaben keine
Unterschiede hinsichtlich der Gewebelédsionen (HOUSER et al., 2004).

Im Gegensatz dazu fand man in einem Versuch an Rindern, die eine Impfung
entweder per Nadel oder Druckluftinjektion mit dem Pulse® 250 erhielten,
Unterschiede in der Auspragung der Lokalreaktion. Sowohl die subjektive klinische
Untersuchung der Injektionsstelle als auch die histologische Untersuchung des
Gewebes an der Injektionsstelle ergab eine starkere Entziindungsreaktion bei den
mit Kanule behandelten Tieren (IMSILP et al., 2005).
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2.2.3 Penetration

Bevor das Injektat in die Tiefe der Muskelschichten gelangt, muss die Haut durch
den Flussigkeitsstrahl penetriert werden. Nach Untersuchungen von SHERGOLD et
al. (2006) hinterlasst der Hochgeschwindigkeitsstrahl, der durch das nadellose
Injektionsgerat erzeugt wird, bei der Perforation des Gewebes einen ebenmaBigen
Riss, der etwas gréBer ist als der Durchmesser des Strahles. Durch den Widerstand
des Gewebes verlangsamt sich der Strahl, bis die kinetische Energie nicht mehr
ausreicht, um weiter ins Gewebe einzudringen, woraufhin die Hauptmasse des
Injektates sich seitwarts im Gewebe verteilt.

Das Injektionsvolumen, das sich tatsachlich im Gewebe verteilt, kann sehr variabel
sein, da die Eigenschaften der Haut individuell verschieden sind. Sowohl die Dicke
der Haut als auch das Vorhandensein von Muskelfaszien an der Injektionsstelle
beeinflussen die Penetrationstiefe von nadellos injizierten Praparaten (SCHRAMM
und MITRAGOTRI, 2002; WAGNER et al., 2004). In einer Studie von JONES et al.
(2005) wurde fir eine nadellose Injektion eines identischen Volumens bei 4 Wochen
alten Ferkeln ein geringerer Druck bendtigt als bei 14 Wochen alten Ferkeln. Nach
SCHRAMM und MITRAGOTRI (2002) ergeben sich auch Unterschiede zwischen
menschlicher und porziner Haut. Die Injektionsqualitat variiert sogar, wenn man nur
die Haut verschiedener Koérperstellen desselben Schweins vergleicht (WAGNER et
al., 2004).

Die extreme Abhéangigkeit von der Beschaffenheit der Hautoberflache, gerade bei
geringen Druckeinstellungen und Injektionsvolumina von 0,05 - 0,3 ml, zeigen
WAGNER et al. (2004) in ihrer Studie, in der eine Vorbereitung der Schweinehaut
durch Behandlung mit einer Peeling-Creme steigernde Auswirkungen auf die
Penetrationstiefe hatten. Je naher sich hingegen eine Faszienschicht der Muskulatur
unter der Hautoberflache befindet, desto starker wird die Eindringtiefe reduziert.

Da die Eigenschaften der Haut zusatzlich von Umgebungsbedingungen wie der
Luftfeuchtigkeit und Temperatur beeinflusst werden kénnen, muss nach
STACHOWIAK et al. (2009) davon ausgegangen werden, dass ein gewisses Maf3 an
Unzuverlassigkeit bezlglich der Dosis, die tatsachlich ins Gewebe gelangt bei der
nadellosen Injektion in Kauf genommen werden muss.

Auch die Korperbehaarung spielt nach JONES et al. (2005) eine nicht zu

unterschiatzende Rolle. Eine Studie verwendete das in der Humanmedizin
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eingesetzte nadellose Injektionsgerat Dermojef® an Praparaten der nicht-rasierten
Nackenhaut von 14 Wochen alten Schweinen. Injiziert wurden 0,08 g einer gefarbten
wassrigen Dextran-Lésung, von der nur 0,03 g die Haut penetrierten. Der Rest prallte
von der Haut ab und verblieb auf der Oberflache. Fir eine sichere Applikation eines
Injektionsvolumens von 0,1 ml war unter den gegebenen Bedingungen eine
dreimalige Wiederholung der Injektion nétig. Ferner konnte bei derselben Studie
festgestellt werden, dass die Injektionstiefe bei nicht-rasierten Hautstellen geringer
war als bei rasierten (4,8 +0,7 mm und 6,6 +1,1 mm) (JONES et al., 2005).
Dagegen betrug in einer Untersuchung von SCHLOESSER et al. (2008) beim
Einsatz des Pulse® zur Injektion von Arzneimittelvolumina zwischen 0,1 und 0,5 ml
der mittlere Anteil, der nicht durch die Haut drang, lediglich 0,005 ml. Dieser Anteil
beinhaltet eine Spanne von 0,0012 —0,0075 ml, da 4 verschiedene Injektions-
praparate verwendet wurden. Die Unterschiede in der Penetrationsfahigkeit wurden
dabei auf die physikalischen Eigenschaften der Praparate, insbesondere auf ihre
Viskositat zurlckgefthrt.

Das Injektat folgt nach der Penetration der Haut dem Wege des geringsten
Widerstandes im Gewebe, stromt also entlang von Leitstrukturen wie Faszien, dem
Faserverlauf des intermuskularen Bindegewebes, Nervenfasern und grdBeren
BlutgefaBen (BENNETT et al., 1971; ELGENEIDY et al.,, 1974; WAGNER et al.,
2004; PRAESTMARK JUUL et al., 2012).

224 Zuverlassigkeit

Die Zuverlassigkeit einer nadellosen Injektion hangt von zahlreichen Faktoren ab.
Die Eigenschaften des Gerates, die die Injektionsgeschwindigkeit beeinflussen,
haben nach STACHOWIAK et al. (2009) die gréBte Auswirkung auf die Menge der
Injektionslésung, die tatsachlich in das Gewebe gelangt. Sowohl eine zu hohe als
auch eine zu geringe Injektionsgeschwindigkeit bewirken das Zurlckprallen eines
Teils der Injektionslésung von der Hautoberflaiche (STACHOWIAK et al., 2009). Bei
einer zu hohen Injektionsgeschwindigkeit prallt ein Teil der Lé6sung von der Haut ab,
noch bevor die Haut vollstdndig penetriert wurde und die Ldsung ins Gewebe
gelangen kann. Mit einer mittleren bis geringen Injektionsgeschwindigkeit, die den

Anteil des Injektionspraparates, der von der Haut abprallt, minimiert, wird dagegen
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nicht die erforderliche Injektionstiefe zur Verteilung des Praparates im gewiinschten
Gewebeabschnitt erreicht. Hierbei wird die Aufnahmekapazitdt des Gewebes
Uberschritten und ein Teil der applizierten FlUssigkeit prallt wiederum von der
Oberflache ab (STACHOWIAK et al., 2009). Die Injektionstiefe ist zuséatzlich von dem
Volumen der applizierten Injektionslésung abhangig (WAGNER et al., 2004). Je
héher das Injektionsvolumen ist, desto gréBer wird die Eindringtiefe (WAGNER et al.,
2004). Zu groBe Injektionsvolumina flhren dazu, dass die Aufnahmekapazitat des
Gewebes (berschritten wird und ein Teil der applizierten Flissigkeit von der
Oberflache abprallt. Auch die physikalischen Eigenschaften des
Injektionspraparates, wie dessen Viskositat, spielen dabei eine Rolle (WAGNER et
al., 2004; SCHLOESSER et al., 2008).

Auf die Bioverfigbarkeit des injizierten Arzneimittels hat die Wahl der
Injektionsmethode jedoch laut APLEY et al. (2007) keinen Einfluss. In ihrer Studie
mit 8 Absetzferkeln konnte unter Verwendung des Pulse® 250 gezeigt werden, dass
sich die Pharmakokinetik eines intramuskulér injizierten Ampicillin-Praparates nicht
unterschied, unabhangig davon, ob es mit Nadel oder nadellos appliziert wurde.
Verglichen wurden die maximale Serumkonzentration des Wirkstoffes, seine
Halbwertszeit und mittlere Verweildauer. Alle Parameter waren bei der Injektion mit
Kanule héher als bei der nadellosen Injektion, allerdings nicht signifikant. Das ergab
eine hdhere Bioverflgbarkeit des Wirkstoffes bei den Schweinen, die eine Injektion
per Nadel erhalten hatten. Jedoch variierte die Bioverfligbarkeit bei den Tieren
untereinander zum Teil starker als zwischen den Gruppen. Aus diesem Grund und
wegen der geringen Versuchstierzahl waren die Unterschiede nicht signifikant
(APLEY et al., 2007).

In einer humanmedizinischen Studie wird bestétigt, dass sich die Bioverfligbarkeit
von nadellos applizierten Arzneimitteln nicht von derjenigen per Nadel applizierter
Arzneimittel unterscheidet, (GREENBERG et al., 1995). Die Bioverfigbarkeit von
nadellos applizierten Arzneimitteln soll derjenigen bei herkémmlicher Injektion mit
Nadel gleichen oder ihr sogar Uberlegen sein (SCHRAMM und MITRAGOTRI, 2002).
Laut WAGNER et al. (2004) hingegen war die resorbierte Konzentration von nadellos
verabreichtem Insulin zu allen Messzeitpunkten signifikant niedriger als nach der
Injektion mit Nadel. Dieser Unterschied wird auf eine geringere Injektionstiefe bei der
nadellosen Injektion zuriickgefihrt. Von HOUTZAGERS et al. (1988) wird die
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zwischen nadelloser Injektion und Injektion mit Nadel stark voneinander
abweichende Resorptionskinetik, gemessen am Verlauf der Serumkonzentration
eines Insulinpraparates, darauf zurlickgefihrt, dass beim Durchbrechen der Haut die
kristalline Struktur des Praparates beeintrachtigt wird.

Jedoch wird beschrieben, dass die Resorption des Arzneimittels bei nadelloser
Injektion schneller verlauft und die maximalen Blutkonzentrationen friiher erreicht
werden (SCHNEIDER et al., 1994; BENNETT et al., 1998). Trotz unterschiedlicher
Zeit bis zum Erreichen maximaler Wirkspiegel, fallt die Konzentration des injizierten
Arzneimittels bei beiden Injektionstechniken mit gleicher Geschwindigkeit wieder ab
(BENNETT et al., 1998).

Da all diese Effekte von zahlreichen Faktoren abhangen, die kaum vorhersehbar und
kalkulierbar sind, galt die nadellose Injektion lange Zeit als unzuverlassiger im
Vergleich zur konventionelle Injektion mit Kantlen (THEINTZ und SIZONENKO,
1991).

2.2.5 Serokonversion

Die Applikation von Impfstoffen mittels nadelloser Injektion ist gesondert zu
betrachten. Eine der wenigen verfligbare wissenschaftlichen Abhandlungen Gber den
Einsatz des nadellosen Pulse® Injektionsgerites stammt von Felton International,
dem US-amerikanischen Vertreiber und beschreibt beim Vergleich der Injektions-
techniken eine identische Serokonversionsrate nach einer PRRS-Impfung von Sauen
(COOK et al., 2003). Das gleiche Gerat wurde bei Absetzferkeln bei der Verwendung
einer kommerziellen Vakzine gegen Mycoplasma hyopneumoniae eingesetzt. Auch
hier konnten nach zweimaliger Impfung keine Unterschiede in der Serokonversion zu
der mit Nadeln vakzinierten Versuchsgruppe nachgewiesen werden (HOUSER et al.,
2004). Auch MOUSEL et al. (2008) gelangen in ihrer Studie an Schafen mit dem
Pulse® 250 zu dem Ergebnis, dass die nach einer Vakzination gebildete
Antikdrpermenge unabhangig von der Injektionsmethode gleich hoch ist. Weitere
Studien, in denen andere nadellose Injektionssysteme zur intradermalen Applikation
von Impfstoffen verwendet wurden, vergleichen den Impferfolg nach Impfung mit
einer Vakzine gegen Mycoplasma hyopneumoniae. Die verwendeten nadellosen
Injektionsgerate injizierten die Vakzine vornehmlich in die oberflachlichen Schichten

der Dermis und Subcutis. Es kommt in beiden Studien bei der nadellos geimpften
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Gruppe zu einem héheren Anstieg des Antikdrpertiters als bei der intramuskular mit
Kanule geimpften Kontrollgruppe. Darliber hinaus treten in der nadellos geimpften
Gruppe eine geringere Morbiditat sowie weniger Lungenlasionen und Pleuritiden auf.
Eine Vergleichsgruppe, die zwar intradermal geimpft wurde statt intramuskular aber
unter Verwendung einer Nadel, wies ebenfalls einen Antikdrpertiter-Anstieg auf, der
demjenigen der nadellos geimpften Gruppe entsprach (JONES et al., 2005; TASSIS
et al., 2012).

2.2.6 Kreuzkontamination

Bei der Verwendung von Injektionskanilen besteht immer das Risiko einer
hamatogenen Ubertragung von pathogenen Erregern, wenn man dieselbe Kaniile fiir
mehrere Tiere gebraucht. (OTAKE et al., 2002; REINBOLD et al., 2010). Dieses
Risiko soll durch den Einsatz von nadellosen Injektionsverfahren vermieden werden
(LEHNERT, 2011).

Beim Auftreffen des Strahls mit hoher Injektionsgeschwindigkeit und des daraus
resultierenden Zurlckpralls der FlUssigkeit auf der Haut kann es dennoch zu
Kreuzkontaminationen kommen (HOFFMAN et al., 2001). Dies gilt nur flr die oben
beschriebenen ,multi-use-nozzle* Injektoren, die in der Humanmedizin wegen dieses
Risikos als veraltet angesehen werden. Das Risiko von Kreuzkontaminationen wurde
erstmals in der Offentlichkeit thematisiert, als im Jahre 1985 gehauft Falle von
Hepatitis-B-Infektionen in einer Humanklinik auftraten, die mit der Verwendung eines
solchen Injektionsgerates in Zusammenhang gebracht werden konnten (CANTER et
al., 1990). GemaB den Empfehlungen der WHO werden in der Humanmedizin bis auf
Weiteres keine ,multi-use-nozzle® Injektoren mehr verwendet (REID, 2010).

Das Risiko einer Infektion mit hdmatogen Ubertragbaren Krankheitserregern via
nadelloser Injektion wird dennoch als wesentlich geringer angesehen als beim
Einsatz kontaminierter Kanllen (GIUDICE und CAMPBELL, 2006). Dies zeigt auch
eine Studie von REINBOLD et al. (2010) mit 20 Rindern, die eine iatrogene
Ubertragung von Anaplasma marginale bei Injektionen per Kanilen und nadellosen
Injektions-vorrichtungen im Vergleich thematisiert. 10 Rinder erhielten eine Injektion
mit Nadel und die anderen 10 Rinder eine nadellose Injektion mit dem Pulse® 250,
nachdem ein Mastochse mit demselben Injektionsgerat bereits eine Injektion
erhalten hatte. Der Mastochse war infiziert mit dem hamatogen Ubertragbaren
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Erreger, wobei 6 der 10 Rinder nach der Injektion mit Nadel ebenfalls mit diesem
Erreger infiziert waren. Bei den Rindern, die eine nadellose Injektion erhielten, fand
dagegen bei keinem der 10 Tiere eine Erregertbertragung statt.

Auch kommen RAY et al. (2010) bei ihren Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass
bei der nadellosen Injektion mit dem Pulse® 250 vermehrt Oberflachenkeime, die
sich auf der Haut befinden, in die Tiefe der Muskelschichten transferiert wurden, was
bei Injektionen mit Nadeln in sehr viel geringerem AusmaB der Fall war.

2.2.7 Verbraucherschutz

Mit der nadellosen Applikation von Medikamenten soll vermieden werden, dass
abgebrochene Injektionskantlen als Residuum eines Anwenderfehlers im Tierkdrper
zurtickbleiben und dadurch mit dem Lebensmittel in Verkehr gebracht werden
(APLEY et al., 2007). Es gibt allerdings nur wenige Angaben Uber das tatsachliche
Auftreten von Schaden am Schlachtkérper durch abgebrochene Injektionskanulen.
Eine Angabe des US-amerikanischen National Pork Producers Councils beziffert von
den insgesamt am Schlachthof verworfenen Schlachtkérperteilen denjenigen Anteil,
der aufgrund von allgemein fehlerhaften Injektionen verworfen werden mit 3,9% in
der Schlachthalle, und mit 13,5% im Zerlege-Bereich (CANNON et al., 1996). Ein
ahnlicher Bericht erhob bei 2,43% aller untersuchten Schlachttiere Schaden, die
durch Injektionen bedingt waren (DANIELS, 2008). In Deutschland existieren keine
Zahlen Ober das Vorkommen von abgebrochenen Injektionsnadeln bei Schlacht-
schweinen. Das Statistische Bundesamt veréffentlicht aber halbjahrlich Ergebnisse
der Fleischhygienestatistik, in der die Menge an Fleisch, das nach grindlicher
Entfernung von lokal begrenzten Veranderungen noch als genusstauglich beurteilt
wird, mit 2,8% beziffert wird. Diese Verdnderungen umfassen jedoch allgemein
Abszesse, Entziindungen, Odeme und sogar Gelenkserkrankungen. Das Auftreten
von abgebrochenen Kanulen wird nicht explizit aufgelistet (STATISTISCHES
BUNDESAMT, 2011).

2.3 Stress

Stress im klinischen Sinne ist die Gesamtheit der Reaktionen des Organismus auf
verschiedene unspezifische Reize physischer oder psychischer Art (WIESNER,
2000; PSCHYREMBEL, 2002). Reize psychischer Art werden in der Regel individuell
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wahrgenommen, wahrend die Wahrnehmung von Reizen physischer Art, wie
schmerzhafte Ereignisse, ein neurophysiologisch erklarbarer Vorgang ist, der bei
allen S&ugetieren in der gleichen Form ablauft (VINUELA-FERNANDEZ et al., 2007).
Die Reize bestehen aus diversen Umwelteinflissen und stellen den sogenannten
Stressor dar(LADEWIG, 1994). Deren emotionale und sensorische Wahrnehmung
I6sen schlieBlich Stress im Gesamtorganismus aus (ERHARDT und HENKE, 2011).
Der Stressor stellt eine Gefahrdung der Homdéostase eines Individuums dar und I16st
eine biologische Antwort des Kdrpers aus, die darauf abzielt, die Hombostase wieder
ins Gleichgewicht zu bringen (MOBERG, 2000; CHROUSQOS, 2009). Nach
KOOLHAAS et al. (2011) Ubt nahezu jede Aktivitat eines Lebewesens direkten oder
indirekten Einfluss auf die Homdostase aus und der Organismus ist permanent
bestrebt, einen optimalen Gleichgewichtsstatus herzustellen. Daher erganzen sie die
Definition des Begriffes insofern, dass es sich bei den Stressoren zuséatzlich um
unvorhergesehene oder unkontrollierbare Ereignisse oder Noxen handeln muss.
MELLOR et al. (2000) fuhren neben den Begriffen Stress und Schmerz den Begriff
des schmerzbedingten Stresses fir den Gebrauch im Bereich von landwirt-
schaftlichen Nutztieren ein, die durch klinische Eingriffe Gewebeverletzungen erlei-
den. Sowohl die emotional-psychischen Auswirkungen von Stress als auch die
neurophysiologischen Auswirkungen von Schmerzen werden demnach gleicher-
maBen und untrennbar voneinander von einer biologischen Antwort des Organismus
reflektiert.

Nach dem Stressdiagramm von MOBERG (2000) ist die biologische Antwort des
Organismus auf einen Stressor durch die Aktivierung von verschiedenen Mecha-
nismen in den folgenden 4 Bereichen gekennzeichnet:

1. Verhalten

2. Autonomes Nervensystem

3. Neuroendokrine Reaktion

4. Immunantwort

Diese Bereiche werden je nach Stressor individuell unterschiedlich stark aktiviert.
Durch Fokussierung auf nur einzelne Bereiche kann gemaB der Studien von
MOBERG (2000) und JENSEN et al. (1996) keine umfassende Aussage zur
Stressreaktion getroffen werden. Es muss ebenfalls berlcksichtigt werden, dass

intensiver Stress oder Angst die sensorische Wahrnehmung eines schmerzhaften
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Eingriffes und die daraus resultierende Stressreaktion steigern kann. Eine
gesteigerte Sensitivitat gegenlber Stress aufgrund von schmerzhaften Eingriffen
besteht insbesondere flir Neonaten (ERHARDT und HENKE, 2011).

Eine statistische Auswertung der Stressreaktion zur Beurteilung der Vertraglichkeit
bestimmter Eingriffe und Manipulationen am Tier gestaltet sich oft schwierig. Eine
Voraussetzung flr eine objektive Auswertung ist die Selektion von messbaren
Parametern, deren Verlauf mit dem AusmaB der Stressreaktion korreliert.

Einige Studien bedienten sich in der Vergangenheit der Beobachtung des Verhaltens
wahrend der Einwirkung des Stressors. Da die Verhaltensreaktion aber trotz der
Einflhrung von Punktesystemen und Schmerzskalen schwierig sowie oft nur
subjektiv zu interpretieren ist, ist sie nur eingeschrankt geeignet um Stress zu
quantifizieren (RUSHEN, 2000; ERHARDT und HENKE, 2011).

2.3.1 Stressvariablen

Die gegenwartigen Fortschritte in der Diagnostik haben ein tiefgreifendes
Verstandnis Uber die Vorgange ermdoglicht, die bei schmerzbedingtem Stress im
Zentral-nervensystem ablaufen. Die vegetative Komponente der Nozizeption spielt
eine Schllisselrolle bei der Beurteilung der Schmerz- und Stressreaktion anhand von
Variablen (KOOLHAAS et al., 2011).

Die vegetative Komponente umfasst die Weiterleitung von nozizeptiven Signalen in
Form neurohumoraler Reflexbégen, die den Sympathikus aktivieren und die
Freisetzung von Katecholaminen aus dem Nebennierenmark stimulieren. Der
unmittelbare zeitliche Zusammenhang neurohumoraler Reflexo6gen mit der Noxe
dient der Auslésung eines Fluchtreflexes. Des Weiteren wird die vegetative
Komponente durch die Verschaltung von noxischen Informationen im Hirnstamm und
Hypothalamus vermittelt. Dabei wird die Hypothalamus-Hypophysen-Achse aktiviert,
die unter anderem zur Freisetzung von Glukokortikoiden aus der Nebennierenrinde
fuhrt (HPA-Achse). Dieser humorale Vorgang findet zeitlich verzégert zu der
Unmittelbarkeit der neurohumoralen Reflexbégen statt und steht im Zusammenhang
mit dem Heilungsprozess nach einer Noxe (MOLONY und KENT, 1997; SANN,
2009).

Die Botenstoffe, die bei diesen Vorgangen involviert sind stellen geeignete Variablen

dar, die bei der Beurteilung von schmerzbedingtem Stress von Nutzen sein kénnen.
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Um den akuten Stress von Tieren zu quantifizieren, ist insbesondere die Messung
von Hormonen, die mit einer Aktivitat der HPA-Achse assoziiert sind von Bedeutung
(MORMEDE et al., 2007; MERLOT et al., 2011).

2.3.2 Cortisol

Bei einer stressinduzierten Aktivierung der HPA-Achse durch entsprechende Signale
aus dem Hirnstamm wird in den neurosekretorischen Zellen des Hypothalamus das
hypophyseotrope Hormon Corticoliberin (CRH) gebildet. Die Fortsatze dieser Zellen
enden frei in der Eminentia mediana, einer gefaBreichen Region im Hypophysenstiel.
Das CRH gelangt von dort Uber ein Pfortadersystem in das Kapillarsystem des
Hypophysenvorderlappens. Dort induziert es die Sekretion des Adrenocorticotropen
Hormones (ACTH) aus den corticotropen Drisenepithelzellen in den Kérperkreislauf.
Das ACTH induziert seinerseits die Sekretion des Glucocorticoides Cortisol, aus den
Zellen der Nebennierenrinde (GUYTON und HALL, 2006; MOSTL, 2009).

Cortisol hat sich bei allen Nutztieren gleichermaBen als Stressparameter etabliert.
Eine Vielzahl von Studien belegt zusatzlich die Eignung von Cortisol zur Bemessung
des schmerzinduzierten Stresses bei klinischen Eingriffen speziell bei Ferkeln
(SCHONREITER et al., 1999; HAY et al., 2003; PRUNIER et al., 2005; RAULT et al.,
2011). Das Hormon Cortisol ist flir Studien zum schmerzinduzierten Stress
besonders wertvoll, da es im Gegensatz zu anderen Variablen die Reaktion sowohl
auf emotional als auch mechanisch belastende Eingriffe reflektiert (MELLOR et al.,
2000; CHROUSOQS, 2009).

Durch mehrere aufeinanderfolgende Blutentnahmen nach der Einwirkung einer
definierten Noxe und der Messung der Cortisolkonzentration im Serum kénnen
Cortisol-Verlaufskurven erstellt werden, die die Quantitdt der Stressreaktion
bewerten lassen (MELLOR et al., 2000). Eine Messung des Basalwertes vor dem zu
bewertenden Eingriff ist Voraussetzung fur die Erstellung einer aussagekraftigen
Verlaufskurve (MOLONY und KENT, 1997; ERHARDT und HENKE, 2011). Es
konnte bei unterschiedlichen Tierarten gezeigt werden, dass bei einem einfachen
Kurvenverlauf der Cortisolwert auf einen Maximalwert ansteigt und dann langsam
wieder zum Basalwert absinkt. Auszuwerten sind der maximale Anstieg, sowie der
relative Anstieg unter Berlcksichtigung des Basalwertes, die Dauer bis zum
Erreichen des Maximalwertes und bis zum erneuten Abfall auf die Basal-
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konzentration, und die Flache unter der Kurve (DINNISS et al., 1997; MCMEEKAN et
al., 1997; MELLOR et al., 2000; KOOLHAAS et al., 2011; MERLOT et al., 2011). Ein
isoliert betrachteter Cortisolwert hat wenig Bedeutung fir die Messung von Stress,
da nur im Kontext einer Verlaufskurve eine adaquate Interpretation des Stress-
empfindens erfolgen kann (MELLOR et al., 2000).

MERLOT et al. (2011) konnten zeigen, dass die Amplituden der Verlaufskurven von
hormonellen Stressparametern mit der Dauer und Intensitdt der Stressoren
korrelieren. In ihrer Studie unterteilten sie Reize in moderate und intensive
Stressoren, wobei moderate Stressoren keinen zuverlassigen Anstieg des Cortisols
hervorrufen. Intensive Stressoren hingegen bewirken einen reproduzierbaren,
signifikanten Anstieg. Auch PRUNIER et al. (2005) beobachteten, dass die
Cortisolkonzentration im Plasma nach der Saugferkelkastration um das 4-fache in
Relation zur Basalkonzentration anstieg, nach Eingriffen wie dem Schleifen der
Zahne oder dem Kupieren des Schwanzes jedoch kaum oder gar nicht. Zur Wirkung
von Injektionen auf die Cortisolausschittung von Schweinen sind bislang keine
Studien bekannt.

Neben der Amplitude Kkorreliert auch die Dauer bis zum Erreichen des
Maximalwertes mit dem Schweregrad der Gewebeschadigung. Plétzliches
Durchtrennen von Gewebeverbanden fuhrt zu einem raschen Anstieg, wahrend
MaBnahmen, die ein Auftreten von Nekrosen im Gewebe nach sich ziehen, einen
flacheren Anstieg bewirken (MELLOR et al., 2000).

Im Falle der Saugferkelkastration wurde die héchste Cortisolkonzentration im Plasma
zwischen 30 und 60 Minuten nach dem Eingriff erreicht (PRUNIER et al., 2005). In
den Untersuchungen von MERLOT et al. (2011) hingegen wurden die Maximalwerte
bereits 15 Minuten nach Stressbelastungen wie Fixierung, Elektroschock, Larm, dem
Einziehen von Ohrmarken, Té&towierung und der Entnahme von Hautbiopsien
gemessen. In beiden Studien wurde der Basalwert nach 3 Stunden wieder erreicht.
Manche Studien berichteten auch von einem langer dauernden Absinken der
Konzentration auf den Basalwert von mehr als 6 Stunden (EARLEY und CROWE,
2002). Alle bekannten Studien bestatigten jedoch ein Absinken der Cortisol-
konzentration auf den Basalwert nach spatestens 24 Stunden.

Die Angaben zur physiologischen Basalkonzentration des Cortisols im Ruhezustand

variieren bisweilen stark. Lange Zeit unterschied man zwischen hohen Werten bei
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stressempfindlichen Tieren von 37,0 ng/ml (entsprechen ca. 102 nmol/l) und
niedrigen Werten bei Tieren mit hohem Fettanteil von 25,7 ng/ml (entsprechen ca.
71 nmol/l) (GURTLER, 1987). Neuere Studien gaben fiir Saugferkel Serum-
Basalwerte im Bereich von 61,3 — 91,3 nmol/l an, die altersabhd&ngig schwanken
(KANITZ et al., 2011). Die Basalwerte hangen zudem vom Stress der Muttersauen
wahrend der Trachtigkeit ab und kénnen daher wurfweise variieren (OTTEN et al.,
2001; KANITZ et al., 2003).

Zusatzlich sind fir diese Basalwerte tageszeitliche Schwankungen zu
berlicksichtigen. Insbesondere fiir Cortisol wurde nachgewiesen, dass die Blut-
konzentration morgens am starksten schwankt. Im Alter von 3 Wochen ist bei
Ferkeln dieser zirkadiane Rhythmus noch nicht ausgebildet (RUIS et al., 1997; DE
JONG et al., 2000; MERLOT et al., 2011; SKARLANDTOVA et al., 2011). Diese
Beobachtungen sind widerspriichlich zu den Aussagen von GALLAGHER et al.
(2002), die bei Saugferkeln bereits 6 — 10 Tage nach der Geburt die Tendenz zur
Auspragung einer zirkadianen Rhythmik feststellten.

Der Einfluss des Alters auf die Aktivitit der HPA-Achse spielt ebenfalls eine
wesentliche Rolle. Die Héhe der Cortisolausschittung, also die Amplitude der
Verlaufskurve, korreliert negativ. mit dem Alter der Ferkel. So wurden bei
Stimulationsversuchen mit exogen verabreichtem ACTH bei 3 Tage alten Saug-
ferkeln héhere Cortisolanstiege beobachtet als bei 7, 21 und 35 Tage alten Saug-
ferkeln. Auch die Basalkonzentration im Ruhezustand nimmt bei Tieren mit
steigendem Alter von 3, 7, 21 und 35 Tagen ab. In derselben Studie konnten auch
Unterschiede zwischen den Geschlechtern nachgewiesen werden. Bei Saugferkeln
im Alter von 3 Tagen wurden bei mannlichen Tieren hdhere Basalkonzentrationen
gemessen als bei weiblichen Tieren. Dieser Unterschied verringerte sich jedoch mit
zunehmendem Alter und war im Alter von 21 Tagen nicht mehr nachweisbar (OTTEN
et al., 2001; KANITZ et al., 2003).

2.4 Gewebelasionen

Medizinische Eingriffe am Tier kdnnen sowohl durch ihre Stressantwort beurteilt
werden als auch anhand tatsachlicher Gewebeschaden. Zum Nachweis von lokalen
Gewebelésionen nach intramuskularer Injektion von Arzneimitteln eignet sich die

Untersuchung des Aktivitatsanstieges der sogenannten Muskelenzyme.
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Einer dieser Bestandteile ist die Creatinkinase (CK), deren Serumkonzentration als
Indikator flir das AusmaB von Muskelfaserschaden geeignet ist (KERN, 1987;
LEFEBVRE et al., 1996; CHAVEZ MORENO und BICKHARDT, 1997).

2.41 Creatinkinase

Am Haufigsten wird bei klinischen Studien zur Beurteilung von Gewebelasionen die
Creatinkinase (CK) verwendet. Insbesondere als Indikator von Muskeldegene-
rationen nach intramuskularen Injektionen wird dieser Parameter als zuverldssig
beschrieben (LEFEBVRE et al., 1996; CHAVEZ MORENO und BICKHARDT, 1997).
Der Anstieg der CK erfolgt abhangig von der GréBe des betroffenen Gebietes und
dem Schweregrad der Lasionen (FLUCKIGER, 1977). Bei Defekten am Sarkolemm
der Muskelzellen gelangen muskelspezifische Enzyme, wie die CK, vermehrt in die
extrazellulare Flissigkeit und von dort aus in den Blutkreislauf (SZENTKUTI, 2009).
Fir die Beurteilung des Zerstérungsgrades der Skelettmuskulatur ist von den drei im
Organismus vorkommenden Isoenzymen der Creatinkinase die CK-MM von
Bedeutung, da die anderen beiden Isoenzyme nur im Gewebe des Zentral-
nervensystems (CK-BB) und im Herzmuskel vorkommen. Das Isoenzym CK-MM
macht mit 70-90% den Hauptteil der gesamten Serum-Aktivitat aus. Im Hinblick auf
eine CK-Aktivitatssteigerung nach Belastung im Vergleich zum Basalwert gilt, dass
erhéhte CK-total-Aktivitdten im Plasma im Wesentlichen durch muskelspezifische CK
verursacht werden. Da die CK-Gesamtaktivitat beim Schwein stark mit der Aktivitat
der CK-MM Kkorreliert, geniigt bei der Labordiagnostik die Messung der CK-
Gesamtaktivitat im Plasma, die im Folgenden mit der Aktivitat der CK-MM
gleichgesetzt wird. Fir die Messung des CK-Wertes kann sowohl Blutserum als auch
Blutplasma verwendet werden (BICKHARDT und SCHWABENBAUER, 1981;
KRAFT, 2006b).

HEINRITZI (2006b) sowie KRAFT (2006b) geben bei Schweinen normale
Basalkonzentrationen zwischen 100 — 2000 U/I an, die jedoch abhangig von Rasse,
Alter und Belastung stark variieren kénnen. Nicht nur die Rasse ist ausschlag-
gebend, sondern auch die Stressempfindlichkeit. So ist die Enzymaktivitat nach
Stressbelastung bei stressempfindlichen Schweinen héher als bei unempfindlichen
(BICKHARDT und SCHWABENBAUER, 1981; HEINRITZI und PLONAIT, 2004).
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Eine geringgradige Erhdhung der CK wird mit einem zwei- bis dreifachen Anstieg
gleichgesetzt, eine mittelgradige Erhéhung mit einem 4- bis 10-fachen Anstieg und
eine hochgradige Erhéhung entspricht einem mehr als 10-fachen Anstieg der
Normalwerte (MCGAVIN und MCGAVIN, 2009).

Die Angaben zum Zeitpunkt des maximalen Aktivitatsanstieges der CK im Serum
nach Setzen einer Gewebeldsion variieren je nach Autor. Die Halbwertszeit der im
Blut zirkulierenden CK liegt tierartspezifisch zwischen sechs und zwélf Stunden. So
fanden bei CHAVEZ MORENO und BICKHARDT (1997) die Blutabnahmen 4, 8, 24
und 48 Stunden nach der Belastung statt. Der maximale Anstieg lag bei 24 Stunden.
Dieser Zeitpunkt stimmt mit den Ergebnissen von GROCHOLL und BICKHARDT
(1988) Uberein, gemaB deren Untersuchungen fir Mastschweine von 60 — 80 kg
maximale CK-Konzentrationen 16 —24 Stunden nach einer experimentellen
Stressbelastung, in Form von subkutanen Injektionen mit Neostigminbromid und
Atropinsulfat, gemessen wurden. Vereinzelt weisen jedoch Studien auf die Alters-
abhangigkeit dieser Werte hin. Je jinger die Schweine sind und desto gréBer ihre
tagliche relative Gewichtszunahme ist, desto schneller nach einer Belastung wird die
maximale CK-Aktivitat im Serum erreicht und desto friher wird die zirkulierende CK
wieder abgebaut. So wurde die maximale CK-Konzentration bei Laufern von 24 —
40kg hingegen bereits 4 — 8 Stunden (GROCHOLL und BICKHARDT, 1988) bzw.
6 — 10 Stunden (KRUFF und FRAHM, 1984) nach der Belastung gemessen. In den
Untersuchungen von ELICKER (2006) wurden bei Saugferkeln (3. — 28. Lebenstag)
bereits 4 Stunden und bei Absetzferkeln (4. — 12. Lebenswoche) 4 — 8 Stunden nach
einer intramuskularen Injektion Maximalwerte fir die CK-Konzentration festgestellt.
Ein Anstieg der CK nach Injektion ist abhangig von der Art des applizierten
Injektionspraparates. So rief bei den Untersuchungen von CHAVEZ MORENO und
BICKHARDT (1997) unabhéangig von der Injektionsmethode die intramuskulare
Injektion eines Terramycin-Praparates einen signifikanten Anstieg der CK hervor,
wahrend eine Injektion von isotonischer Kochsalzlésung keinen Anstieg nach sich

zog.

2.4.2 Aspartataminotransferase

Die Aspartataminotransferase (AST) ist ebenso wie die CK in hohen Konzentrationen
in den Zellen der Muskelfasern enthalten, wobei die Konzentration in den roten
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Muskelfasern wesentlich hdher ist als in den weiBen. Die AST kommt aber auch im
Lebergewebe vor. Daher sind die AST-Aktivitdten im Blut sowohl bei Lasionen der
Sekelettmuskulatur als auch der Leber erhéht.

Die Normalkonzentration bei Schweinen liegt zwischen 8 — 35 U/l (HEINRITZI und
PLONAIT, 2004; KRAFT und DURR, 2006). Ein Anstieg bis zum Dreifachen der
Basalkonzentration wird mit einer geringgradigen Erhdéhung gleichgesetzt und Uber
das Dreifache als mittel- bis hochgradige Erhéhung. AST wird in der Regel nie
isoliert bestimmt sondern hauptséachlich zur Bestimmung des Verhaltnisses zur CK,
um Muskel- von Leberkrankheiten zu differenzieren (KRAFT und DURR, 2006). Eine
Erhdhung von AST bei erhéhter CK weist auf einen Muskelschaden hin (THOMAS,
2008).

2.4.3 CK/AST Quotient

Da bei einer Lasion der Skelettmuskulatur die in den Muskelzellen enthaltenen
Enzyme zu gleichen Teilen frei werden, bietet der Quotient aus CK und AST die
besten Informationen zur Differenzierung von Skelettmuskel-, Herzmuskel- und
Leberschaden beim Schwein. Bei einem Anstieg der CK oder der AST bei einem
Quotienten von ~50 kann man von einer Muskeldegeneration ausgehen. Ein
Quotient von >50 spricht daflir, dass vermehrt weiBe Muskelfasern und von 20 — 50,
dass vermehrt rote Muskelfasern betroffen sind. Ist der Quotient <20 geht man von
einer Leberzellschadigung aus (BICKHARDT und SCHWABENBAUER, 1981;
BICKHARDT, 2004). Auch aus den normalen Basalwerten lasst sich ein Quotient

von <20 errechnen.
2.5 Lokalreaktion

Injektionen verursachen je nach Eigenschaften des Injektionspraparates,
Injektionsvolumen und Injektionsverfahren eine mehr oder weniger ausgepragte
Entziindungsreaktion an der Injektionsstelle (CHAVEZ MORENO und BICKHARDT,
1997; ELICKER, 2006). Eine akute Entziindung dauert nur wenige Stunden bis
einige Tage und wird dann von einer Regeneration und Heilung des Gewebes
abgeschlossen. Eine chronische Entziindung tritt als Folge einer akuten Entziindung
auf, wenn der auslésende Stimulus persistiert. Erst nach einer Dauer von Wochen
spricht man von chronischer Entziindung (ACKERMANN, 2009a).
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2.5.1 Makroskopisch

Diese Entzindungsreaktion lasst sich anhand der Kardinalsymptome Rétung,
Schwellung, Erwarmung, Schmerz und Funktionsverlust bereits makroskopisch
erkennen und beurteilen (MEURER, 2007).

So treten bei der intramuskularen Verabreichung von gewebereizenden Arzneimitteln
gering- bis mittelgradige Verhartungen der Injektionsstelle auf, die mit dem Anstieg
der CK-Konzentration im Blut korrelieren (CHAVEZ MORENO und BICKHARDT,
1997). Nach der Verabreichung von isotonischer Kochsalzlésung hingegen konnten
keine makroskopisch sichtbaren Lokalreaktionen festgestellt werden.

2.5.2 Histologisch

Die oben genannten Kardinalsymptome entsprechen einer entziindlichen Hyperamie,
der Ansammlung von flissigem und zellularem Exsudat, gesteigerten Stoffwechsel-
vorgangen und einer mechanischen und chemischen Irritation der Nerven
(MEURER, 2007). Histologisch sind bei einer akuten Entziindung GefaB-
veranderungen, Odem, Fibrin und (berwiegend neutrophile Granulozyten nach-
weisbar (BAUMGARTNER, 2007; ACKERMANN, 2009a). Nach dieser Phase kann
eine persistierende Noxe mit andauerndem Gewebeuntergang zu einer chronischen
Entzindung flhren, die durch das Auftreten von Makrophagen, Lymphozyten,
Plasmazellen und mehrkernigen Riesenzellen charakterisiert ist (BAUMGARTNER,
2007; ACKERMANN, 2009b). Das Auftreten von injektionsbedingten Nekrosen ist
zum einen mechanisch durch die bei der Penetration des Gewebes einwirkenden
Kompressions- und Scherkrafte bedingt (ARORA et al., 2007), und zum anderen von
den gewebereizenden und entziindlichen Eigenschaften des Injektionspréparates
abhangig (CHAVEZ MORENO und BICKHARDT, 1997). Wenn der proinflamma-
torische Stimulus vollstandig eliminiert werden kann, kommt es zu Regenerations-
versuchen des Gewebes im Sinne von Zellteilung, daneben Apoptose der Leuko-
zyten und Entfernung des Exsudates durch Makrophagen (MCGAVIN und
MCGAVIN, 2009). Wenn ein gewebereizendes Arzneimittel oder mit der Injektion
eingedrun-genes Fremdmaterial hingegen als inflammatorischer Stimulus persistiert,
kénnen granulomatdse Entziindungsvorgange mit einer kontinuierlichen Freisetzung
von Entzindungsmediatoren und Leukozyten, Makrophagen, Plasmazellen und

mehr-kernigen Riesenzellen Uber einen langeren Zeitraum andauern. Dies kann
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wiederum in einer Proliferation von Fibroblasten und Endothelzellen sowie der
Synthese von Kollagenfasern zur Ausbildung eines bindegewebigen Ersatzgewebes
im Zuge des Heilungsprozesses resultieren (ACKERMANN, 2009b).

Eine aktuelle Studie Uber die entziindlichen Vorgange an der Injektionsstelle nach
nadelloser Injektion bei Schweinen stammt von JONES et al. (2005). Klinisch
auffallige Injektionsstellen wurden 21 und 36 Tage nach einer Impfung gegen
Mycoplasma hyopneumoniae histologisch untersucht. Das verwendete Injektions-
volumen der Vakzine betrug dabei lediglich 0,1 ml. Bei der histologischen Untersu-
chung wurden nur geringgradige, fokal begrenzte mikroskopische L&sionen
festgestellt. Diese bestanden aus perivaskularen lymphoplasmazellularen Infiltraten
bis hin zu moderaten granulomatdsen Entziindungsherden in der Dermis sowie An-

sammlungen von Lymphozyten und Makrophagen in der Skelettmuskulatur.
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3 Material und Methoden

Die Versuche wurden an der Lehr- und Versuchsstation der Technischen Universitat
Munchen in Thalhausen und am Institut far Tierpathologie der Ludwig-Maximilians-
Universitat in Minchen durchgefuhrt. Die Untersuchungen fanden im Zeitraum von
Mai 2011 bis Februar 2012 statt.

Das Vorhaben wurde nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes bei der Regierung von
Oberbayern genehmigt und ist dort unter dem Aktenzeichen 55.2-1-54-2532-34-11
hinterlegt.

3.1  Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere dienten Schweine (Mast-Hybriden: Deutsche Landrasse x Pietrain)
aus der betriebseigenen Nachzucht der Lehr- und Versuchsstation der Technischen
Universitat Minchen in Thalhausen.

Die Haltung der Tiere erfolgt in dieser Anlage entsprechend den MaBgaben der
Verordnung Uber hygienische Anforderungen beim Halten von Schweinen und der
Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung unter Berlicksichtigung des Anhanges A des
Europaischen Ubereinkommens zum Schutz der fiir Versuche und andere
wissenschaftliche Zwecke verwendeten Wirbeltiere.

Die Ferkel sind wahrend der Saugezeit von 28 Tagen zusammen mit dem jeweiligen
Muttertier in einer Abferkelbucht mit Kastenstand untergebracht. Die Haltung erfolgt
auf Spaltenboden, der in der vorderen Hélfte des Liege- und Fressbereiches der Sau
mit einer Gummimatte ausgelegt ist. In diesem Bereich befindet sich das Ferkelnest,
das nach oben von einer Abdeckung begrenzt ist und mit einer Infrarot-Warmelampe
ausgestattet ist. Der Boden des Ferkelnestes ist mit einer FuBbodenheizung
ausgestattet und mit Sdgespanen eingestreut.

Die Muttertiere werden 10 Tage vor dem errechneten Geburtstermin in die
Abferkelbuchten verbracht.

Die neugeborenen Ferkel werden am Tag nach der Geburt mit einer Ferkelohrmarke
versehen. Gleichzeitig werden die Eckzdhne geschliffen und die Schwéanze mit
einem elektrischen Kupiergerat gekirzt. Am dritten Lebenstag erhalten sie 200 mg

Eisendextran (Ursoferran® 100 mg/ml pro inj., Serumwerk Bernburg AG.) per
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subkutaner Injektion in die Kniefalte. Die Kastration erfolgt am 5. —7. Lebenstag
wobei die intramuskulare Injektion von 0,2 ml Meloxicam (Metacam® 5 mg/mi,
Injektionsldsung, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH) auf die linke Seite der
Nackenmuskulatur platziert wurde. Fir die Injektion von Meloxicam wurden 25 mm
lange Kanllen der GréBe 21 G verwendet.

Den Saugferkeln wird einige Tage nach der Geburt Milchaustauscher im Napf
angeboten und ab der 2. Lebenswoche zusatzlich Prestarter-Futter. Neben dem

Milchaustauscher haben die Ferkel zu jeder Zeit freien Zugang zu Wasser.
3.2 Versuchsvorhaben

Ziel des Versuchsvorhabens war es, die nadellose Injektion und die konventionelle
Injektion mit Kanulle vergleichend zu beurteilen. Dazu wurden die Vertraglichkeit der
Injektionsverfahren und die Resorption der applizierten Arzneimittel untersucht.

Die Vertraglichkeit wurde anhand der Stressreaktion und den entstehenden
Gewebeschaden bestimmt. Zur Beurteilung der Stressreaktion diente der Labor-
parameter Cortisol. Die Untersuchung der entstehenden Gewebeschaden erfolgte
durch die Auswertung der Laborparameter CK und AST, der klinischen Unter-
suchung der Lokalreaktion und der pathohistologischen Untersuchung der Injektions-
stelle. Die Resorption der applizierten Arzneimittel wurde durch Messung der

Arzneimittelkonzentration im Serum bestimmt.

3.21 Injektionspraparate

Die Vertraglichkeit der Injektion sollte in Abhangigkeit von der Viskositat des
Injektionspréparates beurteilt werden. Daher wurden folgende drei Arzneimittel
unterschiedlicher Viskositat ausgewahlt:
e Natriumchlorid Tragerlésung 0,9% (Serumwerk Bernburg)
Wirkstoff: Natriumchlorid
e Myofer® 200 (MSD Tiergesundheit, UnterschleiBheim)
Wirkstoff: Eisen(lll)-hydroxid-Dextran, Sonstige Bestandteile: Phenol
e Vitamin-E-Selen-Lésung® (CP-Pharma, Burgdorf)
Wirkstoffe: Alpha-Tocopherolacetat, Natriumselenit (wasserfrei)

Sonstige Bestandteile: Benzylalkohol, Phenol
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Die Messung der Resorption des applizierten Arzneimittels wurde lediglich im Falle
von Eisendextran durchgefiihrt, da nur bei diesem Praparat die Verflgbarkeit im Blut

gemessen werden kann.

3.2.2 Viskositatsmessung

Die Messung der Viskositat der verwendeten Arzneimittel wurde am Institut fir
Lebensmittelverfahrenstechnik am Wissenschaftszentrum Weihenstephan der
Technischen Universitdt Minchen durchgefihrt. Fir die Messungen wurde ein
Advanced Rheometer AR 1000 der Firma TA Instruments verwendet. Als
Messgeometrie wurde eine Kegel-Gegen-Platte-Anordnung gewahlt. Die Geometrie
bestand aus einem DIN Rotor in Form eines konzentrischen Zylinders mit
kegelférmiger Spitze (Kegel) und einem zylindrischen AuBengefdB mit ebenem
GefaBboden (Platte). 15 ml der zu messenden Flissigkeit wurden in die
Messgeometrie eingebracht, deren Temperatur auf 22,5°C eingestellt wurde. Dies
entspricht der Temperatur des Arzneimittels zum Zeitpunkt der Injektion nach
Lagerung bei Raumtemperatur. Der konzentrische Drehrotor wurde in das
AuBengefa3 abgesenkt, bis ein definierter Abstand von 5 mm zwischen Kegel und
Platte erreicht wurde. Beim Absenkvorgang verdrangte der Drehrotor die FlUssigkeit,
bis er gerade von ihr bedeckt wurde. Die exakte Geometrie lieB einen spaltférmigen
Abstand zwischen Rotor und AuBengefa3 entstehen, in dem sich ein Flussigkeitsfilm
bildete. Die Geometrie begann zu rotieren und beschleunigte innerhalb von 1 Minute
auf eine Schergeschwindigkeit (y) von 100/s. Die Schergeschwindigkeit wurde
logarithmiert und pro Dekade 15 Messungen der Scherspannung ( T ) vorgenommen.
Aus den Werten der Scherspannung und Schergeschwindigkeit wurde der Wert fir
die dynamische Viskositat () in Pa's berechnet.

3.23 Applikation der Injektionspraparate

Die intramuskulare Injektion wurde bei horizontaler Applikationsrichtung in die
seitliche Halsmuskulatur auf Hohe des oberen Ohrgrundes am Ubergang von glatter
Haut zum lockeren Bereich des Ohrgrundes vorgenommen. Das Injektionsvolumen

betrug 2 ml.
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3.2.3.1 Injektion mit Nadel

Bei der Injektion mit Nadel wurden 25 mm lange Kantlen der GréBe 19 G (entspricht
einem Kanilendurchmesser von 1,1 mm) verwendet. Die verwendete Injektions-
spritze (HSW Eco-Matic®, 2ml) erméglichte eine exakte Dosierung des Injektions-

praparates auf 2 ml.

3.2.3.2 Nadellose Injektion per Druckluft

Fir die nadellose Injektion wurde das Gerat Pulse® 250 (Pulse Needlefree Systems,
Kansas, USA, Vertrieb durch Schippers, Kerken) verwendet (Abbildung 1). Das
Gerat besteht aus einer Druckquelle, einer Dosiereinheit und dem Injektions-
Handstlck. Als Druckquelle wurde ein Kompressor (Betriebsdruck 8 bar) verwendet.
Der Kompressor war Uber einen Verlangerungsschlauch an der Dosiereinheit
angeschlossen und auBerhalb des Stallabteiles aufgestellt, um die Ferkel von der
Larmbelastung wahrend dem Vorgang des Druckaufbaues abzuschirmen.
Messungen zur Dauer und der H6he des Larmpegels bei diesem Vorgang wurden
einmalig zu Versuchsbeginn durchgeflihrt. Der fir die Injektion nétige Druck wurde in
der Dosiereinheit mit Uberdruckventil gespeichert. In die Dosiereinheit des Gerates
war eine 2 ml-Dosierkartusche eingesetzt, die ein konstantes Injektionsvolumen von
2ml pro Injektion vorgab. Uber einen Druckregler an der Dosiereinheit konnte der
Injektionsdruck manuell eingestellt werden.

Wie aus der Tabelle 1 hervorgeht, wurde der Injektionsdruck geman den Angaben
des Herstellers an die GroBe der Tiere sowie der Viskositat des verwendeten

Injektionspraparates angepasst.

Tabelle 1 — Druckeinstellung Pulse® 250 fiir Saugferkel verschiedener
Altersgruppen und unterschiedlicher Viskositat der Injektionspraparate

Injektionsdruck
Injektionspraparat 3. Lebenstag 14. Lebenstag
Isotonische Kochsalzlésung 0,9% 1,7 bar 2,4 bar
Myofer® 200 2,1 bar 3,0 bar

Vitamin-E-Selen-Lésung® 2,4 bar 3,1 bar
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Auch das Injektions-Handstiick wurde an die GréBe der Tiere angepasst. Das fur
Saugferkel vorgesehene Handstlck hat einen Disendurchmesser von 0,27 mm.

Abbildung 1 — Pulse® 250 (Pulse Needlefree Systems, Kansas, USA): Dosier-
einheit (2 ml) mit Uberdruckventil und manueller Injektionsdruckregulierung
verbunden mit Hochdruckleitung zum Handstlick zur nadellosen Injektion

3.3 Versuchsgruppen

Der Versuch wurde in zwei Teilversuche aufgeteilt. Im ersten Teilversuch wurden die
Auswirkungen der Injektion durch eine klinische Untersuchung beurteilt. Die klinische
Untersuchung umfasste die Bewertung der Lokalreaktion an der Injektionsstelle
sowie die Auswertung einer Auswahl von Laborparametern nach mehrmaliger
Blutentnahme. Im zweiten Teilversuch wurden die Versuchstiere nach der Injektion

euthanasiert, um die Injektionsstelle pathohistologisch zu untersuchen.

3.3.1 Klinische Untersuchung

Dieser Teilversuch umfasste 248 Tiere. Die Versuchstiere wurden in 8 Untergruppen
eingeteilt, die jeweils aus 31 Saugferkeln bestanden. 4 Versuchsgruppen erhielten
eine nadellose Injektion und die anderen 4 Versuchsgruppen eine konventionelle
Injektion mit Kandle. 2 Gruppen bestanden aus Saugferkeln im Alter von 3 Lebens-
tagen, die eine Injektion mit Eisendextran erhielten. Die anderen 6 Gruppen
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bestanden aus Saugferkeln im Alter von 14 Lebenstagen, von denen jeweils
2 Gruppen eine Injektion mit Eisendextran-Injektionslésung, isotonischer Kochsalz-
I6sung oder Vitamin-E-Selen-Lésung erhielten. Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht dieser
Versuchsgruppen.

Tabelle 2 — Gruppeneinteilung fiir die klinischen Untersuchungen

Nadel nadellos

n | Injektionspraparat n |Injektionspraparat
Gruppe 1 |31 | Myofer® 200 (Eisendextran) |Gruppe 2 |31 | Myofer®200 (Eisendextran)
Gruppe 3 | 31 | Myofer® 200 (Eisendextran) |Gruppe 4 |31 | Myofer®200 (Eisendextran)
Gruppe 5 | 31 | Vitamin-E-Selen-Lésung Gruppe 6 |31 | Vitamin-E-Selen-Lésung

Gruppe 7 | 31 | Isotonische Kochsalzlésung | Gruppe 8 |31 | Isotonische Kochsalzl6sung

3.3.1.1 Einschluss

Die Ferkel von klinisch unauffalligen Sauen wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn
klinisch untersucht, gewogen und anschlieBend nach Gewicht und Geschlecht
randomisiert in die Versuchsgruppen eingeteilt. Jedes Ferkel eines untersuchten
Wurfes wurde mit einer fortlaufenden Nummer markiert, die mit wasserfestem
Filzschreiber auf den Riicken der Tiere geschrieben wurde.

Ferkel die das Durchschnittsgewicht (Median) des Wurfes um 16% unterschritten,
wurden nicht in die Versuchsgruppen aufgenommen. Das mittlere Gewicht (Median)
der ersten Untergruppe (3. Lebenstag) variierte von 1,7 -1,9kg, und das der
zweiten Untergruppe (14. Lebenstag) von 4,1 — 5,0 kg. Diese Werte sind konform mit
den  Gewichtsanforderungen  fir gesunde  Ferkel dieser Altersklasse
(STALLJOHANN, 2010). Saugferkel, die nicht klinisch gesund waren oder deren
Allgemeinbefinden reduziert war, wurden von der Versuchseinteilung ausge-
schlossen.

Saugferkel der Gruppen, die flir eine Injektion von Eisendextran am dritten
Lebenstag vorgesehen waren, hatten vor dem Injektionsversuch noch kein
Eisendextran erhalten. Bei den Wdrfen, die flr den Injektionsversuch im Alter von
14 Lebenstagen in Frage kamen, wurde das am 3. Lebenstag verabreichte
Eisendextran subkutan in die Kniefalte iniziert. Bei denselben Tieren wurde bei der
Saugferkelkastration das Schmerzmittel in die Halsmuskulatur der linken Kérperseite

injiziert.
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3.3.1.2 Versuchsablauf

Zu Beginn des Versuchsablaufes wurde von jedem Ferkel fir die Messung der
Basalwerte der Laborparameter eine Blutprobe entnommen. Zur Blutentnahme aus
der Vena cava cranialis wurden Primavetten® V (Kabe Labortechnik GmbH,
Nimbrecht) und Kanilen der GréBe 20 G (entspricht einem Kanllendurchmesser
von 1,1 mm) verwendet. Unmittelbar nach der Blutentnahme wurde das jeweilige
Praparat mittels Nadel oder Pulse® in die Halsmuskulatur der rechten Kdrperseite
injiziert. Im Folgenden fand bei jedem Versuchstier eine Blutabnahme je 30 Minuten,
1 Stunde, 4 Stunden und 24 Stunden nach der Injektion statt. Zusatzlich zur
Blutabnahme wurde 4 Stunden und 24 Stunden nach Injektion die Injektionsstelle
untersucht, um die Lokalreaktion zu bewerten. Bei den Tieren im Alter von 3
Lebenstagen, die der Versuchsgruppen 1 und 2 zugehérig waren, fanden weitere
Blutabnahmen mit Bewertung der Injektionsstelle am 7., 14., 21. und 28. Tag nach
der Injektion statt. Bei der Blutabnahme zu den Zeitpunkten 14. und 28. Tag nach

der Injektion wurde zudem das Gewicht der Ferkel kontrolliert.

3.3.1.3 Laborparameter

Die Blutproben wurden nach der Blutentnahme in Eiswasser gekuhlt. Noch am
selben Tag wurden sie 10 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert, und aus dem
gewonnenen Serum zwei Aliquots zu je 0,5 ml und eine Ruckstellprobe zu 1 ml
hergestellt. Diese wurden bei -22°C bis zur Messung der Laborparameter asserviert,
nicht jedoch langer als 4 Wochen.

Die Messung der Cortisolwerte aus dem Serum erfolgte im Labor der Klinik fir
Schweine der LMU Munchen. Fir die Messungen mittels Elektrochemilumineszenz-
Immunoassay (ECLIA) mit einem speziellen Messreagenz (Cortisol Elecsys®, Roche
Diagnostics, Mannheim) wurde das Gerat Elecsys 2010° (Roche Diagnostics,
Mannheim) verwendet.

Die Messung der CK, der AST und des Eisengehalts im Serum erfolgte im Labor der
Klinik fir Wiederkduer der LMU Minchen. Die Werte dieser Parameter wurden
mittels Photometrie in einem Analysator fiir klinische Chemie (Hitachi 912°, Roche
Diagnostics, Mannheim) gemessen. Fir die Messungen wurden die vom Hersteller

empfohlenen Reagenzien (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet.
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3.3.1.4 Lokalreaktion

Die Injektionsstelle wurde bei allen Versuchstieren 4 Stunden und 24 Stunden und
bei der Versuchsgruppe der Saugferkel im Alter von 3 Lebenstagen zusatzlich
7 Tage nach der Injektion beurteilt. Die Untersuchung wurde stets von derselben
Person vorgenommen. Die Bewertung der Lokalreaktion erfolgte in Anlehnung an
den von ELICKER (2006) verwendeten Beurteilungsschllssel. Die zu beurteilenden
Kriterien waren die Verfarbung, Verhartung / Konsistenz, Schwellung / Umfangsver-
mehrung, Ausdehnung in cm und das Auftreten von Blutungen an der Injektions-
stelle. Die Quantifizierung der Veranderung wurde durch die Vergabe von Punkten
nach folgendem Schema vorgenommen:

0 = keine Veranderung

1 = andeutungsweise verandert

2 = geringgradig verandert

3 = mittelgradig verandert

4 = hochgradig verandert

Tabelle 3 — Bewertung der Lokalreaktion anhand eines klinischen Scores

Allgemein- | Ausdehnung Umfangs- Verfar- | Verhar-
befinden incm vermehrung | bung tung Blutung

4 h

24 h
7d
SUMME

Zu den angegebenen Untersuchungszeitpunkten wurden fir jedes Merkmal 0 bis 4
Score-Punkte vergeben. Der Gesamtscore pro Tier fir ein Merkmal ergab sich aus
der Summe aller Punkte, die zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten
ermittelt wurden. Bei den 3 Tage alten Saugferkeln der Versuchsgruppen 1 und 2
ergab sich damit ein mdglicher Gesamtscore von 0 bis 12 Punkten und bei den
14 Tage alten Saugferkeln der Versuchsgruppen 3 bis 8 ein méglicher Gesamtscore
von 0 bis 8 Punkten. Da die Blutung unmittelbar nach der Injektion auftrat und nur

einmalig zu diesem Zeitpunkt zu beurteilen war, ergab sich hier fir alle
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Versuchsgruppen nur ein Gesamtscore von 0 bis 4 Punkten. Beim Merkmal
Ausdehnung in cm wurde statt der Summe der héchste gemessene Wert als

Gesamtscore verwendet.

3.3.2 Pathohistologische Untersuchung

Dieser Teilversuch umfasste 36 Saugferkel im Alter von 14 Lebenstagen. Die
Versuchstiere wurden in 6 Gruppen eingeteilt, die jeweils aus 6 Saugferkeln
bestanden. Jeweils 2 Gruppen erhielten eine Injektion mit Eisendextran, isotonischer
Kochsalzlésung oder Vitamin-E-Selen. Pro Injektionspraparat gab es zwei Gruppen,
von denen die erste eine nadellose Injektion und die zweite eine konventionelle
Injektion per Kanile erhielt.

Eine weitere Unterteilung dieser 6 Versuchsgruppen erfolgte hinsichtlich der Dauer
vom Zeitpunkt der Injektion bis zur Euthanasie, wobei die eine Halfte jeder Gruppe
die Injektion 24 Stunden und die andere Halfte 7 Tage vor der Euthanasie erhielt.
Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht dieser Versuchsgruppen.

Tabelle 4 — Gruppeneinteilung fir die pathohistologische Untersuchung

Injektions- Nadel nadellos
Zeitpunkt | n |Injektionspriparat n |Injektionspréaparat
. 3 |[Myofer® 200 (Eisendextran) | 3 |Myofer® 200 (Eisendextran)
7 d vor S " PO -
Euthanasie 3 |Vitamin-E-Selen-Lésung 3 |Vitamin-E-Selen-Lésung
3 |Isotonische Kochsalzlésung 3 |Isotonische Kochsalzlésung
3 |Myofer® 200 (Eisendextran) | 3 |Myofer® 200 (Eisendextran)
24 h vor o " o "
Euthanasie 3 | Vitamin-E-Selen-Lésung 3 | Vitamin-E-Selen-Lésung
3 |lIsotonische Kochsalzlésung 3 |Isotonische Kochsalzlésung

3.3.2.1 Einschluss

Die Ferkel von Kklinisch unauffalligen Sauen wurden vor der Injektion klinisch
untersucht, gewogen und anschlieBend in die Versuchsgruppen eingeteilt. Es
wurden ausschlieBlich weibliche Tiere verwendet, bei denen vorberichtlich noch
keine intramuskulare Injektion stattgefunden hatte. Die Halsmuskulatur der
ausgewahlten Tiere wurde palpatorisch auf UnregelmaBigkeiten und Verhartungen
untersucht. Waren alle Untersuchungen unauffallig, wurde das Tier in die
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Versuchsgruppen eingeteilt. Jedes Versuchstier wurde mit einer nummerierten
Versuchsohrmarke am rechten Ohr gekennzeichnet.

3.3.2.2 Versuchsablauf

Die Haut der linken Nackenseite wurde im Bereich der Injektionsstelle groBflachig
nass rasiert und anschlieBend abgetrocknet. Die Injektionsstelle wurde markiert
indem mittels einer mit Tatowierfarbstoff getrankten Kanule per Stichinzision vier
Punkte im Abstand von 2 cm von der Injektionsstelle entfernt gesetzt wurden. Diese
Punkte waren auch noch zum Zeitpunkt der Euthanasie 7 Tage nach der Injektion
und nach Abklingen der makroskopisch erkennbaren Lokalreaktion sichtbar. So
konnte bei der Sektion die Injektionsstelle durch Verbindung der 4 Punkte in Form
eines Kreuzes gut lokalisiert werden. Bei allen Tieren wurde vor der Euthanasie eine
einmalige Untersuchung der klinisch sichtbaren Lokalreaktion an der Injektionsstelle
vorgenommen, um eventuelle Unterschiede in der Auspragung der Entzindungs-
reaktion mit den spater gewonnen Ergebnissen aus der pathohistologischen
Untersuchung in Zusammenhang zu bringen. Fir die Euthanasie wurde
Pentobarbital (Release® 300 mg/ml, Injektionsliésung, Wirtschaftsgenossenschaft
deutscher Tierdrzte eG, Garbsen) gemaB der Packungsbeilage verwendet. Die
euthanasierten Versuchstiere wurden unmittelbar in das Institut far Tierpathologie
der LMU Muinchen transportiert.

3.3.2.3 Sektion

Die Sektion und anschlieBende Herstellung der histologischen Praparate erfolgte am
Institut flr Tierpathologie. Bei allen Tieren wurde eine pathoanatomische
Untersuchung vorgenommen. Organproben von Lunge, Leber, Milz, Nieren und Herz
wurden zur histologischen Untersuchung entnommen. Zusatzlich wurde der Bereich
der Injektionsstelle am Nacken entnommen.

Dazu wurde ein 3 — 4 cm breiter Transversalschnitt der Halsmuskulatur von direkt
hinter dem Okziput bis auf Hdhe des Uberganges zwischen Atlas und Axis
angefertigt. Der Transversalschnitt enthielt Anteile des M. rhomboideus cervicis,
M. splenius, M. longus capitis, M. brachiocephalicus und M. obliquus capitis. Bei der
Praparation der Halsmuskulatur wurde darauf geachtet, dass der Abstand der
markierten  Injektionsstelle vom  kranialen und kaudalen Rand des
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Transversalschnittes jeweils gleich gro3 war, so dass die Injektionsstelle sich zentral
in dem entnommenen Nackenstiick befand. Als tributdre Lymphknoten des Halses,
seiner Haut und Muskulatur wurden die NII. cervicales superficiales dorsales

prapariert. Zuséatzlich wurden auch die NIl. mandibulares prapariert.

3.3.24 Zuschnitte der Gewebeproben

Alle Organ- und sonstigen Gewebeproben wurden wahrend der Sektion in 4%
Formalinlésung eingelegt und 48 Stunden auf einem Schittler gelagert. Die
Formalinlésung wurde nach 24 Stunden einmalig erneuert.

AnschlieBend wurden die Organ- und Gewebeproben zur weiteren Verarbeitung in
kleinere Teilstlcke zugeschnitten und auf Kunststoffkapseln verteilt.

Daflr wurde der rostrale und kaudale Rand des entnommenen Muskelstlickes
abgeschnitten, sodass die Dicke des Transversalschnittes nur noch ca. 2 cm betrug.
Von diesem Transversalschnitt wurde an der Injektionsstelle entlang der
Injektionsrichtung ein Block herausgeschnitten, in dem sich zentral die Injektions-
stelle befand. Der so entstandene Block hatte, von der Injektionsstelle auf der Haut
aus betrachtet, eine Seitenlange von 20 mm und eine die oberflachliche und tiefe
Halsmuskulatur umfassende Gesamtlange von ca. 50 mm. Dieser Block wurde, wie
auf der Abbildung 2 zu sehen ist, beginnend von der Hautoberflache parallel zu
dieser in ca. 4-5mm dinne Scheiben geschnitten. Der speziell angefertigte
Schneide-Rahmen gewahrleistet dabei eine gleichbleibende Dicke fir alle Scheiben.

Al

Abbildung 2 — Herstellung von 4-5 mm dinnen Scheiben aus dem Gewebe an

der Injektionsstelle, beginnend von der Seite der Hautoberflache
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Die breiten Oberflachen dieser Scheiben bildeten die Ebenen flr die mikroskopische
Untersuchung der Injektionsstelle. Die erste Untersuchungsebene befand sich 4-
5 mm unter der Hautoberflache. Die Scheiben wurden abwechselnd zur Einbettung
in Paraffin und Kunststoff verwendet, wobei immer die aneinandergrenzenden
Flachen der beiden Scheiben eine Untersuchungsebene bildeten. Entsprechend
konnten Ebenen im Abstand von jeweils 8-10 mm beurteilt werden. Die histo-
pathologische Auswertung erfolgte vorwiegend anhand der Paraffinschnitte. In
Einzelfallen wurde zusatzlich der Kunststoffschnitt der entsprechenden Ebene
herangezogen, da dieser eine detailgenauere Darstellung erméglicht.

Aus dem gesamten Block konnten in der Regel 10 Scheiben und damit 5 Unter-
suchungsebenen hergestellt werden. Abbildung 3 zeigt das Schema der Einteilung in

die Untersuchungsebenen.

Schichtdicke: 4 mm
~

/5

Untersuchungsebene 3P Untersuchungsebene 3K
far Paraffinlabor far Kunststofflabor

Abbildung 3 — Schematische Darstellung der Untersuchungsebenen 1 bis 5 an
der Injektionsstelle fiir die Einbettung in Paraffin (P) und Kunststoff (K)

Die Scheiben wurden auf Kunststoffkapseln verteilt, sodass 5 Kapseln flr die
Einbettung in Paraffin weiterverarbeitet wurden und 5 Kapseln fir die Einbettung in
Kunststoff verwendet werden konnten. Zudem wurde eine Kapsel mit Organproben
von Lunge, Leber, Milz, Niere und Herz gefillt sowie 4 weitere Kapseln mit je einem
halbierten Lymphknoten (rechter und linker NI. cervicalis superficialis dorsalis,

rechter und linker NI. mandibularis).
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3.3.2.5 Entwassern und Einbetten

Die Kapseln mit den Proben wurden anschlieBend Uber Nacht in 4% Formalinlésung
verbracht. Daraufhin wurden die 10 Kapseln mit den Muskelscheiben, Organproben
und Lymphknoten in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Das an-
schlieBende Einbetten in Paraffinblécke wurde am Paraffin Embedding System
TBS 88® von meditel Medizintechnik ausgefiihrt. Von jedem Kapselinhalt wurde je
ein Paraffinblock angefertigt. Die verbleibenden 5 Muskelscheiben wurden in

Kunststoff eingebettet und in diesem Zustand asserviert.

3.3.2.6 Herstellung der histologischen Schnitte

Von den so hergestellten Paraffinbl6cken wurden histologische Schnitte an einem
Rotationsmikrotom angefertigt. Der Schneidewinkel betrug 10° und die Einstellung
fir den Feinschnitt 0,5 ym, was einer tatsdchlichen Schnittdicke von 2 -3 pm
entspricht. Die angefertigten Schnitte wurden jeweils einer Hamatoxylin-Eosin-
Farbung und die Gewebeschnitte von der Muskulatur zusatzlich einer Giemsa-
Farbung unterzogen. Im Falle der Versuchsgruppe die eine Injektion mit
Eisendextran erhalten hatte, wurden die Gewebeschnitte von der Muskulatur und
den Lymphknoten zudem zum Sichtbarmachen von zwei- und dreiwertigem Eisen

mit einer Turnbull-Farbung angefarbt.

3.3.2.7 Histologische Auswertung

Von jedem Versuchstier wurden die gefarbten, histologischen Schnitte von den
Untersuchungsebenen 1 bis 5 der Injektionsstelle histologisch untersucht. Dabei
wurde allgemein beurteilt ob keine, eine geringgradige oder mittel- bis hochgradige
Entziindung vorlag. Folgender Bewertungsschliissen wurde angewendet:

0 keine Hinweise auf Entzindung

+ geringgradige Entzindung

++ mittel- bis hochgradige Entziindung

Bei den entzindlich veranderten Bezirken wurde der Entziindungstyp genauer
analysiert. Der Anteil von Neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen,
mehrkernigen Riesenzellen und Plasmazellen an der gesamten Entziindung wurde

nach folgendem Bewertungsschlissel gewichtet:
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0 kein Auftreten von Entziindungszellen
1 geringer Anteil der Zellart an der gesamten Entziindung
2 hoher Anteil der Zellart an der gesamten Entziindung

Zudem wurde das Vorhandensein von Exsudation, Blutungen (extravaskulare
Erythrozyten), Muskelfaserpathologie (Anzeichen von Nekrose oder Myoblasten),
Fibrose (Fibroblasten, Fibrozyten und Kollagenfasern) und Hohlraumbildung
folgendermaBen eingeteilt:

0 nicht vorhanden

+ vorhanden

Die Verteilung von zwei- und dreiwertigem Eisen im Gewebe (Fe**/ Fe**) wurde bei
der mit Eisendextran behandelten Gruppe anhand der nach Turnbull gefarbten
Praparate beurteilt. Eisen ist durch seine blaue Farbung im rosarot angefarbten
Gewebe gut sichtbar, wobei das Vorkommen von blauer Anfarbung folgendermaBen
unterschieden wurde:

0 keine Spuren von Fe?*/ Fe®'

+ fokale Spuren von Fe?*/ Fe®**

++  homogene, diffuse Verteilung von Fe®*/ Fe3*

Hierbei wurde berlcksichtigt, ob es sich um freies Eisen im Gewebe oder um
intrazellulares Eisen handelte. Die Auswertung erfolgte deskriptiv unter Zusammen-

fassung der erhobenen Befunde.
3.4 Statistik

Die Berechnung der Tierzahlen wurde in einem statistischen Gutachten vom Institut
flr Statistik der LMU Minchen durchgefiihrt. Die statistischen Erhebungen erfolgten
an der Klinik fir Schweine der LMU Minchen. Die SPSS 19.0 software package
(SPSS® Inc., Chicago, IL, USA) und Excel Software (Microsoft Office 2009) wurde flr
die statistische Analyse und die Diagrammerstellung herangezogen. Von
quantitativen Ergebnissen stetig messbarer Parameter (Cortisol, CK, AST, CK/AST)
wurden pro Gruppe und Messzeitpunkt der Mittelwert und die Standard-
abweichungen bestimmt. Da diese Werte sehr stark streuen und eine Normal-
verteilungsannahme problematisch ist, wurde der nichtparametrische Wilcoxon-Test

fur den Vergleich der Anstiege vom Basalwert verwendet. Der relevante Effekt war
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dann gegeben, wenn die Wahrscheinlichkeit, dass ein Tier der Behandlungsgruppe
einen Wert unter dem eines Tieres der Kontrollgruppe aufwies bei mindesten 0,7 lag.
Der Gruppenvergleich der Mittelwerte zwischen den unterschiedlichen Injektions-
methoden wurde mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-Testverfahren
analysiert und auf Signifikanz geprift. Eine Bonferroni-Korrektur des Signifikanz-
niveaus wurde nicht vorgenommen, da die Bestimmung der Gruppen vor der
Auswertung der Messergebnisse stattfand.

Der Gruppenvergleich der Mittelwerte zwischen den unterschiedlichen Injektions-
praparaten innerhalb der Gruppen eines Injektionsverfahrens wurde mithilfe des
Kruskal-Wallis-Testverfahrens vorgenommen. Wenn bei diesem Test eine Signi-
fikanz berechnet wurde, folgte der Vergleich aller Injektionspréparate untereinander
mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-Test.

Die Prifung auf Signifikanz bei den Haufigkeitsverteilungen wurde mithilfe des Chi-
Quadrat-Tests durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Viskositatsmessung

Die Beschleunigungsphase der Geometrie von 0 auf 100/s wurde logarithmiert und in
3 Dekaden eingeteilt (0,1-1 / 1—10 / 10-100). Die momentane Scherspannung (t)
wurde 15-mal pro Dekade gemessen. Daraus entstanden 46 Messungen innerhalb
von 1 Minute. Aus den Werten der Scherspannung und Schergeschwindigkeit wurde
deren Proportionalitdtskonstante ermittelt, die der dynamischen Viskositat ( n ) in
Pa‘s entspricht.

Nach einer variablen Beschleunigungsphase mit schwankender Scherspannung,
stieg die Scherspannung proportional zur Schergeschwindigkeit an. Dement-
sprechend erreichte die Viskositat nach dieser Phase einen konstanten Wert.
Abbildung 4 zeigt die FlieBkurve der dynamischen Viskositat in Abhangigkeit von
Schergeschwindigkeit, Zeit und Temperatur.

Abbildung 4 — FlieBkurve der gemessenen Viskositat fiur die Arzneimittel NaCl
0,9%", Myofer 200® und Vitamin-E-Selen® jeweils nach Dreifachmessung als
Funktion der Schergeschwindigkeit, Zeit und Temperatur

| ——NaCl0,9% —+— Myofer® 200 —=— Vitamin-E-Selen |

0,060 {—
0,055
0050
0,045 fH—— === C -
0,040
0,035
0,030 -

0,025 A

0,020 %—MW*A
0,015 +

0,010

0,005 N e

0,000 = ‘ ‘
0,1 1 10 100
Schergeschwindigkeit (1) in /s (log)

Viskositét (n) in Pa's




Ergebnisse 47

Ab einer Schergeschwindigkeit von y = 30/s blieben die Werte fiir die gemessene
Viskositat bei allen Arzneimitteln in etwa konstant, daher wurde das Messintervall auf
den Bereich von 30/s bis 100/s festgesetzt. Aus den Werten der Messzeitpunkte die
sich in diesem Intervall befanden, wurde jeweils der Mittelwert bestimmt. Fir jedes
Arzneimittel wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt, um aus der mittleren
Viskositat der Einzelmessungen den Mittelwert fir die Viskositat zu berechnen.

Tabelle 5 zeigt die mittlere Viskositat der Arzneimittel.

Tabelle 5 — Viskositat der Injektionspraparate mit Standardabweichung der

Werte aller 3 Messvorgange im Messintervall von 30/s bis 100/s

N n . - Standard-
Injektionspraparat Viskositat n abweichung
Isotonische Kochsalzlésung 0,9% 0,004 Pa's 0,0003
Myofer® 200 0,019 Pa's 0,0003
Vitamin-E-Selen-Lésung® 0,057 Pa's 0,0003

4.2 Klinische Untersuchung

Von den 248 fir die klinische Untersuchung vorgesehenen Tieren wurden 3 vom
Versuch ausgeschlossen. Bei zwei Tieren trat als Folge der Injektion von
Eisendextran mit Nadel eine anaphylakioide Reaktion auf, woraufhin von einer
weiteren Blutentnahme abgesehen wurde. Bei einem Tier traten bei der Blut-
entnahme Komplikationen in Form von hochgradiger Dyspnoe auf, und es wurden

keine weiteren Blutentnahmen bei diesem Tier vorgenommen.

4.2.1 Lokalreaktion

Die Auswertung der Lokalreaktion erfolgte zunachst fir alle Versuchsgruppen
gemeinsam. Die Auswertung ergab, dass bei 244 von 248 Tieren eine Lokalreaktion
sichtbar war. Die Lokalreaktionen waren rundlich und das Merkmal AusmafB in cm
entsprach ihrem Durchmesser. Tabelle 6 zeigt die Anzahl der Tiere, bei denen an
der Injektionsstelle generell eine Umfangsvermehrung, Verfarbung, Verhartung oder
Blutung auftrat (positive Tiere). Die restlichen Tiere wiesen die entsprechende
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Lokalreaktion nicht auf (nicht aufgefthrt). Es wurde die Anzahl der insgesamt
positiven Tiere aufgefihrt und nach Injektionsmethode und Injektionspraparat

aufgegliedert.

Tabelle 6 — Anzahl der Tiere bei denen die Lokalreaktion Umfangsvermehrung,
Verfarbung, Verhartung und Blutung an der Injektionsstelle auftrat, mit
Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden

Anzahl der Tiere mit Veranderungen Signifikanz
Nadel -
gesamt Nadel nadellos nadellos
po§itive % n po_sitive pogitive 0
Tiere Tiere Tiere

Umfangsvermehrung

Eisen (3. Lebenstag) 54  (88,5%) 61 27 31 27 30 1,00

Eisen (14. Lebenstag) 48  (78,7%) 61 18 31 30 30 <0,01

NaCl (14. Lebenstag) 32  (51,6%) 62 12 31 20 31 0,04

Vit-E-Se (14. Lebenstag) | 47  (77,0%) 61 16 30 31 31 <0,01
___gesamt 183 (74,7%) 245| 73 123| 110 122| <0,01
Verfarbung

Eisen (3. Lebenstag) 54  (88,5%) 61 24 31 30 30 <0,01

Eisen (14. Lebenstag) 43  (70,5%) 61 13 31 30 30 <0,01

NaCl (14. Lebenstag) 15  (24,2%) 62 5 31 10 31 0,14

Vit-E-Se (14. Lebenstag) | 27  (44,3%) 61 7 30 20 31 <0,01
___gesamt 139 (56,7%) 245| 49 123 90 122 <0,01
Verhéartung

Eisen (3. Lebenstag) 56 (91,8%) 61 26 31 30 30 0,05

Eisen (14. Lebenstag) 57  (93,4%) 61 27 31 30 30 0,11

NaCl (14. Lebenstag) 55  (88,8%) 62 26 31 29 31 0,42

Vit-E-Se (14. Lebenstag)| 55  (90,2%) 61 24 30 31 31 0,01

gesamt 223 (91,0%) 245 103 123| 120 122| <0,01
Blutung

Eisen (3. Lebenstag) 0 (0,0%) 61 0 31 0 30 -

Eisen (14. Lebenstag) 1 (1,6%) 61 1 31 0 30 1,00

NaCl (14. Lebenstag) 31 (50,0%) 62 19 31 12 31 0,08

Vit-E-Se (14. Lebenstag) [ 40 (65,6%) 61 14 30 26 31 <0,01

gesamt 72 (26,4%) 245| 34 123 38 122 0,55
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Bei 8 Tieren (3,3%) trat zu keinem Zeitpunkt eine sichtbare Lokalreaktion nach der
Injektion auf, wovon 6 Tiere eine Injektion mit Nadel erhalten hatten. Die
Lokalreaktionen Umfangsvermehrung, Verhartung, Verfarbung und Blutungen traten
nach der Injektion nicht isoliert auf, sondern in Kombination mit einem oder mehreren
der anderen Merkmale.

Bei 74,7% der Tiere konnte eine Umfangsvermehrung an der Injektionsstelle
festgestellt werden. Bei 56,7% traten sichtbare Farbveranderungen der Haut auf,
darunter Rétungen, braunliche und blau-graue Verfarbungen oder eine Blasse in der
Peripherie der Injektionsstelle. Ein Anteil von 91% der Injektionsstellen war verhartet
wohingegen Blutungen nach 26,4% der Injektionen auftraten.
Umfangsvermehrungen, Verfarbungen und Verhdrtungen an der Injektionsstelle
traten nach der nadellosen Injektion signifikant haufiger auf als nach der Injektion mit
Nadel (p<0,01). Blutungen traten bei beiden Injektionsmethoden gleichermaBen auf.

42.1.1 Saugferkel am 3. Lebenstag

Es wurden die Lokalreaktionen Ausdehnung in cm, Umfangsvermehrung, Verférbung
Verhartung und Blutung beurteilt. Der Score der Umfangsvermehrung, Verfarbung
Verhartung und Blutung umfasst jeweils die Summe aller Punkte, die zu den
Bewertungszeitpunkten 4 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage nach der Injektion
vergeben wurden. Der Score der Ausdehnung beinhaltet nicht die Summe, sondern
den Maximalwert, der zu einem der Bewertungszeitpunkte erhoben wurde. Fr jedes
Merkmal wurde der Mittelwert innerhalb der Versuchsgruppen gebildet.

Der mittlere Score fir die Lokalreaktionen Ausdehnung in cm, Umfangsvermehrung,
Verfarbung und Verhartung war nach der nadellosen Injektion signifikant héher als
nach der Injektion mit Nadel (Tabelle 7). Der groBte Unterschied trat bei der
Verfarbung auf. Nach der Injektion mit Nadel wiesen die Tiere der Versuchsgruppe
beim Merkmal Verfdrbung einen mittleren Score von 2,45 auf, wahrend nach der
nadellosen Injektion ein mittlerer Score von 7,87 erhoben wurde. Blutungen konnten

bei keinem der Tiere festgestellt werden.
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Tabelle 7 — Mittlerer Score der Lokalreaktionen bei Saugferkeln am 3. Lebens-
tag als Summe der Scores 4 h, 24 h und 7 d nach der Injektion von Eisen-
dextran, mit Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden

Merkmal Gruppe n MwW SD Min. Max. p

) Nadel 31 2,45 2,16 0 8 ]
Verfarbung nadellos 30 | 787 2,08 2 7| <00
Ausdehnung Nadel 31 1,31 0,84 0 3 ~0.01
in cm nadellos 30 2,95 1,08 1 6 ’
Umfangs- Nadel 31 2,58 1,75 0 6 0.02
vermehrung nadellos 30 410 1,75 0 7 ’

) Nadel 31 2,39 2,06 0 8 ]
Verhartung nadellos 30 | 433 | 1,54 2 700 <0.0
Blut Nadel 0 0,00 0,00 0 0

utung nadellos 0 0,00 0,00 0 0

Zudem wurde von allen Tieren aus den einzelnen Scores der Merkmale Umfangs-
vermehrung, Verfarbung und Verhartung die maximale Auspragung zu den
Bewertungszeitpunkten 4 Stunden, 24 Stunden und 7 Tage nach der Injektion
ermittelt. Die Auswertung ergab folgende Haufigkeitsverteilung (Tabelle 8 und
Tabelle 9):

Tabelle 8 — Maximale Ausdehnung der Lokalreaktion an der Injektionsstelle bei
Saugferkeln am 3. Lebenstag, mit Signifikanz des Unterschiedes zwischen den
Haufigkeitsverteilungen je nach Injektionsmethode

Maximale Ausdehnung in cm

Nadel nadellos
Tiere % Tiere % P
keine Veranderung 4 12,9 0 0,0
0,5-1cm 11 35,5 1 3,3
1,5-2cm 14 45,2 8 26,6 <0,01
2,5-3cm 2 6,5 15 50,0
>3cm 0 0,0 6 20,0

Der Unterschied bei der Haufigkeitsverteilung der maximalen Ausdehnung der
Lokalreaktion zwischen der nadellosen Injektion und der Injektion mit Nadel war
signifikant (p<0,01). Der Durchmesser der Lokalreaktion betrug bei 70% der nadellos
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behandelten Tiere mehr als 2,5 cm, wahrend die Lokalreaktion bei 93,5% der mit

Nadel behandelten Tiere einen Durchmesser von 2 cm oder weniger hatte.

Tabelle 9 — Maximale Auspragung der Merkmale Umfangsvermehrung, Verfar-
bung und Verhartung der Injektionsstelle bei Saugferkeln am 3. Lebenstag, mit
Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Haufigkeitsverteilungen je nach
Injektionsmethode

Umfangsvermehrung Verférbung Verhértung

Nadel nadellos Nadel nadellos Nadel nadellos
Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere %

keine Verdnderung = 4 12,9| 1 3,3 7 226| 0 0,0 5 16,1 O 0,0

andeutungsweise 8 258| 1 3,3 7 226| 0 0,0 13 419| 3 10,0

geringgradig 11 355| 6 20,0 12 38,7 1 33| 8 258 5 16,7

mittelgradig 7 226| 12 40,0, 5 16,1 7 233 5 16,1 13 43,3

hochgradig 1 32| 10 333, 0 00| 22 733] 0 00| 9 30,0
p<0,01 p<0,01 p<0,01

Die Unterschiede bei der Haufigkeitsverteilung der maximalen Umfangsvermehrung,
Verfarbung und Verhartung an der Lokalreaktion zwischen der nadellosen Injektion
und der Injektion mit Nadel war signifikant (p<0,01). Hochgradige Verfarbungen und
Verhartungen der Injektionsstelle traten ausschlieBlich nach der nadellosen Injektion
auf. Hoch- und mittelgradige Verhartungen traten bei 73,3% der Tiere nach der
nadellosen Injektion auf und bei 16,1% der Tiere nach der Injektion mit Nadel. Hoch-
und mittelgradige Verfarbungen traten bei 96,6% der Tiere nach der nadellosen
Injektion und bei 16,1% der Tiere nach der Injektion mit Nadel auf. Kein Tier blieb
nach der nadellosen Injektion ohne Verhartung und Verfarbung an der
Injektionsstelle. Hoch- und mittelgradige Umfangsvermehrungen traten nach der
nadellosen Injektion haufiger auf (73,3%) als nach der Injektion mit Nadel (25,8%).

421.2 Saugferkel am 14. Lebenstag

Es wurden die Lokalreaktionen Ausdehnung in cm, Umfangsvermehrung, Verférbung
Verhartung und Blutung beurteilt. Der Score der Umfangsvermehrung, Verfarbung
Verhartung und Blutung jedes Versuchstieres umfasst jeweils die Summe der
Bewertungspunkte, die 4 Stunden und 24 Stunden nach der Injektion vergeben

wurden. Ein Bewertungszeitpunkt von 7 Tagen entfiel, da zu diesem Zeitpunkt die
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Lokalreaktion nicht mehr zu beurteilen war. Der Score der Ausdehnung beinhaltet
nicht die Summe, sondern den Maximalwert, der zu einem der beiden
Bewertungszeitpunkte erhoben wurde. Fir jedes Merkmal wurde der Mittelwert des
Scores innerhalb der Versuchsgruppen gebildet.

Bei den Tieren dieser Altersgruppe war dieser mittlere Score unabhangig vom
Injektionspréaparat nach der nadellosen Injektion bei den Merkmalen Ausdehnung,
Umfangsvermehrung, Verfarbung und Verhartung héher als nach der Injektion per
Nadel. Blutungen konnten nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung und
Vitamin-E-Selen festgestellt werden, nicht jedoch nach der Injektion von
Eisendextran. Nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung mit der Nadel
traten haufiger Blutungen auf als nach der nadellosen Injektion.

Bei 28 von 61 Tieren war nach der Injektion von Eisendextran ein vermehrtes
ZurUckflieBen des Eisenpraparates aus der Injektionsstelle auffallig. Von diesen 28
Tieren hatten 8 eine Injektion per Nadel und 20 Tiere eine nadellose Injektion
erhalten.

Eine Ubersicht der Mittelwerte des Scores, der pro Tier aus der Summe der
Bewertungspunkte gebildet wurde, die 4 Stunden und 24 Stunden nach der Injektion
erhoben wurden, ist in Tabelle 10 und Abbildung 5 zu sehen.
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Tabelle 10

Mittlerer Score der Lokalreaktionen bei

Saugferkeln am

14. Lebenstag als Summe der Scores 4 h und 24 h nach der Injektion, mit

Signifikanz der Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden

Merkmal Gruppe n MW SD Min. Max. P
Ausdehnung Nadel (NaCl) 31 0,44 0,33 0 1
in cm nadellos (NaCl) | 31 | 1,03 | 096 0 4| <001

Nadel (Vit-E-Se) | 30 | 1,07 1,25 0 4

nadellos (Vit-E-Se) | 31 | 2,60 1,21 1 5| <001

Nadel (Eisen) 31 | 1,13 1,34 0 4

nadellos (Eisen) | 30 | 2,58 | 0,97 : g | <001
Umfangs- Nadel (NaCl) 31 0,71 1,07 0 3
vermehrung  [nadelios (NaCly™| 31| 1,68 | 1,74 0 g 002

Nadel (Vit-E-Se) | 30 | 1,13 1,48 0 6

nadellos (Vit-E-Se) | 31 | 4,19 1,76 1 7 | <001

Nadel (Eisen) 31 | 1,26 1,46 0 5

nadellos (Eisen) | 30 | 3,17 | 1,09 i 5| <001
Verfarbung Nadel (NaCl) 31 0,52 1,26 0 4

nadellos (NaCl) | 31 | 0,71 132 0 g | 023

Nadel (Vit-E-Se) | 30 | 0,30 0,60 0 2

nadellos (Vit-E-Se) | 31 | 1,65 | 1,70 0 g | <001

Nadel (Eisen) 31 | 0,94 1,63 0 8

nadellos (Eisen) 30 5,30 1,34 2 7 <0,01
Verhartung Nadel (NaCl) 31 2,48 1,31 0 4

nadellos (NaCl) | 31 | 3,71 | 355 0 50| 924

Nadel (Vit-E-Se) | 30 | 257 1,77 0 6

nadellos (Vit-E-Se) | 31 | 5,81 1,72 2 g | <001

Nadel (Eisen) 31 | 2,00 1,39 0 5

nadellos (Eisen) 30 4,57 1,14 3 6 <0,01
Blutung Nadel (NaCl) 31 1,61 1,45 0 4

nadellos (NaCl) | 31 | 097 | 1,30 0 4 007

Nadel (Vit-E-Se) | 30 | 1,03 1,22 0 3

nadellos (Vit-E-Se) | 31 | 239 | 1,20 0 4 | <001

Nadel (Eisen) 31 0,03 0,18 0 1

nadellos (Eisen) 30 - - 0 0 )
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Abbildung 5 — Mittlerer Score der Lokalreaktionen bei Saugferkeln am

14. Lebenstag als Summe der Scores 4 h und 24 h nach der Injektion, aufgeteilt

nach Injektionspraparat und Injektionsmethode

Zusatzlich wurde von allen Tieren aus den einzelnen Scores der Merkmale

Umfangsvermehrung,

Verfarbung und Verhartung und Blutung die maximale

Auspragung zu den Bewertungszeitpunkten 4 Stunden und 24 Stunden nach der

Injektion ermittelt. Die Auswertung ergab folgende Haufigkeitsverteilung (Tabelle 11

bis Tabelle 15):
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Tabelle 11 — Maximale Ausdehnung der Lokalreaktion an der Injektionsstelle

bei

Saugferkeln am 14. Lebenstag,

zwischen den Haufigkeitsverteilungen je nach Injektionsmethode

mit Signifikanzen der Unterschiede

Maximale Ausdehnung in cm

Gruppe 3 | Gruppe 4 | Gruppe 5 | Gruppe 6 | Gruppe 7 | Gruppe 8
Nadel nadellos Nadel nadellos Nadel nadellos
NaCl NaCl Vit-E-Se Vit-E-Se Eisen Eisen
n =31 n =31 n=30 n=31 n =31 n=30
Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere %
keine Veranderung = 7 22,6| 3 9,7 7 233 O 0,0 6 194, O 0,0
0,5-1cm 2 65| 22 71,0 15 50,0 4 12,9| 17 548| 1 3,3
1,5-2cm 22 710 2 65| 2 6,7 | 14 452| 2 6,5 | 12 40,0
2,5-3cm 0 0,0 3 97| 4 13,3 5 16,1 2 6,5 | 15 50,0
>3cm 0 0,0 1 32| 2 6,7| 8 258| 4 129| 2 6,7
p<0,01 p<0,01 p<0,01

Der Unterschied bei der Haufigkeitsverteilung der maximalen Ausdehnung der
Lokalreaktion zwischen der nadellosen Injektion und der Injektion mit Nadel war
unabhangig vom Injektionspréparat signifikant (p<0,01).

Nach der Injektion von Vitamin-E-Selen wurden haufiger Lokalreaktionen mit einem
Durchmesser von mehr als 3 cm beobachtet als nach der Injektion von Eisendextran.
Nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung trat keine Lokalreaktion mit
einem Durchmesser von mehr als 2 cm auf. Der Anteil der Tiere, deren Lokalreaktion
einen Durchmesser von mehr als 2 cm hatte, war bei allen Injektionspraparaten nach
der nadellosen Injektion héher als nach der Injektion mit Nadel. So traten nach der
nadellosen Injektion Lokalreaktionen von Gber 2 cm im Durchmesser bei 12,9% der
Tiere nach Injektion von isotonischer Kochsalzlésung, bei 41,9% der Tiere nach der
Injektion von Vitamin-E-Selen und bei 56,7% der Tiere nach der Injektion von
Eisendextran. Bei der Injektion mit Nadel traten bei keinem der Tiere Lokalreaktionen
von Uber 2 cm im Durchmesser nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung
auf. Bei der Injektion von Vitamin-E-Selen mit Nadel waren es 20,1% und bei der

Injektion von Eisendextran 9,4%.
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Tabelle 12 — Maximale Auspragung von Schwellungen an der Injektionsstelle

bei

Saugferkeln am 14. Lebenstag,

zwischen den Haufigkeitsverteilungen je nach Injektionsmethode

mit Signifikanzen der Unterschiede

Umfangsvermehrung
Gruppe 3 | Gruppe 4 | Gruppe 5 | Gruppe 6 | Gruppe 7 | Gruppe 8
Nadel nadellos Nadel nadellos Nadel nadellos
NaCl NaCl Vit-E-Se | Vit-E-Se Eisen Eisen
n =31 n =31 n=30 n =31 n =31 n=30
Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere %
keine Veranderung = 19 61,3| 11 355| 14 46,7| O 00| 18 419| O 0,0
andeutungsweise 6 194| 5 16,1 7 23,3 4 129 6 194| 2 6,7
geringgradig 3 9,7 8 258/ 6 20,0 8 258| 9 29,0/ 19 63,3
mittelgradig 3 9,7 7 22,6| 2 6,7 7 226| 3 9,7 9 30,0
hochgradig 0 0,0 0 0,0 1 33| 12 38,7 O 0,0 0 0,0
p =0,11 p<0,01 p<0,01

Die Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden bei der Haufigkeitsverteilung der
maximalen Umfangsvermehrung an der Injektionsstelle waren nach der Injektion von
Vitamin-E-Selen und Eisendextran signifikant (p<0,01). Die Haufigkeitsverteilung der
maximalen Umfangsvermehrung nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung
unterschied sich nicht signifikant zwischen den Injektionsmethoden (p = 0,11).

Hochgradige Umfangsvermehrungen traten nach der Injektion von Vitamin-E-Selen-
Lésung auf, nicht jedoch nach der Injektion von Eisendextran oder isotonischer
Kochsalzlésung. Davon war 1 von 30 Tieren in der mit Nadel behandelten
Versuchsgruppe betroffen, wahrend es bei den Tieren der Versuchsgruppe, die eine
nadellose Injektion erhielt 12 von 31 Tieren waren. In der letztgenannten Gruppe
kam kein Tier ohne Schwellung nach der Injektion vor. Dies gilt auch far die
nadellose Injektion von Eisendextran. Hier trat bei mehr als der Halfte der Tiere
(63,3%) eine geringgradige Schwellung der Injektionsstelle auf. Hingegen machte bei
der Gruppe 4, die eine nadellose Injektion mit isotonischer Kochsalzlésung erhalten
hatten und allen Gruppen die eine Injektion per Nadel erhalten hatten, die Anzahl der

Tiere ohne jegliche Anzeichen einer Schwellung den grdBten Anteil aus.
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Tabelle 13 — Maximale Auspragung von Verfarbungen der Injektionsstelle bei
Saugferkeln am 14. Lebenstag, mit Signifikanzen der Unterschiede zwischen

den Haufigkeitsverteilungen je nach Injektionsmethode

Verfarbung
Gruppe 3 | Gruppe 4 | Gruppe 5 | Gruppe 6 | Gruppe 7 | Gruppe 8
Nadel nadellos Nadel nadellos Nadel nadellos
NaCl NaCl Vit-E-Se | Vit-E-Se Eisen Eisen
n=31 n =31 n=230 n =31 n=31 n=230
Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere %
keine Veranderung ' 26 83,9 21 67,7 23 76,7 11 355| 18 58,1 O 0,0
andeutungsweise 0 0,0 3 9,7 5 16,7| 5 16,1 6 194| 1 3,3
geringgradig 2 65 6 194, 2 6, 7| 9 29,0 5 16,1 4 13,3
mittelgradig 1 3,2 0 0,0 0 0,0 6 194 {1 32| 14 46,7
hochgradig 2 6,5 1 32| 0 00| 0 o0, 1 32| 11 36,7
p=0,14 p<0,01 p<0,01

Die Unterschiede bei der Haufigkeitsverteilung der maximalen Verfarbung der
Lokalreaktion nach der Injektion von Vitamin-E-Selen und Eisendextran zwischen
den Injektionsmethoden waren signifikant (p<0,01). Die Haufigkeitsverteilung der
maximalen Umfangsvermehrung nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung
unterschied sich nicht signifikant zwischen den Injektionsmethoden (p = 0,14).

Die Haufigkeit und der Auspragungsgrad von hochgradigen Verfarbungen der
Injektionsstelle waren nach der Injektion von Eisendextran am hdchsten. Der héchste
Anteil von Tieren mit mittel- bis hochgradigen Verfarbungen an der Injektionsstelle
trat nach der nadellosen Injektion von Eisendextran auf und belief sich auf 83,4%.
Keines der Tiere aus dieser Gruppe blieb ohne Verfarbung an der Injektionsstelle.
Die Injektionsstellen waren gerétet bis rétlich-braun verfarbt. In der Gruppe, die
Eisendextran hingegen per Nadel erhalten hatte, blieben Uber die Halfte (58,1%) der
Tiere ohne jegliche Verfarbungen der Injektionsstelle und bei 2 Tieren (6,4%) kamen
mittel- bis hochgradige Verfarbungen vor.

Die Verfarbungen waren nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung und
Vitamin-E-Selen geringer ausgepragt als nach der Injektion von Eisendextran,
reichten aber von gerdtet Uber blaulich-grau bis hin zu blass.

Nach der Applikation von Vitamin-E-Selen-Lésung traten in keinem Fall hochgradige
Verfarbungen an der Injektionsstelle auf. Die starkste Auspragung der Verfarbung

war eine mittelgradige bei 19,4% der Tiere, die ausnahmslos nach der nadellosen
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Injektion beobachtet wurden. Bei den restlichen Tieren dieser Versuchsgruppen (53
von 62 Tieren) traten geringgradige, andeutungsweise oder gar keine Verfarbungen
an der Injektionsstelle auf. Keine Verfarbung konnte bei 35,5% der Tiere nach der
nadellosen Injektion und bei 76,7% der Tiere nach der Injektion mit Nadel festgestellt
werden.

Bei der Applikation von isotonischer Kochsalzlésung traten ebenfalls nach der
Injektion per Nadel weniger ausgepragte Verfarbungen auf als nach der nadellosen
Injektion. Der Anteil von Tieren, bei denen keine Veranderung auftrat, Gberwog mit
67,7% nach der nadellosen Injektion und 83,9% bei der Injektion per Nadel.

Tabelle 14 — Maximale Auspragung von Verhartungen an der Injektionsstelle
bei
zwischen den Haufigkeitsverteilungen je nach Injektionsmethode

Saugferkeln am 14. Lebenstag, mit Signifikanzen der Unterschiede

Verhartung
Gruppe 3 | Gruppe 4 | Gruppe 5 | Gruppe 6 | Gruppe 7 | Gruppe 8
Nadel nadellos Nadel nadellos Nadel nadellos
NaCl NaCl Vit-E-Se | Vit-E-Se Eisen Eisen
n =31 n =31 n=30 n =31 n=31 n=230
Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere %
keine Veranderung = 4 12,9| 2 6,5 6 20,0/ O 0,0 4 129| O 0,0
andeutungsweise 2 6,5 4 129 4 13,3| 1 32| 12 38,7| O 0,0
geringgradig 21 67,7 10 32,3| 12 40,0 O 00| 11 355| 10 33,3
mittelgradig 4 129| 10 32,3| 6 20,0 18 58,1 4 129| 17 56,7
hochgradig 0 0,0 5 16,1 2 6,7 | 12 38,7 0 00| 3 10,0
p =0,012 p<0,01 p<0,01

Die Unterschiede bei der Haufigkeitsverteilung der maximalen Verhartung der
Lokalreaktion nach der Injektion von Vitamin-E-Selen und Eisendextran zwischen
den Injektionsmethoden waren signifikant (p<0,01). Die Haufigkeitsverteilung der
maximalen Umfangsvermehrung nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung
unterschied sich nicht signifikant zwischen den Injektionsmethoden (p = 0,012).

In allen Gruppen traten Veranderungen der Konsistenz an der Injektionsstelle in
Form von Verhartung des Gewebes auf. Der Anteil der Tiere, die von mittel- bis
hochgradigen Verhartungen an der Injektionsstelle betroffen waren, war in den
Gruppen, die eine nadellose Injektion erhalten hatten, héher als in den Vergleichs-
gruppen, die eine Injektion per Nadel erhalten hatten. Nach der Injektion von

Vitamin-E-Selen war der Anteil der Tiere mit mittel- bis hochgradigen Verhartungen
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an der Injektionsstelle héher als bei den anderen Injektionspraparaten. Nach der
Injektion von Vitamin-E-Selen per Nadel traten bei 26,7% der Tiere mittel- bis
hochgradige Verhartungen der Injektionsstelle auf und nach der nadellosen Injektion
von Vitamin-E-Selen bei 96,8% der Tiere. Auch nach der nadellosen Injektion von
Eisendextran war der Anteil an mittel- bis hochgradigen Verhartungen der Injektions-
stellen mit 66,7% hdher als in der Vergleichsgruppe nach einer Injektion mit Nadel
(12,9%), aber der Anteil war geringer als nach der Injektion von Vitamin-E-Selen. Der
Anteil der Tiere mit mittel- bis hochgradigen Veranderungen an der Injektionsstelle
war nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung geringer als nach der
Injektion von Eisendextran oder Vitamin-E-Selen. Doch auch hier war der Anteil der
Tiere mit mittel- bis hochgradigen Verhartungen an der Injektionsstelle nach der

nadellosen Injektion mit 48,4% hdéher als nach der Injektion mit Nadel (12,9%).

Tabelle 15 — Auftreten von Blutungen an der Injektionsstelle bei Saugferkeln

am 14. Lebenstag, mit Signifikanzen der Unterschiede zwischen den

Haufigkeitsverteilungen je nach Injektionsmethode

Blutung
Gruppe 3 | Gruppe 4 | Gruppe 5 | Gruppe 6 | Gruppe 7 | Gruppe 8
Nadel nadellos Nadel nadellos Nadel nadellos
NaCl NaCl Vit-E-Se | Vit-E-Se | Eisendex.| Eisendex.
n=31 n =31 n=30 n=31 n=31 n=30
Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere % |Tiere %
keine Veranderung 12 38,7| 19 61,3| 16 53,3| 5 16,1 30 96,8 30 100,0
andeutungsweise 1 3,2 0 0,0 P 6,7 0 0,0 1 3,2 0 0,0
geringgradig 7 226| 7 226 7 233| 7 226/ 0 00| O 0,0
mittelgradig 8 258 4 129 5 16,7 16 51,6 0 00| O 0,0
hochgradig 3 9,7 1 321 0 00 3 97| O 00| O 0,0
p =0,30 p<0,01 p=1,00

Blutungen unmittelbar nach der Injektion konnten ausschlieBlich bei den Tieren der
Gruppe festgestellt werden, die isotonische Kochsalzlésung oder Vitamin-E-Selen
erhalten hatten. Nur nach der nadellosen Injektion von Eisendextran fiel bei einem
Einzeltier eine geringgradige Blutung auf.

Der Unterschied zwischen den Injektionsmethoden hinsichtlich der H&aufigkeits-
verteilung des Auftretens von Blutungen war nach der Injektion von Vitamin-E-Selen
signifikant (p<0,01). Bei der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung traten keine

signifikanten Unterschiede auf (p = 0,30).
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Nach der nadellosen Injektion von Vitamin-E-Selen traten bei mehr als der Hélfte
(83,9%) der Tiere Blutungen auf wahrend es nach der Injektion von Vitamin-E-Selen
mit Nadel etwas weniger als die Halfte waren (46,7%). Der Anteil der Blutungen mit
mittel- oder hochgradiger Auspragung war ebenfalls nach der nadellosen Injektion
héher (61,3%) als nach der Injektion mit Nadel (16,7%).

Dagegen traten bei der Injektion von isotonischer Kochsalzl6sung Blutungen haufiger
nach der Injektion mit Nadel auf (61,3%) als nach der nadellosen Injektion (38,7%).
Auch das Auftreten von mittel- bis hochgradigen Blutungen wurde nach der Injektion
von isotonischer Kochsalzlésung mit Nadel haufiger beobachtet (35,5%) als nach der
nadellosen Injektion (16,1%).

4.2.2 Cortisol

Der Verlauf der mittleren Cortisolkonzentration war bei allen Gruppen charakterisiert
durch einen maximalen Anstieg 30 Minuten nach der Injektion. Die Werte nahmen
4 Stunden und 24 Stunden nach der Injektion wieder ab.

4221 Saugferkel am 3. Lebenstag

Die mittleren Serumkonzentrationen, Standardabweichungen und Minimal- sowie
Maximalkonzentrationen der Cortisolmessungen der Saugferkel am 3. Lebenstag
sind nach Gruppen aufgeteilt in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16 — Mittlere Cortisolkonzentrationen in nmol/l vor sowie 30 min, 1 h,
4 h und 24 h nach der Injektion von Eisendextran bei Saugferkeln am 3. Le-
benstag, mit Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden

t Gruppe n MwW SD Min. Max. p

von Nadel 31 | 37.9 185 9.9 8498 | o1
nadellos 30 48,7 19,8 17,3 104,1 ’

. Nadel 31 | 762 43.4 274 | 2381

30 Minuten e 30 | 1549 | 942 300 | 4011 | 9000
Nadel 31 | 76.1 56. 1 267 | 2566

1Stunde nadellos 30 | 1333 | 848 329 | 3832 | 9001
Nadel 31 | 516 331 104 | 151.8

4 Stunden nadellos 30 | 725 46.0 106 | 2358 | 0.042
Nadel 31 | 386 19.2 105 80.9

24 Stunden  paiEE 30 | 365 204 108 | 1o0e2 | 034
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Die mittlere Basalkonzentration vor der Injektion lag bei den Saugferkeln am
3. Lebenstag zwischen 37,9 nmol/l (Injektion per Nadel) und 48,7 nmol/l (nadellose
Injektion). Die Differenz der Werte zwischen den Gruppen war nicht signifikant.

Bei Saugferkeln im Alter von 3 Lebenstagen wurde 30 Minuten nach der Injektion die
maximale mittlere Cortisolkonzentration gemessen. Der Anstieg der mittleren
Cortisolkonzentration 30 Minuten nach der Injektion im Vergleich zum Basalwert war
bei den Tieren beider Gruppen signifikant (p<0,01). So stieg die Cortisol-
konzentration nach der nadellosen Injektion von 48,7 auf 157,9 nmol/l und nach der
Injektion mit Nadel von 37,9 auf 76,2nmol/l an. Die maximale mittlere
Cortisolkonzentration war bei den Tieren der Gruppe, die eine nadellose Injektion
erhalten hatten signifikant héher (p<0,01) als bei den Tieren, die eine Injektion mit
Nadel erhalten hatten (154,9 nmol/l bzw. 76,2 nmol/l). 1 Stunde nach der Injektion
stagnierte der mittlere Wert der Tiere, die eine Injektion mit Nadel erhalten hatten bei
76,1 nmol/l und fiel bei den Tieren, die eine nadellose Injektion erhalten hatten auf
133,3 nmol/l ab. Der Unterschied der mittleren Cortisolkonzentrationen von
57,2 nmol/l zwischen den Gruppen 1 Stunde nach der Injektion war signifikant
(p>0,01).

Die mittleren Cortisolkonzentrationen sanken 4 Stunden und 24 Stunden nach der
Injektion auf 72,5 und 36,5 nmol/l (nadellose Injektion) bzw. 51,6 und 38,6 nmol/l
(Injektion mit Nadel) ab. Der Unterschied zwischen den Gruppen war zu diesen
Zeitpunkten nicht mehr signifikant. Auch unterschieden sich die Werte im Vergleich
zum Basalwert nicht signifikant. Die mittleren Cortisolkonzentrationen beider
Gruppen sind nach Interpolation der Messwerte als Verlaufskurve in Abbildung 6

dargestellt.
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Abbildung 6 — Verlauf der mittleren Cortisolkonzentration bei Saugferkeln am
3. Lebenstag nach der Injektion von Eisendextran durch Interpolation der
mittleren Cortisolkonzentration vor der Injektion und 30 min, 4 h und 24 h nach
der Injektion (* p<0,001)
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4222 Saugferkel am 14. Lebenstag

Die mittleren Serumkonzentrationen, Standardabweichungen und Minimal- sowie
Maximalkonzentrationen der Cortisolmessung der Saugferkel am 14. Lebenstag sind

nach Gruppen aufgeteilt in Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17 — Mittlere Cortisolkonzentrationen in nmol/l vor sowie 30 min, 1 h,
4h und 24 h nach der Injektion bei Saugferkeln am 14. Lebenstag, mit
Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden

t Gruppe n MwW SD Min. Max. p
Nadel (NaCl) 31 31,3 27,4 3,5 156,3 0.56
nadellos (NaCl) 31 25,5 13,8 6,3 53,36 ’

basal Nadel (Vit-E-Se) 30 29,3 14,4 8,5 59,7 0.02
nadellos (Vit-E-Se) 31 24,6 26,6 2,9 131,6 ’
Nadel (Eisen) 31 29,8 15,9 6,4 61,6 0.6
nadellos (Eisen) 30 36,3 20,9 6,4 79,18 ’
Nadel (NaCl) 31 49,7 50,0 7,6 269,7 0.40
nadellos (NaCl) 31 38,3 28,7 8,5 129,7 ’

. Nadel (Vit-E-Se) 30 43,1 28,7 6,4 151,4

30 Minuten - Jellos (Vit-E-Se) 31 | 524 | 611 | 88 | 2664 | 07
Nadel (Eisen) 31 49,5 28,3 8,9 142,2 017
nadellos (Eisen) 30 71,4 54,0 15,1 217,9 ’
Nadel (NaCl) 31 67,6 82,1 6,4 472,2 017
nadellos (NaCl) 31 43,2 25,5 6,7 118,4 ’
Nadel (Vit-E-Se) 30 70,1 50,5 9,9 206,1

1Stunde - dellos (Vit-E-Se) 31 741 | 822 | 104 | 3904 | 0%
Nadel (Eisen) 31 57,1 41,2 13,3 192,7 016
nadellos (Eisen) 30 73,7 51,1 15,0 252,1 ’
Nadel (NaCl) 31 27,3 21,2 4.8 78,9 0.09
nadellos (NaCl) 31 34,2 22,5 8,2 95,27 ’
Nadel (Vit-E-Se) 30 20,7 15,6 3,5 56,1

4 Stunden - dellos (Vit-E-Se) 31 20,2 | 24,1 13 | 1297 | %8
Nadel (Eisen) 31 37,4 21,5 6,1 90,6 0.49
nadellos (Eisen) 30 43,7 26,6 15,2 118,8 ’
Nadel (NaCl) 31 26,4 18,1 2,5 76,0 0.49
nadellos (NaCl) 31 28,5 17,8 4,5 79,19 ’
Nadel (Vit-E-Se) 30 28,1 12,9 7,3 63,6

24 Stunden gelios (VitE-Se) | 31 | 300 | 41,8 | 22 | 2369 | 12
Nadel (Eisen) 31 18,9 12,8 4,9 54,2 047
nadellos (Eisen) 30 23,1 18,2 42 68,52 ’
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Die mittleren Basalwerte der Cortisolkonzentration vor der Injektion lagen bei den
Saugferkeln am 14. Lebenstag im Bereich zwischen 24,6 nmol/l und 36,3 nmol/l und
unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Die mittleren Cortisolkonzentrationen der Vergleichsgruppen (nadellose Injektion
bzw. Injektion mit Nadel) nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung,
Eisendextran oder Vitamin-E-Selen unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt
signifikant voneinander. Auch beim Vergleich aller 6 Gruppen traten zu keinem
Zeitpunkt nach der Injektion signifikante Unterschiede auf. Die mittleren
Cortisolkonzentrationen aller Gruppen sind nach Interpolation der Messwerte als
Verlaufskurve auf Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7 — Verlauf der mittleren Cortisolkonzentration bei Saugferkeln am
14. Lebenstag nach der Injektion von Eisendextran durch Interpolation der
mittleren Cortisolkonzentration vor der Injektion und 30 min, 4 h und 24 h nach
der Injektion

Der maximale Anstieg der mittleren Cortisolkonzentration im Vergleich zum
Basalwert wurde bei allen Gruppen 1 Stunde nach der Injektion gemessen. Tabelle
18 zeigt die p-Werte der Anstiege der mittleren Cortisolkonzentration zu den
verschiedenen Messzeitpunkten im Vergleich zum Basalwert innerhalb der

Versuchsgruppen. 30 Minuten nach der Injektion trat ein signifikanter Anstieg im
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Vergleich zum Basalwert bei der nadellosen Injektion von isotonischer Kochsalz-
I6sung, Vitamin-E-Selen und Eisendextran sowie bei der Injektion von Eisendextran
mit Nadel auf. 1 Stunde nach der Injektion war der Anstieg der Werte im Vergleich
zur Basalkonzentration bei beiden Injektionsmethoden und allen Injektionspraparaten
signifikant. 4 Stunden und 24 Stunden nach der Injektion sanken die mittleren
Cortisolkonzentrationen aller Gruppen und wichen nicht signifikant vom Basalwert
ab, mit Ausnahme der Gruppe 5 (Vitamin-E-Selen per Nadel), bei der die mittlere
Cortisolkonzentration 4 Stunden nach der Injektion signifikant geringer war als der
Basalwert (20,7 und 29,3 nmol/l), und der Gruppe 6 (Eisendextran per Nadel), bei
der die mittlere Cortisolkonzentration 24 Stunden nach der Injektion signifikant
geringer war als der Basalwert (18,9 und 29,8 nmol/l).

Tabelle 18 — Asymptotische Signifikanz (p-Werte) der Unterschiede der
mittleren Cortisolkonzentrationen 30 min, 1 h, 4 h und 24 h nach der Injektion
im Vergleich zum Basalwert innerhalb der Versuchsgruppen

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)

Gruppe 30 min - basal 1 h - basal 4 h - basal 24 h - basal
Nadel (NaCl) 0,021 0,000 0,493 0,112
nadellos (NaCl) 0,011 0,001 0,096 0,445
Nadel (Vit-E-Se) 0,012 0,000 0,009 0,766
nadellos (Vit-E-Se) 0,000 0,000 0,337 0,256
Nadel (Eisen) 0,000 0,001 0,063 0,001
nadellos (Eisen) 0,000 0,000 0,289 0,015
4.23 CK und AST

Abbildung 8 zeigt den Verlauf der CK-Konzentration im Serum von Saugferkeln aller
Versuchsgruppen vor und nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung,
Vitamin-E-Selen und Eisendextran. Bei allen Gruppen wurde der Maximalwert der
Serum-CK-Konzentration 4 Stunden nach der Injektion gemessen.
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Abbildung 8 — Verlauf der mittleren CK-Konzentration im Serum von

Saugferkeln nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlé6sung, Vitamin-E-
Selen und Eisendextran durch Interpolation der mittleren CK-Konzentration vor
sowie 30 min, 4 h und 24 h nach der Injektion
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4.2.3.1 CK bei Saugferkeln am 3. Lebenstag

Die mittleren Serumkonzentrationen, Standardabweichungen sowie Minimal- und
Maximalkonzentrationen der im Serum von Saugferkeln am 3. Lebenstag gemes-

senen CK sind nach Gruppen aufgeteilt in Tabelle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19 — Mittlere CK-Konzentrationen in U/l vor sowie 30 min, 1 h, 4 h und
24 h nach der Injektion von Eisendextran bei Saugferkeln am 3. Lebenstag, mit
Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden

t Gruppe n MW SD Min. Max. p
Nadel 31 111 52 32 294
basal nadellos 30 214 295 45 1565 | 0.091
. Nadel 31 184 167 59 1029
30 Minuten  wraaaliss 30 202 233 63 1286 | 0399
Nadel 31 272 169 95 961
15tunde nadellos 30 187 91 79 508 | 0007
Nadel 31 326 217 102 1190
4 Stunden  p—" 30 267 134 136 759 | 9219
o4 Stung Nadel 31 136 61 59 I
unden o dellos 30 155 104 59 436 ’

Die mittlere CK-Konzentration im Serum von Saugferkeln am 3. Lebenstag betrug
vor der Injektion 214 U/l (nadellose Injektion) bzw. 111 U/l (Injektion mit Nadel). Der
maximale Anstieg der Werte im Vergleich zur Basalkonzentration wurden in beiden
Versuchsgruppen 4 Stunden nach der Injektion gemessen. Der Unterschied der
Werte zwischen den Tieren, die eine nadellose Injektion bzw. eine Injektion mit
Nadel erhalten hatten, war zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht signifikant. 1 Stunde
nach der Injektion mit Nadel war die mittlere CK-Konzentration mit 95 U/I signifikant
héher als nach der nadellosen Injektion mit 79 U/l (p<0,01). Zu allen anderen

Zeitpunkten traten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auf.

423.2 CK bei Saugferkeln am 14. Lebenstag

Die mittleren Serumkonzentrationen, Standardabweichungen sowie Minimal- und
Maximalkonzentrationen der im Serum von Saugferkeln am 14. Lebenstag gemes-

senen CK sind nach Gruppen aufgeteilt in Tabelle 20 zusammengefasst.
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Tabelle 20 — Mittlere CK-Konzentrationen in U/l im Serum von Saugferkeln am
14. Lebenstag vor sowie 30 min, 1 h, 4h und 24 h nach der Injektion, mit

Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden

t Gruppe n MwW SD Min. Max. p
Nadel (NaCl) 31 289 156 118 773 | 0910
nadellos (NaCl) 31 344 360 137 2094 ’

basal Nadel (Vit-E-Se) 30 353 214 152 981 0.240
nadellos (Vit-E-Se) 31 410 241 131 1084 ’
Nadel (Eisen) 31 367 368 118 1740 0.197
nadellos (Eisen) 30 376 361 141 1806 ’
Nadel (NaCl) 31 429 279 142 1122 0.849
nadellos (NaCl) 31 419 323 122 1830 ’

. Nadel (Vit-E-Se) 30 578 407 195 1707

30 Minuten - dellos (Vit-E-Se) 31 647 | 341 178 | 1488 | 199
Nadel (Eisen) 31 651 705 122 3105 0.584
nadellos (Eisen) 30 517 446 154 2069 ’
Nadel (NaCl) 31 477 327 213 1723 0435
nadellos (NaCl) 31 463 491 180 2905 ’
Nadel (Vit-E-Se) 30 1168 1155 234 5621

iStunde odellos (VitE-Se) | 31 | 964 | 550 | 328 | 2893 | 0614
Nadel (Eisen) 31 576 469 208 1940 0.863
nadellos (Eisen) 30 490 270 220 1346 ’
Nadel (NaCl) 31 546 532 174 2815 0983
nadellos (NaCl) 31 595 659 133 2850 ’
Nadel (Vit-E-Se) 30 1563 1358 313 6160

4 Stunden - dellos (VitE-Se) | 31 | 1127 | 625 | 396 | 2075 | 027
Nadel (Eisen) 31 735 577 143 2287 0.306
nadellos (Eisen) 30 694 600 246 2916 ’
Nadel (NaCl) 31 431 579 127 3300 0.910
nadellos (NaCl) 31 454 442 139 1793 ’
Nadel (Vit-E-Se) 30 517 520 119 2737

24 Stunden |\ Jellos (Vit-E-Se) 31 644 | 612 | 160 | 3251 | O1O1
Nadel (Eisen) 31 463 390 147 2000 0.387
nadellos (Eisen) 30 713 708 130 2911 ’

Die mittlere CK-Konzentration im Serum von Saugferkeln am 14. Lebenstag
schwankte vor der Injektion im Bereich zwischen 289 und 410 U/l. Der maximale
Anstieg der Werte im Vergleich zur Basalkonzentration wurde in allen 6
Versuchsgruppen 4 Stunden nach der Injektion gemessen. Der Unterschied der
Werte zwischen den Tieren, die eine nadellose Injektion bzw. eine Injektion mit
Nadel erhalten hatten, war zu keinem Zeitpunkt signifikant.
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Bei den Tieren der Gruppe 3 (NaCl mit Nadel) war der maximale Anstieg der
mittleren CK-Konzentration 4 Stunden nach der Injektion in Relation zum Basalwert
signifikant erhéht. Bei den Tieren der Gruppe 4 (NaCl nadellos) unterschied er sich
jedoch nicht signifikant vom Basalwert.

Bei den Gruppen 7 (Eisendextran mit Nadel) und 8 (Eisendextran nadellos) war der
maximale Anstieg der mittleren CK-Konzentration 4 Stunden nach der Injektion
signifikant héher als der Basalwert.

Bei den Gruppen 5 (Vitamin-E-Selen mit Nadel) und 6 (Vitamin-E-Selen nadellos)
waren die mittleren Werte 30 Minuten, 1 Stunde und 4 Stunden nach der Injektion

signifikant héher als der Basalwert (p<0,01).

4233 CK/AST-Quotient

Das mittlere Verhaltnis zwischen den CK- und AST-Konzentrationen im Serum von
Saugferkeln, dessen Standardabweichungen, Minimal- und Maximalwerte sowie die
p-Werte des Vergleiches zwischen nadelloser Injektion und Injektion mit Nadel sind

nach Injektionspraparat aufgeteilt in Tabelle 21 zusammengefasst.
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Tabelle 21 — Mittleres Verhaltnis zwischen CK und AST im Serum von
Saugferkeln am vor sowie 30 min, 1 h, 4 h und 24 h nach der Injektion, mit
Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden

t Gruppe n MwW SD Min. | Max. p
Nadel (Eisen - 3.LT) 31 4 2 2 9 0.051
nadellos (Eisen - 3.LT) 30 5 2 2 13 ’
Nadel (NaCl - 14.LT) 31 8 4 4 27 0.910

basal nadellos (NaCl - 14.LT) 31 8 4 5 20 ’
Nadel (Vit-E-Se - 14.LT) 30 9 4 4 17 0.240
nadellos (Vit-E-Se - 14.LT) | 31 10 5 2 21 ’
Nadel (Eisen - 14.LT) 31 10 6 5 32 0.197
nadellos (Eisen - 14.LT) 30 11 5 5 27 ’
Nadel (Eisen - 3.LT) 31 6 2 3 14 0.399
nadellos (Eisen - 3.LT) 30 6 3 3 14 ’
Nadel (NaCl - 14.LT) 31 10 5 4 26 0.849

30 Minuten nadellos (NaCl - 14.LT) 31 10 4 5 22 ’
Nadel (Vit-E-Se - 14.LT) 30 13 5 6 26 0.199
nadellos (Vit-E-Se - 14.LT) | 31 15 5 7 25 ’
Nadel (Eisen - 14.LT) 31 13 6 4 26 0584
nadellos (Eisen - 14.LT) 30 13 5 6 26 ’
Nadel (Eisen - 3.LT) 31 8 3 4 15 0.007
nadellos (Eisen - 3.LT) 30 6 2 3 11 ’
Nadel (NaCl - 14.LT) 31 11 4 5 22 0.435

1 Stunde nadellos (NaCl - 14.LT) 31 10 4 5 25 ’
Nadel (Vit-E-Se - 14.LT) 30 18 7 6 32 0.614
nadellos (Vit-E-Se - 14.LT) | 31 19 5 10 31 ’
Nadel (Eisen - 14.LT) 31 14 5 6 29 0.863
nadellos (Eisen - 14.LT) 30 13 5 7 25 ’
Nadel (Eisen - 3.LT) 31 8 3 4 17 0.215
nadellos (Eisen - 3.LT) 30 7 2 5 13 ’
Nadel (NaCl - 14.LT) 31 10 4 5 22 0.983

4 Stunden nadellos (NaCl - 14.LT) 31 10 4 5 21 ’
Nadel (Vit-E-Se - 14.LT) 30 20 7 8 42 0.237
nadellos (Vit-E-Se - 14.LT) | 31 19 6 9 33 ’
Nadel (Eisen - 14.LT) 31 14 5 6 24
nadellos (Eisen-14.LT) | 30 | 15 | 5 | 31 | 9306
Nadel (Eisen - 3.LT) 31 4 2 2 8 0778
nadellos (Eisen - 3.LT) 30 5 3 3 14 ’
Nadel (NaCl - 14.LT) 31 9 5 4 29 0.910

24 Stunden nadellos (NaCl - 14.LT) 31 9 5 4 20 ’
Nadel (Vit-E-Se - 14.LT) 30 11 6 5 30 0151
nadellos (Vit-E-Se - 14.LT) | 31 13 5 6 22 ’
Nadel (Eisen - 14.LT) 31 11 5 5 23 0.387
nadellos (Eisen - 14.LT) 30 14 7 4 28 ’
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Das mittlere Verhéltnis von CK zu AST schwankte bei allen Gruppen in einem
Bereich von 4 — 20 und Uberschritt den Wert von 20 in keinem Fall. Die Einzelwerte
schwankten insgesamt zwischen Maximalwerten von 32 und Minimalwerten von 2.
Bei Ferkeln im Alter von 3 Lebenstagen war der mittlere CK/AST Quotient zu jedem
Messzeitpunkt deutlich niedriger als bei den Ferkeln im Alter von 14 Lebenstagen.
Bei 63 von 184 Saugferkeln im Alter von 14 Lebenstagen trat zu mindestens einem
Messzeitpunkt ein Quotient von 220 auf, wobei diese Tiere in 89% der Félle aus den
Gruppen stammten, die eine Injektion mit Vitamin-E-Selen oder Eisendextran
erhalten hatten.

4.2.4 Eisen

Die Messung der Eisenkonzentration im Serum erfolgte bei den 122 Tieren der
Gruppen, die eine Injektion mit Eisendextran erhalten hatten. Die Eisenkonzentration
im Serum von Saugferkeln stieg nach der Applikation von Eisendextran innerhalb
von 4 Stunden auf die gemessenen Maximalwerte an und fiel 24 Stunden nach der
Injektion wieder ab.
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4241 Saugferkel am 3. Lebenstag

Die mittleren Serumkonzentrationen, Standardabweichungen sowie Minimal- und
Maximalkonzentrationen der Eisenkonzentration im Serum von Saugferkeln am

3. Lebenstag sind nach Gruppen aufgeteilt in Tabelle 22 zusammengefasst.

Tabelle 22 — Mittlere Eisenkonzentration in pymol/l vor sowie 30 min, 1 h, 4 h,
24h, 7d, 14d, 21d und 28d nach der Injektion von Eisendextran bei
Saugferkeln am 3. Lebenstag, mit Signifikanzen der Unterschiede zwischen
den Injektionsmethoden

t Gruppe n MwW SD Min. Max. p
basal Nadel 31 8,8 7,0 0,3 31,4 0.71

nadellos 30 9,4 6,4 1,7 25,2 ’
30 Minuten 1 delss a0, | 20/8 |00 1| 78 are | <00
1Stunde niclos |30 | a2 |16 79 | ean | OO
4 Stunden 1 CClos a0 | 585 | 208 | ara | is2a| <00
24 Stunden o Gelss | a0. | 409 | iTa | ata | eaa | <00
7.Ta8  nadellos | a0 | a00 | e | 56 | g | O
14780 |ndelos |80 | 2ia 70060 | as0 | 0O
21.Tag  nodellos | a0 | 208 | ee |42 aso | <00
28.To0  ngelos | 0| 270 | s | itz | aas | oS

Die mittlere Eisenkonzentration vor der Injektion lag bei den Saugferkeln am
3. Lebenstag bei 9,4 umol/l (nadellos) und 8,8 umol/l (Nadel) und unterschied sich
nicht signifikant voneinander. Die Werte stiegen 4 Stunden nach der nadellosen
Injektion auf mittlere Maximalkonzentrationen von 58,5 umol/l und nach der Injektion
mit Nadel auf 105,0 umol/l. Der Anstieg im Vergleich zum Basalwert war bei beiden
Injektionsmethoden signifikant (p<0,01).

Zum Messzeitpunkt 24 Stunden nach der Injektion sanken die Werte auf 40,9 umol/l
nach der nadellosen Injektion und auf 51,7 ymol/l nach der Injektion mit Nadel. Zu
den Messzeitpunkten 30 Minuten, 1 Stunde, 4 Stunden, 24 Stunden, und alle 7 Tage
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bis zum Absetzen war die Eisenkonzentration nach der Injektion mit Nadel signifikant
hdher als nach der nadellosen Injektion. Zum Zeitpunkt des Absetzens betrugen die
Werte bei den Tieren, die eine nadellose Injektion erhalten hatten, auf 27,0 umol/l
und bei den Tieren, die eine Injektion mit Nadel erhalten hatten, auf 25,6 pmol/l. Zu
diesem Zeitpunkt bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Werten mehr.
Abbildung 9 zeigt den Verlauf der Eisenkonzentration im Vergleich zwischen den
Injektionsmethoden.
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Abbildung 9 — Verlauf der mittleren Eisenkonzentration im Serum von
Saugferkeln nach der Injektion von Eisendextran am 3. Lebenstag, durch
Interpolation der Messwerte
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4242 Saugferkel am 14. Lebenstag

Die mittleren Serumkonzentrationen, Standardabweichungen sowie Minimal- und
Maximalkonzentrationen der Eisenkonzentration im Serum von Saugferkeln am

14. Lebenstag sind nach Gruppen aufgeteilt in Tabelle 23 zusammengefasst.

Tabelle 23 — Mittlere Eisenkonzentration in pmol/l vor sowie 30 min, 1 h, 4 h
und 24 h nach der Injektion von Eisendextran bei Saugferkeln am 14. Lebens-
tag, mit Signifikanzen der Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden

t Gruppe n MW SD Min. Max. p
el Nadel 31 365 6.6 21,2 506 |
asa nadellos 30 31,2 9.4 9,9 52,61 ’
, Nadel 31 47 .4 9.2 251 71.66
30 Minuten s 30 39.1 10,1 131 | s851 | <001
Nadel 31 51,9 9.4 275 75.4
1Stunde nadellos 30 43,8 9,9 27.8 613 | <001
Nadel 31 67.9 10,5 441 88.25
4 Stunden  p—— 30 554 | 119 | 202 | 78g | <901
o4 Stung Nadel 31 418 11,2 14,3 620 |
tunden o dellos 30 36,6 7.6 235 52,6 ’

Die mittlere Eisenkonzentration vor der Injektion lag bei Ferkeln dieser Altersgruppe
mit 31,2 umol/l (nadellose Injektion) und 36,5 umol/l (Injektion mit Nadel) signifikant
héher als bei den Saugferkeln am 3. Lebenstag (p<0,01). Abbildung 10 zeigt den
Verlauf der Eisenkonzentration im Serum vor und nach der Injektion.

Der maximale Anstieg der mittleren Messwerte im Vergleich zu den Werten vor der
Injektion wurde 4 Stunden nach der nadellosen Injektion (55,4 umol/l) und 4 Stunden
nach der Injektion mit Nadel (67,9 ymol/l) gemessen. Zu diesem Messzeitpunkt
sowie 30 Minuten und 1 Stunde nach der Injektion waren die Werte bei der

nadellosen Injektion signifikant héher als nach der Injektion mit Nadel (p<0,01).



Ergebnisse 75

=@=Nadel =0o= nadellos

110
100 A
90 -
80 -
70 1
60 1
50 1
40 o —
30 P
20 1
10

Eisen in umol/l

Abbildung 10 — Verlauf der mittleren Eisenkonzentration im Serum von
Saugferkeln nach der Injektion von Eisendextran am 3. Lebenstag, durch
Interpolation der Messwerte

4.3 Pathoanatomische und histologische Untersuchung

Von den 36 fur die pathologische Untersuchung vorgesehenen Tieren konnten alle
Tiere der Sektion und der folgenden makroskopischen und histopathologischen
Untersuchung unterzogen werden. Allerdings war bei einem Tier die Beurteilung der
Untersuchungsebene 5 nicht moglich. Bei diesem Tier reichte die Lange des
Gewebestlickes aus der Halsmuskulatur nicht aus, um 5 Untersuchungsebenen
anzufertigen. Es wurden daher nur die Untersuchungsebenen 1 bis 4 untersucht.

4.3.1 Makroskopische Untersuchung

4311 Lokalreaktion

Die klinische Untersuchung der makroskopisch sichtbaren Lokalreaktion wurde bei
24 von insgesamt 36 Tieren 4 Stunden nach der Injektion von Eisendextran und
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Vitamin-E-Selen durchgefiihrt und ist in Tabelle 24 dargestellt. Nach der Injektion
von isotonischer Kochsalzlésung wurde die klinische Untersuchung der Lokalreaktion
an der Injektionsstelle unterlassen, da nach der Injektion keine auffalligen
Lokalreaktionen beobachtet wurden. Erst nach den offensichtlichen Befunden in
Bezug auf die Lokalreaktionen nach der Injektion von Eisendextran und Vitamin-E-
Selen, wurde die adspektorische und palpatorische Untersuchung der Injektionsstelle

mit in den Versuch einbezogen und dokumentiert.

Tabelle 24 — Bewertung der Merkmale Umfangsvermehrung, Verfarbung,
Verhartung und deren Ausdehnung in cm sowie die Blutung an der
Injektionsstelle

Aus- Umfangs- Ver- Ver-
Tiernr. dehnung vermehrung farbung hartung Blutung |
Vit-E-Se 24h Nadel 13 3 2 4 4 3
14 1 2 3 3 3
15 1 1 2 2 2
nadellos 16 0,5 0 0 2 0
17 0,5 0 0 1 3
18 2 3 3 3 1
7d Nadel 19 0,5 0 1 1 0
20 0,5 0 1 3 0
21 0 0 0 0 3
nadellos 22 1,5 1 3 3 3
23 0,5 0 2 1 3
24 2 3 2 3 3
Eisen  24h Nadel 25 0,5 0 2 2 0
26 0,5 0 2 1 0
27 0,5 0 2 2 0
nadellos 28 3 2 3 3 0
29 3 0 3 3 0
30 1 0 3 2 0
7d Nadel 31 0,5 0 1 1 0
32 0 0 0 0 0
33 0,5 1 1 2 0
nadellos 34 1 0 3 2 0
35 1 1 3 2 0
36 1 0 3 1 0

Bewertungsschema: 0 = keine Verdnderung, 1 = andeutungsweise veréandert, 2 = geringgradig
verandert, 3 = mittelgradig verandert, 4 = hochgradig verandert

Nach der nadellosen Injektion von Vitamin-E-Selen trat bei je einem Tier eine
mittelgradige Umfangsvermehrung auf. Bei den restlichen 22 von 24 Tieren traten

geringgradige oder weniger ausgepragte Umfangsvermehrungen auf.
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Bei 8 Tieren traten nach der nadellosen Injektion mittel- bis hochgradige
Verfarbungen in Form von Rétungen bzw. rétlich-braunen Verfarbungen der
Injektionsstelle auf. Davon hatten 2 Tiere eine Injektion mit Vitamin-E-Selen erhalten
und 6 mit Eisendextran. Mittel- bis hochgradige Verfarbungen nach der Injektion mit
Nadel traten bei 2 Tieren nach der Injektion von Vitamin-E-Selen auf.

Mittel- bis hochgradige Verhartungen der Injektionsstelle traten nach der Injektion
von Vitamin-E-Selen bei 6 Tieren auf. Davon hatten 3 Tiere eine nadellose Injektion
und 3 Tiere eine Injektion mit Nadel erhalten. Nach der Injektion von Eisen traten bei
2 Tieren Verhartungen an der Injektionsstelle auf. Beide Tiere hatten eine nadellose
Injektion erhalten.

Nach der Injektion von Eisendextran wurden keine Blutungen beobachtet. Mittel-
gradige Blutungen traten bei 7 Tieren nach der Injektion von Vitamin-E-Selen auf.

Davon hatten 3 eine Injektion mit Nadel und 4 eine nadellose Injektion erhalten.

431.2 Transversalschnitt

Bei der Préparation des Transversalschnittes der Nackenmuskulatur fielen bei 13
von 18 Tieren Blutungen im Bindegewebe zwischen den Muskeln auf, wenn die
Injektion 24 Stunden zurlicklag. Von diesen 13 Tieren hatten 8 eine Injektion mit
Kandle erhalten, dagegen 5 eine nadellose Injektion. Die blutige Durchtrankung des
Fett- und Bindegewebes und der angrenzenden Muskulatur war auf die linke Halfte
der Halsmuskulatur beschrankt, an welcher die Injektionsstelle stattgefunden hatte.
Von diesen 13 Tieren waren am haufigsten diejenigen von einer mittel- bis
hochgradigen blutigen Verfarbung betroffen, bei denen Injektionspraparate mit
hdherer Viskositat (Vit-E-Se > Eisendextran > NaCl) injiziert wurden. 6 der Tiere
hatten eine Injektion mit Vitamin-E-Selen, 5 Tiere eine Injektion mit Eisendextran und
2 Tiere eine Injektion mit isotonischer Kochsalzlésung erhalten.

Nach 7 Tagen waren dagegen makroskopisch bei keinem der Tiere Einblutungen zu
erkennen.

Die Verteilung des Injektionspraparates an der Injektionsstelle konnte bei den 12
Ferkeln der Versuchsgruppe, die eine Injektion mit Eisendextran erhalten hatten,
anhand dessen dunkelbrauner Farbe makroskopisch nachvollzogen werden.

Sowohl nach Injektionen, die 24 Stunden zurlicklagen, als auch nach 7 Tagen trat

eine diffuse braunliche Verfarbung von Fett- und Bindegewebe sowie der
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angrenzenden Muskulatur an der Injektionsstelle auf. Abbildung 11 zeigt
Transversalschnitte mit typischem durch Eisendextran verursachten Verfarbungs-
muster 24 Stunden nach der Injektion. Auch nach 7 Tagen war dieses Verteilungs-
muster in den Transversalschnitten erhalten, der braunliche Farbton war in diesen
Fallen jedoch von geringerer farblicher Intensitat. Die graue Verfarbung der
Muskulatur in der Peripherie des Nackenstickes kam durch die Fixierung in Formalin
zustande, wahrend an den rosarot geféarbten Bezirken deren native Farbe durch

unvollstédndige Fixierung in Formalin erhalten blieb.

Abbildung 11 — Verteilung von Eisendextran im Gewebe an der

Injektionsstelle, betrachtet am Transversalschnitt aus der Halsmuskulatur,
links: 24 Stunden nach nadelloser Injektion und rechts: 24 Stunden nach
Injektion mit Nadel

4.3.1.3 Untersuchungsebenen

Die im Transversalschnitt beobachteten Einblutungen im Fett- und Bindegewebe
sowie der angrenzenden Muskulatur waren nach dem Zuschneiden in die
Untersuchungsebenen nachvollziehbar. Auch die braunliche Verfarbung von Fett-
und Bindegewebe sowie der angrenzenden Muskulatur war nach der Injektion von
Eisendextran in den einzelnen Untersuchungsebenen wiederum erkennbar.

Wenn die Injektion 24 Stunden zuriicklag war die Injektionsstelle auf der Haut bei
allen Tieren anhand der Lokalreaktion eindeutig erkennbar. Wenn sie 7 Tage
zurlcklag war die Injektionsstelle im Falle von Eisendextran bei allen 6 Tieren und im

Falle von Vitamin-E-Selen bei 5 von 6 Tieren makroskopisch erkennbar. Nach der
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Injektion von isotonischer Kochsalzlésung konnte bei keinem der 6 Tiere die
Lokalreaktion an der Injektionsstelle erfasst werden.

Bei den 7 Tieren, auf deren Haut die Injektionsstelle nicht auBerlich erkennbar war,
diente die tatowierte Markierung zur Lokalisierung der Injektionsregion. Der
Schnittpunkt der beiden Verbindungslinien zwischen je zwei gegenlberliegenden
tatowierten Punkten, die einander kreuzférmig schnitten, bildete das Zentrum der
Injektionsstelle ab. Um dieses Zentrum wurde senkrecht zur Haut ein Gewebeblock
mit einem Durchmesser von ca. 20 mm herausgeschnitten.

Die Verteilung des Injektionspréparates in den einzelnen Untersuchungsebenen
konnte bei den 12 Ferkeln der Versuchsgruppe, die eine Injektion mit Eisendextran
erhalten hatten, anhand dessen dunkelbrauner Farbe makroskopisch nachvollzogen
werden. Die Verfarbung des subkutanen Fettgewebes unmittelbar unter der Haut
(Untersuchungsebene 1P) 24 Stunden und 7 Tage jeweils nach der Injektion mit
Nadel und der nadellosen Injektion sind auf Abbildung 12 und Abbildung 13 zu
sehen.

Nach beiden Injektionsmethoden trat hier ein umschriebener, ovaler braunlich
verfarbter Bezirk von unterschiedlicher Ausdehnung auf. Unabhangig vom
Injektionszeitpunkt betrug die Ausdehnung der Verfarbung nach der Injektion mit
Nadel etwa 10 x 5 mm, nach der nadellosen Injektion dagegen durchschnittlich etwa
25 x 15 mm. Die beobachteten AusmaBe der Verfarbung waren bei beiden
Injektionszeitpunkten gleich, wahrend die Farbintensitdt 24 Stunden nach der
Injektion etwas stéarker ausgepragt war als 7 Tage nach der Injektion.

Das Muster der Verfarbung war nach der Injektion mit Nadel unabh&ngig vom
Injektionszeitpunkt homogen, wie auf Abbildung 12 links und Abbildung 13 links zu
sehen ist.

Dagegen war nach der nadellosen Injektion bei 4 von 6 Tieren ein blasser Bezirk von
5 mm im Durchmesser um die Perforationsstelle zu erkennen. In dessen Umgebung
fand sich ein ringférmiges, deutlich braun-rot verfarbtes Areal von bis zu 25 mm im
Durchmesser. Dieser Befund war bei den 3 Tieren besonders deutlich ausgepragt,
bei denen die Injektion 7 Tage zurlicklag (Abbildung 13 rechts). Bei einem von 3
Tieren, bei dem die Injektion 24 Stunden zurlcklag trat dieser Befund ebenso auf

(Abbildung 12 rechts), wahrend bei den restlichen 2 Tieren eine Uberwiegend
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homogene braunliche Verfarbung auftrat und eine Ringbildung nur andeutungsweise

ersichtlich war.

Abbildung 12 — Injektionsstelle in der ersten Untersuchungsebene (1P),
24 Stunden nach der Injektion von Eisendextran. Links nach Injektion per
Nadel, rechts nach der nadellosen Injektion.

Abbildung 13 — Injektionsstelle in der ersten Untersuchungsebene (1P), 7 d
nach der Injektion von Eisendextran. Links nach Injektion per Nadel, rechts
nach der nadellosen Injektion.

4.3.2 Histologische Untersuchung

Bei allen 36 Tieren konnte bei der histologischen Untersuchung eine
Entzindungsreaktion auf mindestens 2 Untersuchungsebenen beobachtet werden.
Diese grenzten nicht in jedem Fall aneinander. 24 Stunden nach Injektion
dominierten neutrophile Granulozyten das Entziindungsgeschehen, wahrend nach 7
Tagen vorherrschend Lymphozyten, Plasmazellen oder Makrophagen auftraten. Das
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AusmafB der Entzindung ist fur jedes Tier und jede Untersuchungsebene in
Abhangigkeit vom Injektionszeitpunkt, der Injektionsmethode und dem Injektions-
praparat in Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25 — Auspragung der Entzindung bei jedem Tier in den
Untersuchungsebenen 1P bis 5P

Tiernr. 1P 2P

w
o
£~
o
(3)]
o

NaCl 24 h Nadel ++ | ++ | ++ + 0
++ | ++ + 0 0

++ | ++ 0 0 0

nadellos ++ | 0 + 0 0

++ | ++ 0 0 0

++ + 0 0 0

7d  Nadel 0 + + ++ 0

+ + + + 0

+ + ++ + 0

nadellos + + 0 0 0

++ + ++ 0 0

++ | ++ | ++ 0 0

Vit-E-Se 24 h Nadel + + ++ | ++ | ++
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+
+
+
+
+
+

+
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+
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nadellos ++ | A+ |+ |+ | 4
++ |+ | |+ |+t
++ |+ |+ |+ |+

7d  Nadel + |+t | |+ |+t
0 ++ + ++ | ++

nadellos ++ | ++ | ++ | ++ | X
+ + |+ | ++ | 4+
++ | ++ | ++ + 0

Eisen 24 h Nadel + | 4+ | |+ |+t
0 ++ | ++ | ++ +
++ |+ |+ |+ |+t

nadellos ++ | ++ | O 0 0
+ |+ |+ |+ |+
+ ++ | ++ 0 +

7d  Nadel 0 0 ++ + 0
0 ++ | 4+ |+ | 4+
+ |+ | | |+

nadellos + | ++ | 0 0 0

0 0 ++ | ++ 0
36 ++ | ++ + + 0

(0 = keine Entziindung, + = geringgradige Entziindung, ++ = mittel-
bis hochgradige Entziindung, X = Untersuchung nicht vorhanden)
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In dieser Darstellung der Entziindungsreaktion verteilt auf die Untersuchungsebenen
1P — 5P ist die Tendenz zu erkennen, dass die Ebenen mit Entzindung nach der
nadellosen Injektion in den oberflachlichen Ebenen lberwogen, wéhrend nach der
Injektion mit Nadel die Entziindung gehauft in der Tiefe vorkam.

Die Einstichstelle war unabhangig vom Injektionsverfahren auf der ersten Unter-
suchungsebene (1P) in 30 von 36 Fallen histologisch zu erkennen.

In den Untersuchungsebenen 2P — 5P konnte eine Perforationsstelle nicht mehr
eindeutig identifiziert werden wenn sie sich im perimysialen Fett- und Bindegewebe
befand. Im Gegensatz dazu war die Perforationsstelle innerhalb der Muskulatur
anhand eines umschriebenen Fibroseareals sowie Reparationsversuchen in Form
von Muskelfasersprossung Muskelfasernekrosen als solche erkennbar.

Eine Zerstérung von Muskelfasern konnte sowohl nach der Injektion mit Nadel als
auch nach der nadellosen Injektion unabhangig vom Injektionspraparat beobachtet
werden.

In einigen histologischen Praparaten wurden spaltférmige Hohlrdume mit einer
Lange von bis zu 15mm an den Grenzflachen zwischen Muskelgewebe und
perimysialen Bindegewebe unabhangig von der Injektionsmethode beobachtet.
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4.3.2.1 Injektion von isotonischer Kochsalzlésung

Nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung wurden keine grundlegenden
Unterschiede zwischen den Injektionsmethoden im histologischen Entziindungsbild
festgestellt. Tabelle 26 zeigt das Auftreten von verschiedenen Merkmalen der
Entzindung an der Injektionsstelle. Die Merkmale gliedern sich in das Auftreten von
neutrophilen  Granulozyten, Makrophagen bzw. mehrkernige Riesenzellen,
Lymphozyten, Plasmazellen, Erythrozyten, Exsudat in Form von Fibrin oder Plasma,
die Anbildung von kollagenen Fasern, Fibrozyten bzw. Fibroblasten und der
Zerstérung bzw. Regeneration von Muskelzellen.

Tabelle 26 — Entziindungsmerkmale an der Injektionsstelle nach der Injektion
von isotonischer Kochsalzlosung, aufgeteilt nach Entziindungszellen und
sonstigen Merkmalen

Entziindungszellen sonstige Merkmale
neutr. Fz./
NaCl Tiernr.| G. M@ |Lym. |Plas.| Ery. | Ex. |Koll.| Fb. | Musk.
24h Nadel 1 2 1 1 0 + + 0 0 +
2 2 1 1 0 + + 0 + +
3 2 1 0 0 + + 0 0 +
nadellos 4 2 1 1 0 + + 0 + +
5 2 1 1 0 + + 0 + 0
6 2 1 2 0 + + 0 + 0
7d  Nadel 7 1 1 2 2 + 0 + + +
8 0 0 2 1 + 0 + + 0
9 0 2 1 1 0 0 + + +
nadellos 10 1 2 1 1 0 0 + + 0
11 0 1 1 1 + 0 + + +
12 0 1 1 0 + 0 + + +

Bewertungsschema: (0 = nicht vorhanden, 1 = geringer Anteil der Zellen am Entziindungs-
geschehen, 2 = hoher Anteil der Zellen am Entziindungsgeschehen, 0 = nicht vorhanden,
+ = vorhanden)

Abkiirzungen: neutr. G. = Neutrophile Granulozyten, M@ = Makrophagen, Lym.
Lymphozyten, Plas. = Plasmazellen, Ery. = Erythrozyten, Ex. = Exsudat, Koll.
Kollagenfasern, Fz./Fb. = Fibrozyten bzw. Fibroblasten, Musk. = Muskelfaserpathologie
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4.3.2.1.1 24 Stunden nach der Injektion von isotonischer Kochsalzlésung

Die Perforationsstelle war 24 Stunden nach Injektion von isotonischer Kochsalz-
I6sung unabhangig vom Injektionsverfahren in der ersten Untersuchungsebene (1P)
bei allen 6 Tieren histologisch nachvollziehbar. Bei den folgenden Untersuchungs-
ebenen 2P — 5P konnte die Perforationsstelle in mindestens einer Ebene bei 3
Tieren nach der Injektion mit Nadel und bei 1 Tier nach der nadellosen Injektion
identifiziert werden.

Befand sich die Perforationsstelle im Fett- oder Bindegewebe, bestand die zellulare
Zusammensetzung aus Uberwiegend neutrophilen Granulozyten mit vereinzelten
Makrophagen und Lymphozyten. Zudem fanden sich Fibrinexsudate und vereinzelt
Plasmaergusse. Extravaskulare Erythrozyten wurden als Zeichen von Einblutung ins
Gewebe bei allen 6 Tieren in mindestens einer Untersuchungsebene festgestellt. In
der oberflachlichen Untersuchungsebene (1P) zeigte sich im Bereich der Perforation
fokal eine umschriebene Ansammlung von neutrophilen Granulozyten. Vereinzelte
Lymphozyten und Makrophagen waren Uber einen Bereich mit einem Durchmesser
von ca. 5mm in der Peripherie der Einstichstelle verteilt. In den Untersuchungs-
ebenen 2P — 5P war die Entzindung nicht fokal begrenzt, sondern erstreckte sich
Uber bis zu ca. 15 mm lange Abschnitte des perimysialen Fett- und Bindegewebes.
Befand sich die Perforationsstelle hingegen nicht im Fett- oder Bindegewebe,
sondern in der Muskulatur, war sie aufgrund eines auf maximal ca. 5 mm begrenzten
Gebietes von Muskelfasernekrosen deutlicher umschrieben. Eine Perforation von
Muskelgewebe war gekennzeichnet durch Zenkersche Degeneration mit resorptiver
Entziindung sowie durch interstitielles Odem, Fibrinexsudation und das Vorkommen
neutrophiler Granulozyten, stellenweise zusammen mit Lymphozyten und Makro-
phagen (Abbildung 14).

Am Ubergang zwischen Muskulatur und dem perimysialen Bindegewebe waren
meist in der Nahe des Entzindungszentrums unabhangig von der Injektionsmethode
ausgedehnte Hohlrdume mit maximalen Durchmessern von 10 x 3 mm zu finden.

In der Untersuchungsebene 4 waren nach der nadellosen Injektion von isotonischer
Kochsalzlésung in keinem Fall mehr Hinweise auf eine Entzindung vorhanden, und
nach der Injektion mit Nadel in 1 von 3 Fallen. In der Untersuchungsebene 5 waren
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nach der Injektion bei keinem der 6 Tiere mehr Hinweise auf eine Entziindung zu

finden.

Abbildung 14 — NaCl Oben: 24 Stunden nach der nadellosen Injektion: Ggr.

sternféormige endomysiale entziindliche Infiltration mit Gberwiegend neutro-

philen Granulozyten sowie wenigen Makrophagen, zusatzlich ggr. Einblutung.
Unten: 24 Stunden nach der Injektion mit Nadel: Ggr. betont perivaskuléare

entziindliche Infiltration mit einzelnen neutrophilen Granulozyten und Makro-

phagen.
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4.3.2.1.2 7 Tage nach der Injektion von isotonischer Kochsalzl6sung

Nach 7 Tagen waren Spuren der Einstichstelle in der ersten Untersuchungsebene
bei 5 von 6 Tieren zu erkennen, davon hatten 2 Tiere eine Injektion mit Nadel und 3
eine nadellose Injektion erhalten. In den tieferen Untersuchungsebenen 2P — 5P
waren Perforationsstellen bei 2 Tieren nach der nadellosen Injektion und bei 2 Tieren
nach der Injektion mit Nadel in mindestens einer Untersuchungsebene identifizierbar.
Befand sich das Entzindungszentrum im perimysialen Bindegewebe, fanden sich
multifokale Fibroblasten- und Fibrozyten-Infiltrationen mit dem Nachweis kollagener
Fasern. Dazu konnten auf einem Durchmesser von bis zu ca. 10 mm stellenweise
geringgradige, perivaskulare lymphoplasmazellulare Infilirate und vereinzelt Makro-
phagen gefunden werden. Spuren von Blutungen waren als vereinzelte Akkumula-
tionen von extravaskularen Erythrozyten mit Nachweis von Erythrophagozytose bei
jeweils 2 von 3 Tieren nach der nadellosen Injektion und der Injektion mit Nadel zu
finden.

Erkennbare Injektionsstellen in der Muskulatur bestanden aus endomysialer Fibrose
mit Fibroblasten, Fibrozyten und kollagenen Fasern sowie Regenerationsversuchen
in Form von Muskelfasersprossung. Ein geringgradiger resorptiver Entzindungs-
prozess einhergehend mit einer maBigen Infiltration von Makrophagen konnte
beobachtet werden. Nur in seltenen Fallen traten direkt an der Perforationsstelle
Lymphozyten auf (Abbildung 15).

Unabhéngig von der Injektionsmethode konnte auch 7 Tage nach der Injektion
Hohlrdume nachgewiesen werden, welche zu diesem Zeitpunkt eine Kapsel aus
Uberwiegend Fibroblasten, Fibrozyten und wenigen Makrophagen und AusmaBen
von maximal etwa 10 x 3 mm aufwiesen.

In der Untersuchungsebene 4 waren nach der nadellosen Injektion von isotonischer
Kochsalzlésung in keinem Fall Hinweise auf eine Entziindung vorhanden, und nach
der Injektion mit Nadel in 3 von 3 Féllen. In der Untersuchungsebene 5 waren nach

der Injektion bei keinem der 6 Tiere Hinweise auf eine Entzindung zu finden.
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Abbildung 15 — NaCl Oben: 7d nach der nadellosen Injektion: Fokal

sternformig ausgedehnte Fibrose des Endomysiums mit zentraler Muskel-
faseratrophie und Muskelfaseruntergang sowie peripheren Muskelknospen;
resorptive Entziindung durch Makrophagen und einzelnen neutrophilen Granu-
lozyten. Unten: 7 d nach der Injektion mit Nadel: Kleinherdige Muskelnekrose

und Fibrose mit kollagenen Fasern; endomysiale Fibrose der umgebenden
Skelettmuskulatur; keine Entziindungszellinfiltrate in diesem Ausschnitt
erkennbar.
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4322 Injektion von Vitamin-E-Selen

Nach der Injektion von Vitamin-E-Selen wurden bei der histologischen
Untersuchung, unabhangig von der Injektionsmethode, keine grundlegenden
Unterschiede im Entziindungsbild festgestellt. Ein Tier das eine nadellose Injektion 7
Tage vor Euthanasie erhalten hatte war nicht groB genug, um 5 Untersuchungs-
ebenen aus dem entnommenen Nackenstlck anzufertigen. Bei diesem Tier wurden
daher nur die Untersuchungsebenen 1P bis 4P untersucht. Tabelle 27 zeigt das

Auftreten der verschiedenen Entzindungsmerkmale an der Injektionsstelle.

Tabelle 27 — Entziindungsmerkmale an der Injektionsstelle nach der Injektion
von Vitamin-E-Selen, aufgeteilt nach Entziindungszellen und sonstigen

Merkmalen
Entzindungszellen sonstige Merkmale
neutr. Fz./
Vit-E-Se G. M@ |Lym. Plas.| Ery. | Ex. | Koll. | Fb. | Musk.
24h Nadel 13 2 1 1 0 + + 0 0 +
14 2 2 2 0 + + 0 0 +
15 2 1 2 0 + + 0 0 +
nadellos 16 2 2 1 0 + + 0 0 +
17 2 1 1 0 + + 0 0 +
18 2 1 2 1 + + 0 0 +
7d  Nadel 19 0 1 1 0 0 + + + +
20 0 1 2 1 0 + + + +
21 1 1 2 1 + + + + +
nadellos 22 1 2 2 1 + + + + +
23 0 1 1 1 + + + + +
24 0 1 2 0 + + + + +

Bewertungsschema: (0 = nicht vorhanden, 1 = geringer Anteil der Zellen am Entziindungs-
geschehen, 2 = hoher Anteil der Zellen am Entziindungsgeschehen, 0 = nicht vorhanden,
+ = vorhanden)

Abkiirzungen: neutr. G. = Neutrophile Granulozyten, M@ = Makrophagen, Lym.
Lymphozyten, Plas. = Plasmazellen, Ery. = Erythrozyten, Ex. = Exsudat, Koll.
Kollagenfasern, Fz./Fb. = Fibrozyten bzw. Fibroblasten, Musk. = Muskelfaserpathologie
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4.3.2.2.1 24 Stunden nach der Injektion von Vitamin-E-Selen

Die Einstichstelle war in der ersten Untersuchungsebene (1P) in allen 6 Fallen nach
der Injektion mit Nadel und der nadellosen Injektion erkennbar. Die Perforationsstelle
innerhalb der folgenden Untersuchungsebenen 2P — 5P konnte unabhangig vom
Injektionsverfahren bei allen 6 Tieren in mehreren Ebenen identifiziert werden. lhr
Durchmesser betrug bis zu 6 mm.

Das histologische Entziindungsbild war sowohl nach der nadellosen Injektion als
auch nach der Injektion mit Nadel charakterisiert durch eine hochgradige Infiltration
von neutrophilen Granulozyten, prominente Fibrinexsudation und Plasmaergisse.
Bei allen 6 Tieren traten extravaskuldre Erythrozyten als Zeichen von lokaler
Einblutung auf. Stellenweise erganzten Lymphozyten und Makrophagen das
Entziindungsbild. Die Entziindung war nicht auf die Perforationsstelle konzentriert,
sondern bildete Areale mit héchster Entziindungszelldichte im endomysialen
Fettgewebe. Die Entziindungszellinfiltrate erstreckten sich Gber das perimysiale Fett-
und Bindegewebe in seiner ganzen Lange (>15 mm), welches zum Teil die Halfte
einer Untersuchungsebene ausmachte. Injektionsstellen im Muskelgewebe waren
erkennbar durch Zentren von Zenkerscher Degeneration mit resorptiver Entziindung,
interstitiellem Odem, Fibrinexsudation und neutrophilen Granulozyten, stellenweise
zusammen mit Lymphozyten und Makrophagen (Abbildung 16).

Die Entzindung erstreckte sich in allen Féllen Uber alle Untersuchungsebenen
(1P —5P).

Am Ubergang zwischen Muskulatur und dem perimysialen Bindegewebe waren
unabhangig von der Injektionsmethode meist in der Nahe des Entziindungszentrums
ausgedehnte Hohlrdume mit histiozytarer Ummantelung und maximalen Durch-

messern von etwa 10 x 3 mm zu finden.
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Abbildung 16 — Vit-E-Se Oben: 24 Stunden nach der nadellosen Injektion:

Rund umschriebene hgr. ausgedehnte Fibrininsudation im Bereich des peri-
mysialen Fettgewebes mit Fettgewebsnekrosen und multifokal ggr. Einblutung
sowie ggr. Entzindungszellinfiltration unter Beteiligung von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen. Unten: 24 Stunden nach der Injektion mit

Nadel: Bandartig umschriebene hgr. ausgedehnte Fibrin-insudation mit
gleichformigem Muskelfaseruntergang und entziindlicher Infiltration durch
neutrophile Granulozyten und einzelne Makrophagen.
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4.3.2.2.2 7 Tage nach der Injektion von Vitamin-E-Selen

Die Perforationsstelle konnte in den Untersuchungsebene 1P — 5P bei allen Tieren
unabhangig von der Injektionsmethode in mindestens einer Ebene lokalisiert werden.
Die von der Injektion verursachte Perforationsstelle in der Muskulatur bestand aus
einem Herd von degenerierten Muskelfasern. Dieser Bereich war gekennzeichnet
durch Regenerationsversuche in Form von Muskelfasersprossung und teils
ausgedehnte Fibrose mit dem Nachweis von kollagenen Fasern. Vereinzelt traten
direkt an der Perforationsstelle Lymphozyten und Plasmazellen auf. Zudem konnte
eine geringgradige resorptive Entziindung mit der Einwanderung von Makrophagen
beobachtet werden. Von der Fibrose waren teilweise ganze Muskelfaserblindel in
einer Lange von maximal ca. 10 mm betroffen (Abbildung 17).

Zuséatzlich fanden sich im perimysialen Bindegewebe, unabh&ngig von der
raumlichen Nahe zur Perforationsstelle in der Muskulatur, multifokale Fibroblasten-
und Fibrozyten-Infiltrationen mit dem Nachweis kollagener Fasern, sowie mittel-
gradige perivaskulare lymphoplasmazellulare Infiltrate und vereinzelt Makrophagen.
Stellenweise wurden fokale Ansammlungen von neutrophilen Granulozyten nach-
gewiesen. Die Ausdehnung der Entzindungsmerkmale erstreckte sich Uber das
perimysiale Fett- und Bindegewebe in seiner ganzen Lange (> 15 mm). Bereiche der
Muskulatur, die direkt an das entziindete perimysiale Bindegewebe angrenzten,
waren hochgradig von Muskelzelluntergang betroffen.

Spuren von Einblutungen ins Gewebe fanden sich in Form von vereinzelten
extravaskularen Erythrozyten und dem Nachweis von Erythrophagozytose bei 1 von
3 Tieren nach der Injektion mit Nadel und bei allen 3 Tieren nach der nadellosen
Injektion.

Bei 7 Tage alten Entzindungen konnten unabhangig von der Injektionsmethode
Hohlrdume nachgewiesen werden, welche zu diesem Zeitpunkt eine Kapsel aus
Uberwiegend Fibroblasten, Fibrozyten und wenigen Makrophagen und AusmaBen

von maximal etwa 15 x 1 mm bzw. 8 x 6 mm aufwiesen.
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Abbildung 17 — Vit-E-Se Oben: 7 d nach der nadellosen Injektion: Hochgradig

ausgedehnte Fibrose innerhalb der Muskulatur; Muskelfaseruntergang und
-atrophie, Nachweis einzelner mineralisierter Muskelfasern; daneben multiple

Muskelknospen. Unten: 7d nach der Injektion mit Nadel: Sternférmig

ausgedehnte Fibrose mit ggr. entziindlicher Infiltration durch Lymphozyten;
hgr. periphere Muskelfaseratrophie sowie einzelne Muskelfaserknospen.
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4323 Injektion von Eisendextran

Zwischen der nadellosen Injektion und der Injektion mit Nadel wurden im Fall von
Eisendextran keine Unterschiede bei der histologischen Untersuchung festgestellt.
Tabelle 28 zeigt das Auftreten der verschiedenen Entzindungsmerkmale an der
Injektionsstelle.

Tabelle 28 — Entziindungsmerkmale an der Injektionsstelle nach der Injektion
von Eisendextran, aufgeteilt nach Entzindungszellen und sonstigen

Merkmalen
Entzindungszellen sonstige Merkmale
neutr. Fz./ | Musk.
Eisen G. MJ |Lym. | Plas.| Ery. | Ex | Koll. | Fb. | Nekr.
24h Nadel 25 2 2 1 0 + + 0 0 +
26 2 2 2 0 + + 0 + +
27 2 1 1 0 + + 0 0 +
nadellos 28 2 1 2 1 + + 0 + 0
29 2 2 1 0 + + 0 0 +
30 2 1 1 0 + + 0 0 +
7d  Nadel 31 0 0 0 0 0 0 + + +
32 2 1 2 0 + 0 + + +
33 2 2 1 1 + 0 + + +
nadellos 34 1 1 0 0 0 0 + + +
35 0 0 0 0 0 0 + + +
36 1 1 1 0 + 0 + + +

Bewertungsschema: (0 = nicht vorhanden, 1 = geringer Anteil der Zellen am Entziindungs-
geschehen, 2 = hoher Anteil der Zellen am Entziindungsgeschehen, 0 = nicht vorhanden,
+ = vorhanden)

Abkiirzungen: neutr. G. = Neutrophile Granulozyten, M@ = Makrophagen, Lym.
Lymphozyten, Plas. = Plasmazellen, Ery. = Erythrozyten, Ex. = Exsudat, Koll.
Kollagenfasern, Fz./Fb. = Fibrozyten bzw. Fibroblasten, Musk. = Muskelfaserpathologie
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4.3.2.3.1 24 Stunden nach der Injektion von Eisendextran

Die Perforationsstelle war in mindestens einer der Untersuchungsebenen 1P — 5P in
allen 3 Fallen nach der nadellosen Injektion und der Injektion mit Nadel erkennbar.
Ihr Durchmesser betrug bis zu 10 mm. Sie war gekennzeichnet durch hochgradige
ausgedehnte Fibrin- und Plasmainsudation, Entzindungszellinfiltrate und Zenker-
scher Degeneration der Muskulatur mit resorptiver Entzindung unter Beteiligung von
neutrophilen Granulozyten, stellenweise zusammen mit Lymphozyten und Makro-
phagen (Abbildung 18).

Die Anzahl der Untersuchungsebenen auf die sich die Entzindung erstreckte war
geringer im Vergleich zur Injektion von Vitamin-E-Selen und héher im Vergleich zur
Injektion von isotonischer Kochsalzlésung. Die Entzindung war nicht auf die
Umgebung unmittelbar an der Perforationsstelle beschrankt, sondern auf bis zu
einem Viertel der Untersuchungsebene ausgedehnt und erstreckte sich in einer
Lange von maximal ca. 15 mm Uber das perimysiale Fett- und Bindegewebe und das
Endomysium der daran angrenzenden Muskulatur. Das Entziindungsbild in diesen
Bereichen zeichnete sich sowohl nach der nadellosen Injektion als auch der Injektion
mit Nadel durch eine massive Infiltration von neutrophilen Granulozyten sowie eine
ausgepragte Fibrinexsudation und stellenweise Plasmaerglsse aus. In allen 6 Fallen
traten Blutungen in Form von extravaskularen Erythrozyten auf. Stellenweise
erganzten Lymphozyten und Makrophagen das Entziindungsbild.

Bei einem Tier wurden nach der nadellosen Injektion in den Untersuchungsebenen
3P bis 5P keine Anzeichen einer Entziindung beobachtet und bei einem weiteren
Tier keine bzw. geringgradige Entziindung in den Ebenen 4P und 5P. Nach der
Injektion mit Nadel hingegen traten bei allen 3 Tieren mittel- bis hochgradige
Entziindungen bis in die tiefen Ebenen 4P oder 5P auf.

Am Ubergang zwischen Muskulatur und dem perimysialen Bindegewebe waren
meist in der Nahe des Entzindungszentrums unabhangig von der Injektionsmethode
ausgedehnte Hohlrdume mit histiozytarer Ummantelung und einer maximalen Aus-

dehnung von 15 x 1 mm zu finden.
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Abbildung 18 — Eisendextran Oben: 24 Stunden nach der nadellosen Injektion:

Hgr. ausgedehnte Fibrininsudation und multiple Hohilraume innerhalb des
perimysialen Fettgewebes mit mgr. Ansammlung von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten; ggr. multifokale Einblutung; Muskelfasernekrosen
im der angrenzenden Skelettmuskulatur mit begleitender resorptiver Ent-
zindung unter Beteiligung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten.
Unten: 24 Stunden nach der Injektion mit Nadel: Mgr. herdférmige Fibrin-

insudation innerhalb des Endomysiums mit zentraler Hohiraumbildung und
entziindlicher Infiltration durch neutrophile Granulozyten und Makrophagen;
Muskelfaseruntergang innerhalb der angrenzenden Muskulatur mit beglei-
tender resorptiver Entziindung.
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4.3.2.3.2 7 Tage nach der Injektion von Eisendextran

Die Perforationsstelle war in der Untersuchungsebene 1P bei einem von 3 Tieren
nach Injektion mit Nadel sowie bei 2 von 3 Tieren nach der nadellosen Injektion
erkennbar. Bei den Ubrigen 3 Tieren war die Perforationsstelle histologisch nicht
eindeutig identifizierbar, auch wenn makroskopisch eine Rétung in der
oberflachlichen Epidermis zu sehen war. In den folgenden Untersuchungsebenen 2P
— 5P konnte die Perforationsstelle in mindestens einer Ebene bei allen 6 Tieren
unabhangig von der Injektionsmethode identifiziert werden.

Bei einer injektionsbedingten Perforation der Muskulatur trat an dieser Stelle fokal
eine hochgradige Muskeldegeneration auf. Diese war gekennzeichnet durch Repara-
tionsversuche in Form von Muskelfasersprossung und teils ausgedehnte Fibrose mit
dem Nachweis von kollagenen Fasern. Die Fibrose betraf teilweise ganze Muskel-
faserbiindel in einer LaAnge von maximal ca. 10 mm (Abbildung 19). Nur in seltenen
Fallen waren direkt an der Perforationsstelle Lymphozyten zu finden. Eine gering- bis
mittelgradige resorptive Entziindung mit der Einwanderung von Makrophagen konnte
hier beobachtet werden. Zahlreiche Makrophagen waren mit braun pigmentierten
Granula beladen.

Unabhangig vom Vorhandensein oder der rdaumlichen Nahe einer erkennbaren
Perforationsstelle in der Muskulatur fanden sich im perimysialen Bindegewebe
multifokal Herde mit Fibroblasten und Fibrozyten und kollagene Fasern. Zudem
konnten mittelgradige lymphoplasmazellulare Infiltrate und vereinzelt neutrophile
Granulozyten und Makrophagen nachgewiesen werden, die teilweise braunliche
Pigmentgranula im Zellinneren enthielten. Darlber hinaus war das injizierte
Eisenpraparat an einigen Stellen als braunliche Verfarbung im Bindegewebe zu
erkennen. Das perimysiale Fett- und Bindegewebe war zum GroBteil in seiner
Gesamtheit (maximal ca. 15 mm) von den Entzindungsmerkmalen Uberlagert.
Vereinzelt waren Muskelareale von Muskelzelluntergang betroffen, die an
Entziindungsgebiete im perimysialen Bindegewebe angrenzten.

Die Akkumulation von extravaskularen Erythrozyten und der Nachweis von Erythro-
phagozytose bei 2 von 3 Tieren nach der Injektion mit Nadel und bei 1 von 3 Tieren
nach der nadellosen Injektion gaben Hinweise auf zurlckliegende Einblutungen ins
Gewebe.
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Bei 7 Tage alten Entzindungen konnten unabh@ngig von der Injektionsmethode
Hohlrdume nachgewiesen werden, welche zu diesem Zeitpunkt eine Kapsel aus
Uberwiegend Fibroblasten, Fibrozyten und wenigen Makrophagen in einer

Langenausdehnung von maximal etwa 8 x 1 mm aufwiesen.
C=g ) - i gt o = = =

Abbildung 19 — Eisendextran Oben: 7d nach der nadellosen Injektion:

Bandartige Fibrosierung, sich iiber das perimysiale Bindegewebe erstreckend,
mit ggr. entzindlicher Infiltration unter Beteiligung von uberwiegend Makro-
phagen mit braun pigmentierten Strukturen im Zellinneren, sowie einzelnen
Lymphozyten; ggr. Muskelzelluntergang im Bereich der Fibrinexsudate und
einzelne atrophische Fasern. Unten: 7 d nach der Injektion mit Nadel: GroB-

flachige, bandartig ausgedehnte perimysiale Fibrosierung mit mgr. Zellinfil-
tration unter Beteiligung von Lymphozyten und braunes Pigment enthaltenden
Makrophagen.
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4.3.2.3.3 Verteilung des Eisendextrans

Die Verteilung des Eisendextrans konnte mittels Turnbull-Farbung dargestellt werden
und ist in Abbildung 20 zum Zeitpunkt 24 Stunden nach der Injektion und in
Abbildung 21 7 Tage nach der Injektion zu sehen. Die Bereiche, in denen
angefarbtes Eisen dunkelblau dargestellt war, deckien sich mit dem
Verteilungsmuster der Entzindungszellen im perimysialen Bindegewebe. Neben
einer Ausbreitung von angefarbtem Eisen frei im Bindegewebe, war auch

phagozytiertes Eisen in Makrophagen erkennbar. In dieser Form war es auch in den

reglonaren Lymphknoten zu finden.

[ ‘."%R$a

Abbildung 20 — Eisendextran Oben: 24 Stunden nach der nadellosen Injektion,

Unten: 24 Stunden nach der Injektion mit Nadel: In Spezialfarbung (Turnbull)

Nachweis von Eisen innerhalb von Makrophagen.
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Abbildung 21 — Eisendextran Oben: 7 d nach der nadellosen Injektion, Unten:

7d nach der Injektion mit Nadel: In Spezialfarbung (Turnbull) diffuser

Eisennachweis im perimysialen Binde- und Fettgewebe, nur vereinzelt Makro-
phagen mit Eisen im Zellinneren.

4.4 Benutzerfreundlichkeit

441 Handhabung

Die Handhabung des Pulse®250-Injektionsgerites war leicht erlernbar. Die
Vorbereitung fir die Injektion dauerte langer als bei der Injektion mit Kanllenspritze,
da die Dosiereinheit an den Kompressor angeschlossen werden musste und das
Injektionshandstiick mit der Dosiereinheit verbunden werden musste. Der Aufbau
des Betriebsdruckes im Kompressor dauerte zusatzlich durchschnittlich 40 bis 50
Sekunden.

Die Positionierung der Injektionspistole gelang unproblematisch wenn der Kopf des
Ferkels von einer Hilfsperson gut fixiert wurde. Die Injektion wurde durch Andriicken

des Injektionskopfes an die Haut der Injektionsstelle ausgeldst und kann nur dann
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optimal platziert werden, wenn das Tier mit dem Kopf nicht zur Seite hin ausweichen
kann.

Bei einem Wechsel des Injektionspraparates mussten alle Leitungen und Disen des
Pulse® 250 griindlich gereinigt werden. Die Zerlegung in seine Einzelteile und die
komplette Reinigung aller Bestandteile nahm im Durchschnitt zwischen 25 und 35
Minuten in Anspruch und dauerte bei dem éligen Vitamin-E-Selen und der viskdsen,
farbintensiven Eisendextran-Lésung langer als nach dem Gebrauch von isotonischer
Kochsalzlésung. Da der im System befindliche Anteil des Injektionspraparates bei
der Reinigung verloren ging, waren in der Arzneimittelflasche nach der nadellosen
Injektion stets 5 — 10 ml weniger Injektionslésung enthalten als nach der Injektion per
Kandle.

Bei der Injektion per Kanile hingegen nahm die Vorbereitung und Reinigung
wesentlich weniger Zeit in Anspruch. Dagegen war der Wechsel der Injektionskantle

ein zusatzlicher Aufwand im Vergleich zur nadellosen Injektion.

4.4.2 Larmpegel

Bei Inbetriebnahme des Kompressors zum Aufbau des fir die nadellose Injektion
bendtigten Betriebsdruckes entstand im Aufenthaltsbereich der Saugferkel ein
erhéhter Larmpegel. Dieser Vorgang dauerte ca. 40— 50 Sekunden. In allen
Bereichen des Stallabteiles wurde wéahrend diesem Zeitraum ein Larmpegel von
65 db nicht Uberschritten. Wahrend einer normalen Aktivitdtsphase der Saugferkel
lag der Larmpegel in einem Bereich zwischen 45 und 55 db.
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5 Diskussion

5.1  Vertraglichkeit der nadellosen Injektion

Trotz ihrer intensiven Erforschung und Weiterentwicklung haben sich nadellose
Injektionsgerate gegenldber den herkdmmlichen Injektionskantlen weder in
humanmedizinischen noch in veterindrmedizinischen Bereichen durchgesetzt
(SCHRAMM und MITRAGOTRI, 2002). Die Anforderungen an eine ideale
Injektionsmethode, wie eine hohe Applikationssicherheit und gute Vertraglichkeit
werden von Kanulen hinreichend erfullt und wurden laut verschiedenen Studien von
der alternativen nadellosen Injektion noch nicht dbertroffen (THEINTZ und
SIZONENKO, 1991; SCHNEIDER et al., 1994; JACKSON et al., 2001; SIMON et al.,
2011).

In der Humanmedizin tragt als Aspekt der Vertraglichkeit auch die Akzeptanz der
Patienten dazu bei, ob sich eine neue medizinische Methode durchsetzt (JACKSON
et al., 2001). In der Humanmedizin hat nicht zuletzt die Gewdhnung der Patienten an
die seit Jahrzehnten etablierte Kandleninjektion Auswirkungen auf die gute
Akzeptanz zugunsten dieser Methode. In der Veterindrmedizin hingegen spielt die
Akzeptanz der Patienten eine sehr untergeordnete Rolle. Anders als in der
Humanmedizin kann bei Tieren die Akzeptanz nicht evaluiert werden. Es kann
lediglich die Vertraglichkeit indirekt anhand von Messverfahren und Verhaltens-
beobachtungen beurteilt werden, um damit Rickschlisse auf das subjektive
Empfinden bei einer nadellosen Injektion zu ziehen (VINUELA-FERNANDEZ et al.,
2007). Dabei stiitzt man die Beobachtungen unter anderem auf Laborparameter, die
Indizien fiir Stress und Schmerzen sind (SCHONREITER et al., 1999; PRUNIER et
al., 2005; RAULT et al.,, 2011), und die Beobachtung der Lokalreaktion an der
Injektionsstelle (HOUSER et al., 2004; IMSILP et al., 2005). Trotz der Méglichkeiten
die sich bieten, die Vertraglichkeit von Eingriffen am Tier zu beurteilen, sind bisher
keine Studien bekannt, die sich mit dem schmerzbedingten Stress von Tieren im
Zusammenhang mit nadellosen Injektionen auseinandersetzen.

Da die Empfindungen bei intramuskuldren Injektionen aus der Humanmedizin
hinreichend bekannt sind, da jeder Patient im Laufe seines Lebens mehrere
Injektionen erhélt, erlbrigen sich Studien zur Schmerzempfindung von Tieren bei
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denen diese humanmedizinischen Injektionsmethoden eingesetzt werden, weil man
davon ausgehen kann, dass das Schmerzempfinden von Tieren in etwa dem
unseren entspricht.

Eine neue Situation ergibt sich aber durch die Verwendung von tiermedizinischen
Injektionsgeraten, die nicht in der Humanmedizin verwendet werden.

Nicht zuletzt hat vermutlich die fehlende gesetzliche Notwendigkeit zur Evaluierung
der Vertraglichkeit von tierarztlichen Injektionsgeraten dieser Art dazu beigetragen,
dass umfassende Informationen zu diesem Thema fehlen. GemaB § 2 Abs. 2 Nr. 1a
AMG fallen tierarztliche Instrumente nur unter das Arzneimittelgesetz soweit sie zur
einmaligen Anwendung bestimmt sind (PREUSS, 2012). Unter das Medizinprodukte-
gesetz fallen wiederum nur Injektionsgerate, die zum mehrmaligen Gebrauch am
Menschen bestimmt sind (§3 Abs. 1 MPG).

5.1.1 Stress- und Schmerzreaktion

Insbesondere beim Vertrieb und bei der Vermarktung der nadellosen
Injektionsgerate wird hervorgehoben, dass die nadellose Injektion der
konventionellen Injektionsmethode Uberlegen sei, da sie Schmerz und Stress bei den
Tieren reduzieren soll (FIEBIG, 2009; SUS ONLINE, 2010; LEHNERT, 2011).

Der von MELLOR et al. (2000) gepragte Begriff von schmerzbedingtem Stress
scheint fir die folgende Studie besonders geeignet, da in diesem Fall eine Injektion
den Stressor darstellt und zu erwarten ist, dass nicht nur der reine Injektionsschmerz
sondern auch der Schreckmoment als psychische Komponente die messbare
Cortisolreaktion maBgeblich beeinflussen wird. Gerade der Einfluss dieses Faktors
ist fir die Beurteilung der Vertraglichkeit von Nutzen (CHROUSOS, 2009).
Gemessen am Verlauf der Cortisolkonzentration kann in diesem Versuch kein
reduzierter schmerzbedingter Stress bei nadellos behandelten Tieren festgestellt
werden. Die nadellose Injektionsmethode ist der konventionellen hinsichtlich des
ausgeldsten Cortisol-Anstieges statistisch weder Uber- noch unterlegen, wenn man
die Versuchsgruppe der 14 Tage alten Saugferkel betrachtet. Die Amplitude und die
Flache unter der Cortisolverlaufskurve sind zwar bei den Tieren nach einer
Kandleninjektion tendenziell geringer als nach der nadellosen Injektion, allerdings ist
dieser Unterschied nicht signifikant.
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Die Amplitude der Cortisolverlaufskurve nach der nadellosen Injektion ist hingegen
bei Saugferkeln am 3. Lebenstag signifikant héher als bei Saugferkeln am
14. Lebenstag nach Applikation desselben Préparates (Eisendextran). Dies kdnnte
durch den Gewichtsunterschied der Versuchstiere (1,7 — 1,9 kg am 3. Lebenstag und
41-50kg am 14. Lebenstag) erklart werden und dem daraus resultierenden
unterschiedlichen Injektionsvolumen relativ zur Koérpermasse. Bei den é&lteren
Saugferkeln macht ein Injektionsvolumen von 2 ml nur 0,04 — 0,05% in Relation zur
Kérpermasse aus, wahrend es bei den jlingeren Tieren mit 0,11% immerhin die
doppelte relative Menge ist.

AuBerdem geht man von einer hdheren Sensitivitdt gegenlber Schmerz bei
Neonaten jeder Spezies aus (CHROUSQOS, 2009; ERHARDT und HENKE, 2011).
Dies erklart jedoch noch nicht ausreichend die signifikant hd&here
Cortisolkonzentration nach der nadellosen Injektion im Vergleich zur Injektion mit
Nadel. Denn die Cortisolkonzentrationen nach der Kantleninjektion unterscheiden
sich bei Saugferkeln am 3. Lebenstag trotz des Altersunterschiedes nicht signifikant
von denen der Saugferkel am 14. Lebenstag nach beiden Injektionsmethoden.

Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass sich Tiere mit erhdhter
Schmerzempfindlichkeit in der Gruppe befinden, die eine nadellose Injektion erhalten
hatte, da die Werte in dieser Gruppe starker streuen als in der Vergleichsgruppe.
Nach WEAVER et al. (2000) durchleben Ferkel in den ersten 3 Lebenswochen eine
sensible Phase der postnatalen Ontogenese der HPA-Achse. Sie ist gepragt durch
die Ausbildung von Rezeptoren und Katalysatoren des Cortisol-Metabolismus. Sie
reagieren in dieser Phase hochempfindlich auf Stressoren, je nach der Intensitat von
stérenden Umwelteinflissen und Manipulationen, denen die neugeborenen Ferkel in
den ersten Lebenswochen ausgesetzt sind. In Abhangigkeit vom Verlauf dieser
Phase wird die spéatere Stresstoleranz unterschiedlich stark ausgepréagt. Auch die
basalen Cortisolspiegel sind in dieser Entwicklungsphase generell héher. Ferkel mit
hoheren Basalkonzentrationen reagieren mit einem hoéheren Anstieg der
Cortisolkonzentrationen auf eine Ausschiittung des Stress-hormons ACTH. Selbst
der Stress des Muttertieres vor der Geburt hat einen Einfluss auf die Empfindlichkeit
der Ferkel hinsichtlich ihrer Stressreaktion (OTTEN et al., 2001; KANITZ et al.,
2003). In diesem Zusammenhang ist die Bindungskapazitat bestimmter
Glucocorticoid-Rezeptoren von besonderer Bedeutung. Diese Bindungs-kapazitat
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nimmt in der empfindlichen postnatalen Periode von Schweinen erst nach
Auseinandersetzung mit Stressreaktionen zu. Nur wenn die Rezeptoren in diesem
Sinne ausreichend entwickelt sind, kann es nach der Bindung von Glucocorticoiden
an diese Rezeptoren zu einem negativen Rickkopplungsmechanismus kommen,
durch den die weitere Ausschiittung des Stresshormons Cortisol unterdriickt wird
und damit die Homdostase im Organismus erhalten wird (MEANEY et al., 1989;
KANITZ et al., 2011).

Die basalen Cortisolkonzentrationen kdénnen in der Saugferkelphase bei
Altersunterschieden von wenigen Tagen um 20 nmol/l schwanken, wobei sie
postnatal am héchsten sind (OTTEN et al., 2001; KANITZ et al., 2011). Der Anstieg
der Cortisolkonzentration nach experimenteller ACTH-Stimulation fallt ebenfalls bei
3 Tage alten Saugferkeln signifikant héher aus als bei Saugferkeln kurz vor dem
Absetzen (KANITZ et al.,, 2003; 2011). Die Unterschiede bei den mittleren
Basalkonzentrationen bei 14 und 3 Tage alten Saugferkeln kdnnen hierauf
zurtickgefuhrt werden. Auch die starke Streuung der mittleren Maximalwerte bei
Saugferkeln am 3. Lebenstag kann durch eine erhéhte Empfindlichkeit gegeniber
Stressoren bei Neonaten bedingt sein (CHROUSQOS, 2009).

Warum dies nur fir die nadellos behandelte Gruppe zutrifft, ist unter Umstéanden
durch die zuféllige Auswahl der Versuchstiere zu erklaren.

Entscheidend ist, dass bei allen Altersgruppen, sowohl am 3. Lebenstag als auch am
14. Lebenstag, die Cortisolkonzentration bei der nadellos behandelten Gruppe nach
der Injektion héher war als bei der mit Nadel behandelten Vergleichsgruppe. Zwar
war dieser Unterschied bei 14 Tage alten Saugferkeln nicht signifikant, aber in
diesem Fall muss in wiederholten Versuchen geprift werden, ob dieser Verlauf
reproduzierbar ist und ob sich eine Signifikanz bei einer Erhéhung der Tierzahl pro
Versuchsgruppe einstellt. Sofern anhand der Cortisolwerte keine Unterschiede in der
Stressreaktion festzustellen sind kann auch die zusatzliche Messung weiterer
Parameter, die Stress und Schmerzempfinden widerspiegeln Aufschluss geben und
eine umfassendere Aussage Uber die Vertraglichkeit ermdglichen (JENSEN et al.,
1996).

Bei der Interpretation der Stressreaktion anhand einer Cortisol-Verlaufskurve ist des
Weiteren noch zu beachten, dass auBer der Injektion noch weitere Faktoren zu
einem Anstieg der Cortisolkonzentration im Serum flhren. Als wichtigster Faktor ist
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hierbei das Handling der Tiere zu berlcksichtigen. Insbesondere die Fixierung der
Tiere zur Blutabnahme I6st eine Stressreaktion aus. MERLOT et al. (2011) konnten
zeigen, dass eine 2 Minuten andauernde Fixierung von Sauen zur Blutabnahme aus
der V. cava cranialis einen signifikanten Anstieg der Serumcortisolkonzentration
bewirkt.

Bei der vorliegenden Auswertung sind jedoch im Wesentlichen die Unterschiede der
gemessenen Cortisolwerte zwischen den Vergleichsgruppen fir das Untersuchungs-
ziel relevant. Nicht der absolute Anstieg der Cortisolkonzentration im Vergleich zum
Basalwert dient zur Beurteilung der Vertraglichkeit, sondern der relative Unterschied
der Maximalwerte zwischen den Versuchsgruppen. Da bei allen Versuchsgruppen
Handling und FixierungsmaBnahmen identisch sind, haben diese keine Auswir-
kungen auf den relativen Unterschied der Werte zwischen den Gruppen. Allerdings
sind aus eben diesen Griinden die Versuchsergebnisse nicht geeignet, die
Belastung, die durch eine Injektion entsteht, in Form von absoluten Werten zu
quantifizieren. Es kann lediglich gezeigt werden, dass die nadellose Injektion mit
dem Pulse® 250 eine hohere Stressbelastung fir die Versuchstiere in Relation zur

Injektion mit Nadel darstellt.

5.1.2 Untersuchung der Lokalreaktion

5.1.2.1 Tiefe der Entziindungsreaktion

Die Auswertung der Lokalreaktion nach der klinischen Untersuchung der Injektions-
stelle Iasst in dieser Studie die Tendenz erkennen, dass die nadellose Injektion eine
starkere Reaktion hervorruft, als die Injektion mit Nadel. Umfangsvermehrungen,
Verfarbungen und Verhartungen an der Injektionsstelle treten nach der nadellosen
Injektion signifikant haufiger auf als nach der Injektion mit Nadel. Auch die maximale
Auspragung von Umfangsvermehrung, Verfarbung und Verhéartung ist nach der
nadellosen Injektion von Vitamin-E-Selen und Eisendextran starker als nach der
Injektion mit Nadel. Dies lasst vermuten, dass eine nadellose Injektion entweder
tatsachlich eine starkere Gewebereaktion hervorruft oder, dass es nur so erscheint,
da die Reaktion sich unmittelbar unter der Haut und in den oberflachlichen
Muskelschichten abspielt, wadhrend die Reaktion sich bei der Injektion mit Nadel in

der Tiefe abspielt, wo sie bei der klinischen Untersuchung weder adspektorisch noch
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palpatorisch auffallig ist. An dieser Stelle muss bei der Auswertung der Lokalreaktion
hinterfragt werden, bis zu welcher Tiefe eine Lokalreaktion dieser Form und
Intensitat noch bei der klinischen Untersuchung &uBerlich erfasst werden kann. Die
tiefste Untersuchungsebene befindet sich in einem Abstand von ca. 36 — 45 mm von
der Hautoberflache entfernt, wobei die Injektionstiefe bei der Injektion mit Nadel der
Kanulenldnge von 25 mm entspricht. Dass Injektionen trotzdem als schmerzhaft
empfunden werden kdnnen, auch wenn &uBerlich sichtbare Anzeichen einer
Entziindung fehlen, zeigen BENNETT et al. (1998) in ihrer Studie.

Um zu Oberprifen, ob die nadellose Injektion tatsachlich eine starkere Entziindungs-
reaktion hervorruft, werden die Ergebnisse der histologischen Untersuchung mit
denen der klinischen Untersuchung der Lokalreaktion verglichen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der klinischen Untersuchung der Lokalreaktion
sind bei der histologischen Auswertung der einzelnen Untersuchungsebenen weder
hinsichtlich der Auspragung der Entzindung noch des Entziindungstypes in
Abhangigkeit vom Injektionsverfahren Unterschiede ersichtlich. Daraufhin wurde die
Tiefe der Lokalreaktion und deren Verteilung auf die unterschiedlichen
Untersuchungsebenen nach der nadellosen Injektion und der Injektion mit Nadel
verglichen.

Bei etwa der Hélfte der Tiere ist zu erkennen, dass nach der nadellosen Injektion
mittel- bis hochgradige Entzindungsvorgange eher in den oberflachlichen
Untersuchungsebenen auftreten und nach der Injektion mit Nadel vermehrt in den
tieferen Untersuchungsebenen. Die Verteilung der Entziindungsreaktion ist der
Tabelle 25 zu entnehmen. Diese Verteilung stimmt mit den Befunden bei der
makroskopischen Untersuchung der quergeschnittenen Nackenmuskulatur nach der
Injektion von Eisen Uberein. Hier war nach der nadellosen Injektion ein gréBerer Teil
des subkutanen Fettgewebes durch das Eisendextran-Praparat braun verfarbt als
nach der Injektion mit Nadel.

Dagegen ist bei der anderen Halfte der Tiere, Uberwiegend diejenigen die eine
Injektion mit Nadel erhalten hatten, diese Tendenz nicht ausgepragt. Stattdessen ist
insbesondere mit steigender Viskositat der Injektionspraparate eine mittel- bis
hochgradige Entziindung in gleichmaBig starker Ausprdgung Uber alle
Untersuchungsebenen verteilt. Bei 5 Tieren ist das Verhéltnis sogar umgekehrt. Das
bedeutet, dass die Entzindung in diesen Fallen nach der nadellosen Injektion auf die
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tiefen Ebenen und nach der Injektion mit Nadel auf die oberflachlichen Ebenen
konzentriert ist.

Die gréBere Haufigkeit und starkere Auspragung der Kklinisch untersuchten
Lokalreaktionen nach der nadellosen Injektion sind also nicht nur durch eine
oberflachlichere Lokalisation der Entziindung im Vergleich zur Injektion mit Nadel
bedingt.

Dass die Befunde der klinischen Untersuchung dennoch nicht eindeutig durch die
Auswertung der Entzindungsreaktion auf histologischer Ebene bestatigt werden,
kann dadurch erklart werden, dass die begrenzten Untersuchungsebenen nur einen
zentralen Ausschnitt der gesamten Lokalreaktion darstellen. Daher ist unbekannt,
wie weit sich die Entzindungsreaktion Uber die Rander der Untersuchungsebene
hinaus erstreckt. Eine technische Bearbeitung von gréBeren Ausschnitten zur
histologischen Untersuchung lasst sich mit den verwendeten Methoden jedoch nicht

realisieren.

51.2.2 Entziindung und Muskelzelluntergang

Eine Zerstérung von Muskelgewebe tritt bei beiden Injektionsverfahren
gleichermaBen auf. Auch die raumliche Trennung von Perforationsstelle in der
Muskulatur und Ausdehnung der Entziindung im perimysialen Bindegewebe ist bei
beiden Injektionsverfahren gegeben. Die Perforationsstellen in der Muskulatur selbst
und die damit einhergehende Fibrosierung und Infiltration mit Entzindungszellen ist
in beiden Fallen lokal begrenzt. Die Entzindungsvorgange im perimysialen
Fettgewebe sind weniger in Zusammenhang mit der Perforationsstelle zu bringen, da
diese in den meisten Fallen raumlich getrennt voneinander auftreten, auBer wenn
sich die Perforationsstelle direkt im Bindegewebe und nicht in der Muskulatur
befindet. Diese Entziindung im perimysialen Bindegewebe ist daher auf die
entziindlichen Eigenschaften des verwendeten Injektionspraparates, und nicht auf
den Injektionsvorgang an sich zurlckzufhren. Je hoéher die Viskositat des
Arzneimittels, desto starker ist die Entzindung ausgepragt. Diese Tendenz stimmt
mit den Befunden bei der klinischen Untersuchung der Lokalreaktion UGberein.
Demnach ist die Anzahl der Tiere mit hdhergradigen Umfangsvermehrungen,
Verhartungen und Verfarbungen der Injektionsstelle nach der Injektion von

isotonischer Kochsalzlésung geringer als nach der Injektion von Eisendextran und
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Vitamin-E-Selen. Dies kénnte zu der Annahme flihren, dass bei einer Injektion von
stark viskdésen Arzneimitteln das Gewebe starker geschadigt wird. Bereits
SCHLOESSER et al. (2008) berichten von Unterschieden bei der nadellosen
Injektion in  Abhangigkeit von der Viskositdt des Injektionspraparates.
Wabhrscheinlicher ist jedoch der Einfluss von Lésungsvermittlern und sonstigen
Bestandteilen in den verwendeten Arzneimitteln, die unterschiedlich stark
gewebereizend wirken, ein Aspekt der auch von CHAVEZ MORENO und
BICKHARDT (1997) untersucht wurde. Dieser Zusammenhang wird anhand der
mittels Turnbull gefarbten histologischen Praparate erkennbar, da sich die Zentren
der Ausbreitung des Eisenpraparates mit den Gebieten der hdéchsten
Entziindungszelldichte decken. Diese Gebiete sind vornehmlich auf das perimysiale
Bindegewebe und die angrenzende Muskulatur beschrankt. An der Perforationsstelle
selbst treten nur vereinzelt Makrophagen mit internalisiertem Eisen auf. Diese
Beobachtung fihrt zu dem Schluss, dass das Injektionsprdparat sich in den
bindegewebigen Raumen zwischen den Muskelfaserbindeln in der Peripherie der
eigentlichen Injektionsstelle verteilt und eine separate Entziindungsreaktion

hervorruft.

51.2.3 Entziindung aufgrund Fremdkontamination

Bei der nadellosen Injektion kann auch die Beteiligung von entzindlichen
Substanzen, die bei der Injektion in die Tiefe des Gewebes beférderten werden, nicht
ausgeschlossen werden. Zur Herstellung des bendtigten Betriebsdruckes fir die
Injektion wird durch den Kompressor die Umgebungsluft umgesetzt. Es ist technisch
nicht auszuschlieBen, dass die Stallluft beim Injektionsvorgang mit injiziert wird und
deren Bestandteile die Entzindungsreaktion beeinflussen. Bereits RAY et al. (2010)
berichten, dass bei der nadellosen Injektion vermehrt Oberflaichenkeime, die sich auf
der Haut befinden, in die Tiefe der Muskelschichten transferiert werden kénnen, was
bei Injektionen mit Nadeln in sehr viel geringerem MaBe der Fall ist.

Bei der Beurteilung von Entziindungsreaktionen zur Bewertung der Vertraglichkeit
eines Injektionsverfahrens sollten jedoch zwei Aspekte berlcksichtigt werden. Zum
einen verursacht die Entzindungsreaktion an einer Injektionsstelle Schmerzen
(BENNETT et al., 1998). Zum anderen sollte jedoch beachtet werden, dass die

Entzindungsreaktion essentiell fir die Resorption des applizierten Praparates ist
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(VANNIER und CARIOLET, 1991). Das Auftreten einer ausgepragten Entziindungs-
reaktion allein darf also die Injektionsmethode nicht zwangslaufig abwerten.

5.1.3 Gewebelasionen

Uber die Aussagekraft der CK speziell bei jungen Saugferkeln gibt es nur wenige
Untersuchungen. Ubereinstimmend mit den eigenen Ergebnissen ergeben die
Untersuchungen von BOSTEDT und REINHARDT (1980), dass die Aktivitdt der CK
erst nach der ersten Lebenswoche im Bereich adulter Tiere liegt. Fir die 3 Tage
alten Saugferkel trifft dies nicht zu, was durch die geringeren Werte der mittleren CK-
Konzentration im gesamten Messzeitraum zum Ausdruck kommt. Auch bei der
Amplitude und bei der Dauer bis zum Erreichen der Maximalkonzentration sind
demnach entsprechende altersbedingte Unterschiede zu erwarten. Der Vergleich
von mehreren Untersuchungen zur stressinduzierten CK-Aktivitat von Schweinen bei
unterschiedlichen Altersgruppen ergibt, dass die Dauer bis zum maximalen Anstieg
der CK-Aktivitat im Serum nach einer Belastung positiv mit dem Alter der Schweine
korreliert (BICKHARDT und SCHWABENBAUER, 1981; KRUFF und FRAHM, 1984;
GROCHOLL und BICKHARDT, 1988; CHAVEZ MORENO und BICKHARDT, 1997).
Obwonhl fir Saugferkel im Alter der verwendeten Versuchstiere an keiner Stelle
konkrete Referenzwerte flr den zeitlichen Verlauf des CK-Anstieges nach Belastung
angegeben werden, gibt die zusammenfassende Betrachtung dieser
Untersuchungen Hinweise darauf, dass bei Saugferkeln die CK-Aktivitat im Serum in
einem Zeitraum von 4 bis 8 Stunden nach der Einwirkung von Myostress bereits
wieder nachlassen kénnte.

Ebenso sind Schwankungen der CK-Aktivitat in Abhangigkeit von der Rasse mit zu
beriicksichtigen. Daher ist es kaum mdglich, Basalwerte zu definieren und einen
relevanten Effekt festzulegen, der dariber entscheidet, ab welcher Erhéhung der
CK-Aktivitdt vom Basalwert tatsachlich eine Abweichung von der Norm vorliegt
(HEINRITZI, 2006b; KRAFT, 2006b). Bei den verwendeten Versuchstieren kann von
einer einheitlichen CK-Aktivitit ausgegangen werden, da sie aus derselben
Zuchtlinie stammen.

Die im Verlauf des Versuches erhobenen mittleren CK-Werte liegen im Bereich der
Referenzwerte und lassen keine injektionsbedingte Schadigung des Muskelgewebes
erkennen. CHAVEZ MORENO und BICKHARDT (1997) beschrieben bei ihren
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Injektionsversuchen einen Zusammenhang zwischen dem maximalen CK-Anstieg im
Serum und dem AusmaB der durch die Medikamentenapplikation hervorgerufenen
Muskelschadigungen. Das AusmaB der Muskelfaserzerstérung bestimmt dabei die
freigesetzte Menge von muskelspezifischen Enzymen, wie der CK. Im
durchgefuhrten Versuch ist an der Injektionsstelle bei der histologischen
Untersuchung Muskelzelluntergang unterschiedlichen AusmaBes zu sehen. Bei
beiden Injektionsarten kénnen die Perforationsstellen der Nadel bzw. des
Injektionsstrahles in Form von fokal begrenzten Arealen mit Muskelzelluntergang
erkannt werden. Diese reichen bis in die tiefsten Untersuchungsebenen (P5). Dies
zeigt, dass sowohl die nadellose als auch die Injektion mit Nadel die Muskulatur
punktuell an der Injektionsstelle zerstért. Zusétzlich treten separat von der
Perforationsstelle auch in deren Peripherie gelegentlich Bereiche mit geschadigten
Muskelzellen auf. Diese Bereiche umfassen randstandige Muskelbezirke, die direkt
an massiv entzindlich infiltriertes Bindegewebe grenzen. Der CK-Gehalt, der aus
den durch die Injektion zerstérten Muskelfasern austritt, fihrt im vorliegenden Fall
jedoch nicht zu einem von der Norm abweichenden Anstieg der CK-Aktivitat im Blut.

Da die mittleren CK-Konzentrationen in allen Versuchsgruppen innerhalb der Re-
ferenzbereiche liegen, hat die Ermittlung eines CK/AST-Quotient keine Aussagekraft.

5.2  Zuverlassigkeit der nadellosen Injektion

5.2.1 Verteilungsmuster

Bei der Vermarktung von nadellosen Injektionsgeraten wird stets eine verbesserte
Verteilung im Gewebe im Vergleich zur konventionellen Injektion hervorgehoben
(LEHNERT, 2011; PULSE NEEDLEFREE SYSTEMS, 2012). In nicht studien-
basierten, journalistischen Artikeln wird haufig dargestellt, dass bei einer Injektion mit
Nadel an deren Spitze blasige Hohlrdume mit dem AusmaB des Injektionsvolumens
entstehen, wohingegen eine nadellose Injektion die Lésung netzartig im Gewebe
verteilt (WALD, 2010; PULSE NEEDLEFREE SYSTEMS, 2012).

Dieser Behauptung steht die Aussage einiger Autoren gegenuber, die ein identisches
Verteilungsmuster des Injektionspréparates bei der Injektion mit Nadel und der
nadellosen Injektion beschreiben (WAGNER et al., 2004; PRAESTMARK JUUL et
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al.,, 2012). Demnach folgt die Injektionslésung unabhangig von der Injektions-
methode dem Weg des geringsten Widerstandes, entlang von Leitstrukturen wie
Bindegewebsfasern im subkutanen Fettgewebe und Haarschaften (BENNETT et al.,
1971; ELGENEIDY et al., 1974). Zu diesem Ergebnis kommen auch WAGNER et. al.
(2004) in ihrer Studie an isolierten Schlachtkdrperteilen von Schweinen. Die
Verteilung von 0,1 ml einer Farbindikator-Lésung, die mit dem nadellosen
Injektionsgerat INJEX® appliziert wurde, verlauft ebenso wie bei der Injektion mit
Nadel entlang von Bindegewebsfasern im subkutanen Fettgewebe und von
Haarschéften. Die typischerweise angenommene Bildung von Kavernen unter
Verdrangung oder ZerreiBung des Gewebes bei der Injektion mit Nadel wird in keiner
dieser Studien bestatigt.

Die Ergebnisse der durchgefihrten Untersuchungen stimmen mit den
Beobachtungen dieser Studien Uberein. Das Verteilungsmuster des applizierten
Eisendextrans ist bei den Transversalschnitten aus der Nackenmuskulatur bereits
makroskopisch zu erkennen. Die dem Eisenpraparat entsprechende dunkelbraune
Farbung des Gewebes Uberwiegt auf der Korperhalfte, auf der die Injektion
stattgefunden hat. Sie ist in diesem Bereich groBflachig auf das lockere
Bindegewebe zwischen den Muskelbduchen verteilt und strahlt auf die
randstandigen Muskelbezirke aus. Ein flUssigkeitsgefillter Hohlraum  mit
Gewebeverdrangung ist bei keinem Tier vorhanden. Diese Befunde beziehen sich
auf beide Injektionsmethoden.

Aus diesen makroskopischen Befunden nach der Injektion von Eisendextran kann
bereits abgeleitet werden, dass die vom Hersteller angegebene Druckeinstellung fir
Saugferkel unter 5 kg (2,4 bar) und Injektionslésungen hdherer Viskositat (Erhéhung
des Injektionsdruckes um 0,3-0,7 bar, hier: 0,6 bar) geeignet ist, das
Injektionspraparat intramuskular zu platzieren.

Die Betrachtung des Verteilungsmusters auf histologischer Ebene liefert ergdnzende
Informationen, die ebenfalls mit den Beobachtungen der oben genannten Studien
Ubereinstimmen. Die Verteilung des injizierten Eisenpréaparates kann mittels der
Farbetechnik nach Turnbull sichtbar gemacht werden. Dabei fallt auf, dass die
Verteilung des nadellos applizierten Eisendextrans im Gewebe wiederum
vornehmlich entlang den Leitstrukturen erfolgt. Die Injektionslésung nimmt auch hier
den Weg des geringsten Widerstandes, das heiBt entlang des lockeren
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Bindegewebes  zwischen den  Muskelbduchen. Dies trifft auf alle
Untersuchungsebenen zu, in denen das angefarbte Eisen gleichermaBen verteilt ist.
Nach der Injektion per Kanlle kann ein ebensolches Verteilungsmuster beobachtet
werden. Auch hier ist die Anreicherung des Eisens im perimysialen Bindegewebe
sichtbar. Es gibt weder Hinweise auf die Entstehung von Eisen enthaltenden
blasigen Hohlrdume mit dem AusmaB des Injektionsvolumens, noch auf dadurch
bedingte GewebezerreiBungen. Die in der durchgefihrten Untersuchung
beobachteten Hohlrdume sind vielmehr enge Spalten an den Grenzflachen zwischen
Muskelgewebe und perimysialen Bindegewebe und sind auf eine maximale
Ausdehnung von durchschnittich 10 x 3 mm beschréankt. Diese kénnen
gleichermaBen nach der nadellosen Injektion und der Injektion mit Nadel und zu
beiden Injektionszeitpunkten (24 Stunden und 7 Tage vor Euthanasie) beobachtet
werden. Bei 24 Stunden alten Injektionsstellen sind diese Hohlrdume nicht zellular
abgekapselt, wahrend sie bei 7 Tage alten Injektionsstellen Uberwiegend von
Fibroblasten, Fibrozyten und teilweise Makrophagen abgegrenzt werden. Dies
spricht dafar, dass ihre Entstehung auf den Injektionsvorgang zurickzufiihren ist.
Eine Anreicherung von Eisen in diesen Hohlraumen kann jedoch nicht beobachtet
werden, was die Frage nach deren Entstehungsursache aufwirft. Mit groBer
Wahrscheinlichkeit handelt es sich dabei um ein Artefakt, bei dem der Inhalt dieser
HohlrAume durch die technische Bearbeitung und Farbung des Gewebes zur

Herstellung von histologischen Praparaten ausgewaschen wird.

5.2.2 Pharmakokinetik

Erkenntnisse tber Unterschiede in der Pharmakokinetik von nadellos und per Kanlle
applizierten Arzneimitteln kénnen im Rahmen des Versuches nur bei der Injektion
von Eisendextran anhand des Konzentrationsverlaufes von Eisen im Blut sowie dem

histologisch erkennbaren Verteilungsmuster gewonnen werden.

5221 Eisenkonzentration im Blut

Die im Blut gemessene Eisenkonzentration entspricht grundsatzlich etwa drei
Vierteln des Eisengehaltes im Korper (KRAFT, 2006a) und umfasst als freier
Eisenanteil nicht den als Speichereisen und Transporteisen gebundenen Anteil. Bei
den Versuchsgruppen der Saugferkel am 3. Lebenstag liegen die Basalwerte der
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Eisenkonzentration im Serum mit 8,8 umol/l (Gruppe 1) und 9,4 umol/l (Gruppe 2)
deutlich unter den physiologischen Grenzwerten von 16 pmol/dl (BOLLWAHN et al.,
1983) bzw. 21 ymol/l (HEINRITZI, 2006a). Bei den Versuchstieren, die diese
Grenzwerte unterschreiten, liegt demnach bereits ein latenter Eisenmangel vor.
Dieser ist in beiden Gruppen, unabhangig von der Injektionsmethode, bereits
30 Minuten nach der Applikation von Eisendextran behoben und der Grenzwert wird
in der vorliegenden Untersuchung bis zum Zeitpunkt des Absetzens nicht mehr
unterschritten.

Es muss jedoch berlicksichtigt werden, dass den Saugferkeln bereits nach der
ersten Lebenswoche Prestarter-Futter angeboten wird. Die Eisenkonzentration ist
daher ab der zweiten bis dritten Lebenswoche nicht ausschlieBlich auf das
verabreichte Eisendextran zurlckzufihren, sondern wird zusatzlich von der
Aufnahme eisenhaltigen Futters beeinflusst. Insbesondere zum Zeitpunkt der Blut-
abnahme am 28. Tag nach der Injektion befanden sich die Ferkel bereits 1 — 3 Tage
im Flatdeck und nahmen zu diesem Zeitpunkt ausschlieBlich Aufzuchtfutter auf. Dies
kénnte den Anstieg der Eisenkonzentration zum Zeitpunkt der letzten Messung
erklaren.

Die Ergebnisse zeigen, dass die nadellose Injektion ebenso wie die herkémmliche
Injektion mit Nadel geeignet erscheint, um einer Eisenmangelanédmie bei Saugferkeln
vorzubeugen, wenn das Eisendextran-Praparat geman der fir die konventionelle
Injektion geltenden Dosierungsvorschriften eingesetzt wird. Dennoch muss beachtet
werden, dass die Eisenkonzentration im Blut der Saugferkel nach der
konventionellen Kandleninjektion bis tber einen Zeitraum von 3 Wochen signifikant
hoher ist, als nach einer nadellosen Injektion derselben Injektionsmenge. Da die
Aufnahme von Eisen Uber die Nahrung nicht bertcksichtigt ist und die Flache unter
der Kurve nicht berechnet wurde, kann in dieser Arbeit nicht von der Bioverflgbarkeit
des Eisenpraparates gesprochen werden.

Hinsichtlich der Bioverfligbarkeit gibt es aber Ergebnisse aus Arbeiten von APLEY
(2007), wonach die Bioverfligbarkeit eines Arzneimittels bei der Injektion mit Nadel
héher ist als bei der nadellosen Injektion. Eine schnellere Resorption des nadellos
applizierten Arzneimittels im Vergleich zur Injektion mit Nadel und ein damit

verbundenes friheres Erreichen der maximalen Konzentrationen im Blut wie bei
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BENNETT (1998) und SCHNEIDER (1994) kénnen in der durchgeflihrten Studie
nicht beobachtet werden.

Im durchgefuhrten Versuch ist der Konzentrationsunterschied des Eisens im Blut der
Ferkel irrelevant in Bezug auf die Wirksamkeit des Medikaments, da auch nach der
nadellosen Injektion die verflgbare Wirkstoffmenge ausreicht, um {ber den
gesamten Zeitraum der Saugferkelphase einer Eisenmangelandmie vorzubeugen.
Dennoch kann der Konzentrationsunterschied relevant sein, wenn durch den Anteil
des von der Haut abprallenden und aus der Injektionsstelle zurlckflieBenden
Arzneimittels die gewlnschte Wirkstoffkonzentration nicht mehr erreicht wird. Auch
die verstarkte Anreicherung im subkutanen Fettgewebe nach der nadellosen
Injektion kann das Resorptionsverhalten des Arzneimittels beeinflussen (FREY,
2009). Insbesondere bei geringen Injektionsvolumina besteht die Gefahr, dass
gewlnschte Wirkstoffkonzentrationen nicht mehr erreicht werden, da der bei der
nadellosen Injektion auftretende relative Dosisverlust gemaB SCHLOESSER et al.
(2008) mit sinkendem Injektionsvolumen linear zunimmt. Ob beim Einsatz des
Pulse® 250 tatsachlich eine reduzierte Bioverfiigbarkeit nach der nadellosen Injektion
im Vergleich zur konventionellen Injektionsmethode besteht, misste, unter anderem
unter Bericksichtigung des mit der Nahrung aufgenommenen Futters und der
Berechnung der Flache unter der Konzentrationskurve, geprtft werden. Aus den
signifikant hdheren Eisenkonzentrationen im Serum nach der konventionellen
Injektion mit Nadel im Zeitraum von bis zu 4 Stunden nach der Injektion, in dem der
mit der Muttermilch aufgenommene Eisengehalt vernachlassigt werden kann, kann
man jedoch folgern, dass die tatséchlich in den Kreislauf gelangende
Eisenkonzentration nach der nadellosen Injektion wesentlich geringer ist.

Es ist auBerdem zu beachten, dass die im Rahmen der Zulassungsverfahren
ermittelten Dosierungsvorschriften von Arzneimitteln zur intramuskularen Injektion
nur fir die Injektion mit Nadel geprift werden. Von den Herstellern der Arzneimittel

ist eine nadellose Injektion bisher nicht vorgesehen.

5.2.2.2 Intramuskulare Anreicherung des Eisendextrans

Waéhrend der Konzentrationsverlauf im Serum Hinweise auf die tatsachlich ins
Gewebe gelangende Menge des Arzneimittels sowie dessen Resorptionsverhalten

und die Metabolisierung geben, kann anhand des pathohistologischen Bildes eine
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Aussage Uuber die Anreicherung des Injektionspraparates im Bereich der
Injektionsstelle getroffen werden. Sowohl bei der makroskopischen Betrachtung der
Transversalschnitte an der Injektionsstelle als auch bei der histologischen
Betrachtung tritt ein ahnliches Verteilungsmuster des Eisenpraparates bei beiden
Injektionsarten auf. Das intramuskulare Verteilungsmuster ist makroskopisch bei der
nadellosen Injektion und der Injektion mit Nadel nicht zu unterscheiden. Allerdings ist
das subkutane Fettgewebe an der Injektionsstelle nach der nadellosen Injektion
starker durch das Eisendextran braun verfarbt, als nach der Injektion mit Nadel
(Abbildungen 12, 13). Bei Injektion in subkutane Fettdepots oder in schlecht
vaskularisierte Gebiete der Unterhaut kann die Wirkung des Arzneimittels verzdgert
oder unter Umstédnden gar nicht erfolgen (FREY, 2009). WILLIAMS et al. (2000)
vermuten beim Einsatz des nadellosen Injektionsgerates Biojector® beim Menschen
einen Zusammenhang zwischen vermehrter Anreicherung des Injektionspraparates
im subkutanen Fettgewebe und der Verwendung eines ungeeigneten Durchmessers
der Injektionsdlse. Der Disendurchmesser muss demnach an die Kérpermasse und
den individuellen Fettgehalt angepasst werden. Zu &hnlichen Ergebnissen kommen
INOUE et al. (2010) die aus ihrer Studie ableiten konnten, dass eine oberflachliche
Verteilung des Injektionspréparates auf eine geringere Injektionsgeschwindigkeit
zurtckzufihren ist. Die Injektionsgeschwindigkeit wiederum héngt unter anderem
vom Disendurchmesser ab. Bei den Versuchstieren der durchgefiihrten Studie
wurden die Herstellerangaben zur Wahl des geeigneten Disendurchmessers befolgt,
wobei nur zwei unterschiedliche Disen zur Verfligung standen. Ein Versuch zur
nadellosen Injektion unter Verwendung von unterschiedlichen Disendurchmessern
und damit Injektionsgeschwindigkeiten kdnnte Aufschluss darlber geben, in
welchem MaBe diese Faktoren die Bioverflgbarkeit des applizierten Arzneimittels

verandern.

5.2.2.3 Verluste an Injektionsvolumen

Als weitere Ursache fur die reduzierte Bioverflgbarkeit von nadellos applizierten
Injektionspraparaten im Vergleich zur Injektion mit Nadel wird von mehreren Autoren
ein Rickfluss des Injektionspraparates aus der Injektionsstelle beschrieben
(SCHLOESSER et al., 2008; STACHOWIAK et al., 2009). Auch dieser Grund kann

bei der durchgefiihrten Studie nicht ausgeschlossen werden. Bei Saugferkeln am
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14. Lebenstag kann in der Tat ein ZurlckflieBen des Eisendextran-Praparates aus
der Injektionsstelle, gehauft nach der nadellosen Injektion, beobachtet werden. Dies
fuhrt dazu, dass bei der nadellosen Injektion eine geringere Dosis das
intramuskulare Gewebe erreicht. Auch JONES et al. (2005) beschreiben in ihrer
Studie, dass bei der einmaligen Injektion von 0,08 mg einer Injektionsldsung mit
einem nadellosen Injektionsgerat effektiv nur 0,03 mg in das Hautgewebe
eindringen. Der Rest prallt beim nadellosen Injektionsvorgang von der Haut zurtick
und gelangt nicht ins Gewebe. Dabei werden unterschiedliche potenzielle
Unsicherheitsfaktoren der nadellosen Injektionstechnik in der Literatur erwahnt, die
zu einer Verringerung der ins Gewebe injizierten Dosis fuhren kénnen. JONES et al.
(2005) vermuten als Hauptursache fir die Verluste am Injektionsvolumen die Dicke
der Haut und die Starke der Behaarung. Weitere Autoren berichten von
Unsicherheitsfaktoren bei der nadellosen Injektion durch Variationen der
Hauteigenschaften (SCHRAMM und MITRAGOTRI, 2002; WAGNER et al., 2004;
BAXTER und MITRAGOTRI, 2005) oder des Raumklimas (STACHOWIAK et al.,
2009) oder der Empfindlichkeit des Wirkstoffes (THEINTZ und SIZONENKO, 1991).
Mit nadellosen Injektionsgeraten wie dem Pulse® 250 ist es derzeit noch nicht
moglich, sich an die wechselnden physikalischen Eigenschaften der Haut eines
jeden Individuums anzupassen (THEINTZ und SIZONENKO, 1991; SCHRAMM und
MITRAGOTRI, 2002). Diese Unsicherheitsfaktoren kénnen bei der Injektion mit
Nadel vernachlassigt werden.

Welche Rolle die physikalischen Eigenschaften des Injektionsstrahles, wie
Dusendurchmesser und die Injektionsgeschwindigkeit spielen, die laut BAXTER und
MITRAGOTRI (2005) als ausschlaggebend fir die Effizienz einer nadellosen
Injektion zu bewerten sind, wurde in dieser Studie nicht genauer untersucht.

Es muss bertcksichtigt werden, dass bei der histologischen Untersuchung nur
Ausschnitte der Injektionsstelle beurteilt werden, und die Auswertung weniger
quantitativ sondern vielmehr deskriptiv erfolgt. Die Ermittlung des tatsachlich ins
Gewebe gelangten Volumens ist damit nicht mdéglich, daher bleibt unklar, ob das
verringerte Injektionsvolumen aufgrund eines zuriickflieBenden Anteiles oder die
reduzierte Resorptionsrate aufgrund vermehrter Anreicherung im subkutanen
Fettgewebe des nadellos injizierten Eisendextrans fur die geringeren Wirkstoff-
konzentrationen im Blut die Hauptursache darstellt.
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6 Schlussfolgerung

Ziel des Versuchsvorhabens ist es, die nadellose Injektion unter Verwendung des
Pulse® 250 Injektionsgerates und die konventionelle Injektion mit Nadel vergleichend
zu beurteilen. Hauptkriterien bei der Beurteilung sind die Vertraglichkeit und
Zuverlassigkeit der Injektionsverfahren.

Aufgrund von oft nicht nachweisbaren Unterschieden beschrédnken sich
vorausgegangene Studien auf die Aussage, dass die nadellose Injektionsverfahren
Sicherheit fir die behandelten Tiere bieten und effektiv in der Anwendung seien
(HOUSER et al., 2004). Dieser Aussage kann nach Durchfiihrung dieser Studie nur
mit Einschrankungen zugestimmt werden.

Der Einsatz der nadellosen Injektion zur intramuskuldren Verabreichung eines
Eisendextran-Praparates bei Saugferkeln am 3. Lebenstag kann, ebenso wie die
Injektion mit Nadel, bis zum Absetzen der Entstehung einer Saugferkelanamie
vorbeugen. In allen Versuchsgruppen liegt die Eisenkonzentration im Serum der
Saugferkel unabhéangig von der Injektionsmethode zu allen Messzeitpunkten nach
der Injektion von Eisendextran (Uber den minimalen Grenzwerten. Die
pathoanatomische und histologische Auswertung zeigt, dass die vom Hersteller
angegebenen Druckeinstellungen fir intramuskulére Injektionen geeignet sind, das
Eisendextran-Praparat  intramuskuldr zu verteilen und die erwilnschte
Wirkstoffkonzentration im Blut zu erzielen.

Nach der Injektion mit Nadel ist die Arzneimittelkonzentration im Serum der
Versuchsgruppen jedoch deutlich héher als nach der nadellosen Injektion. Das kann
auf Verluste beim Abprallen der Injektionslésung von der Haut und durch reduzierte
Resorptionsraten bei Anreicherung im subkutanen Fettgewebe zurlickgefihrt
werden. Fehler bei der Applikation kénnen durch die Wahl eines ungeeigneten
Dusendurchmessers und Injektionsdruckes flr das entsprechende Alter der Tiere
und deren Hautbeschaffenheit verstarkt werden. Da nur zwischen zwei
DUsendurchmessern gewahlt werden kann und die Herstellerangaben zur Wahl des
geeigneten Injektionsdruckes in  Abhéangigkeit von der Viskositdt des
Injektionspraparates zu treffen ist, die in der Regel unbekannt ist, kénnen Fehler bei

der Applikation von Arzneimitteln auftreten.
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Ob die intramuskulare Verteilung und Resorption von Arzneimitteln unterschiedlicher
Viskositat ahnlich verlauft, wie bei Eisendextran, kann nicht abschlieBend geklart
werden, da nur das Eisendextran-Praparat im Gewebe nativ und durch Anférbung
nach Turnbull sichtbar ist. Es kann nur vermutet werden, dass die intramuskulare
Verteilung der isotonischen Kochsalzlésung und der Vitamin-E-Selen Lésung ahnlich
verlaufen. Wie anhand der Turnbull-Farbung ersichtlich ist, scheint das
Verteilungsmuster der Entziindungsreaktion im Gewebe dem Verteilungsmuster des
Arzneimittels zu entsprechen. Die Betrachtung des Verteilungsmusters der
Entzindung nach der Injektion von Vitamin-E-Selen und isotonischer
Kochsalzlésung fuhrt zu der Annahme, dass die Verteilung des Injektionspraparates
der des Eisendextrans entspricht. Die Verteilung des Injektionspraparates bei der
nadellosen Injektion erfolgt wie bei der Injektion mit Nadel entlang der Leitstrukturen
im intermuskularen Gewebe.

Eine messbare Stressantwort in Form von Cortisol-Ausschittung wird durch beide
Injektionsmethoden hervorgerufen. Diese ist nach der nadellosen Injektion héher als
nach der herkdémmlichen Kanuleninjektion. Bei 14 Tage alten Ferkeln war der
Unterschied jedoch nicht signifikant. Im Gegensatz dazu ist der Anstieg der
Cortisolkonzentration bei 3 Tage alten Saugferkeln nach der nadellosen Injektion
signifikant héher als nach der Injektion mit Nadel. Da auch der maximale Anstieg des
Serumcortisols im Vergleich zum Basalwert bei dieser Versuchsgruppe héher ist und
die Werte nach dem Anstieg stark streuen, wird von einer allgemein erhéhten
Sensitivitat der Tiere dieser Gruppe ausgegangen, die auf die zufallige Verteilung der
Versuchstiere auf die Versuchsgruppen zurlickzufuhren ist.

Bei der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle ist die Lokalreaktion nach der
nadellosen Injektion signifikant stérker ausgepragt als nach der Injektion mit Nadel.
Insbesondere fur Arzneimittel hoher Viskositat (Vitamin-E-Selen, Eisendextran) kann
diese Tendenz beobachtet werden. Bei Arzneimitteln mit geringer Viskositat, wie
isotonische Kochsalzlésung, hat die Wahl der Injektionsmethode einen zu
vernachlassigenden Einfluss auf die Entstehung von Lokalreaktionen. Unterschiede
bei der Auspragung der Lokalreaktion sind bei Arzneimitteln hdherer Viskositat
deutlicher zu erkennen.

Bei der histologischen Untersuchung der Lokalreaktion unterscheiden sich die
Injektionsmethoden nicht hinsichtlich der Auspragung der Entziindungsreaktion
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zwischen der nadellosen Injektion und der Injektion mit Nadel. Auch treten bei beiden
Injektionsverfahren  gleichermaBen  punktuelle  Muskellasionen an  der
Perforationsstelle auf, und die Verteilung des Injektionspraparates erfolgt auf dem
Weg des geringsten Widerstandes entlang von Leitstrukturen. Das haufig geduBerte
Vorurteil, dass die nadellose Injektion generell gewebeschonender sei und den

Stress der Tiere reduziere, ist demnach nicht haltbar.
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7 Zusammenfassung

In der durchgeflihrten Studie wurden die nadellose Injektion und die konventionelle
Injektion mit Nadel fir die intramuskulare Applikation von Arzneimitteln miteinander
verglichen. Fur die nadellose Injektion wurde das druckluftgesteuerte Injektionsgerat
Pulse® 250 (Pulse Needlefree Systems, Kansas, USA, Vertrieb durch Schippers,
Kerken) zur intramuskularen Injektion verwendet, das flr den Einsatz an Schweinen
vorgesehen ist.

Das Injektionsverfahren wurde im Vergleich zur konventionellen Injektion mit Nadel
auf seine Vertraglichkeit und Zuverlassigkeit untersucht. Dazu wurden 3
Injektionspréaparate mit unterschiedlicher Viskositat verwendet.

183 Saugferkeln wurde am 14. Lebenstag zu gleichen Teilen eine Injektion von 2 ml
isotonischer Kochsalzlésung, Eisendextran oder Vitamin-E-Selen intramuskular
verabreicht. Die Injektionspraparate, die sich in ihrer Viskositat voneinander
unterschieden, wurden entweder mit einer herkémmlichen Injektionskanile oder mit
dem nadellosen Injektionsgerat appliziert. Zudem erhielten 62 weitere Saugferkel am
3. Lebenstag eine Eisendextran-Injektion mit denselben Injektionsmethoden. Die
Injektionsstelle wurde visuell und palpatorisch beurteilt sowie vor und nach der
Injektion die Cortisol-, CK- und AST-Konzentration im Serum bestimmt. Nach einer
Injektion von Eisendextran wurde zusatzlich die Eisenkonzentration im Serum der
entsprechenden Ferkel bestimmt. Bei Saugferkeln, die ihre Eisendextran-Injektion
am 3. Lebenstag erhalten hatten, wurde die Blutabnahme zur Messung der
Eisenkonzentration in wdéchentlichen Abstanden bis zum Absetzen fortgefliihrt.
Anhand dieser Ergebnisse wurde die Zuverlassigkeit des Injektionsverfahrens
beurteilt.

Zur pathoanatomischen und -—histologischen Untersuchung der Injektionsstellen
wurden insgesamt 36 Tiere nach der Injektion eines der drei Injektionspraparate
euthanasiert.

Die klinische Untersuchung der Injektionsstellen ergab ein signifikant haufigeres
Auftreten von makroskopisch sichtbaren Lokalreaktionen nach der nadellosen
Injektion im Vergleich zur Injektion mit Nadel. Die mittlere Ausdehnung der

Lokalreaktion und der mittlere Score der Merkmale Umfangsvermehrung, Verhartung
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und Verfarbung an der Injektionsstelle war nach der nadellosen Injektion signifikant
hdher als nach der Injektion mit Nadel.

In Bezug auf die injektionsbedingte Stressreaktion ergab die Auswertung der
Laborparameter Cortisol, CK und die Berechnung des CK/AST-Quotienten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Injektionsverfahren bei Saugferkeln am
14. Lebenstag. Bei  Saugferkeln am 3. Lebenstag war die mittlere
Maximalkonzentration des Cortisols nach der nadellosen Injektion signifikant héher
als nach der Injektion mit Nadel.

Hinsichtlich der Gewebelasionen der Muskulatur konnten anhand der Messung der
CK-Konzentration und der Berechnung des CK/AST-Quotienten bei keiner
Versuchsgruppe signifikante Unterschiede festgestellt werden.

Die Eisenkonzentration im Serum war nach der nadellosen Injektion signifikant
niedriger im Vergleich zur Injektion mit Nadel. Trotzdem war das nadellose
Injektionsverfahren geeignet, um mittels einer Applikation von Eisendextran den
Zustand des latenten Eisenmangels zu beheben und der Entstehung einer Anamie
bei Saugferkeln vorzubeugen.

Bei der histologischen Auswertung der Entziindungsreaktion an der Injektionsstelle
wurden keine Unterschiede hinsichtlich des Entztindungstyps und —grades zwischen
den Injektionsverfahren festgestellt. Sowohl bei der Injektion mit Nadel als auch bei
der nadellosen Injektion wurde eine Zerstérung von Muskelfasern an der
Perforationsstelle nachgewiesen. Durch geeignete Druckeinstellung konnte bei der
nadellosen Injektion wie bei der Injektion mit Nadel eine zuverldssige intramuskulare

Verteilung des Injektionspraparates erreicht werden.

Eine Anwendung des nadellosen Injektionsgerates bei neugeborenen Saugferkeln
kann aufgrund des erheblichen injektionsbedingten Anstieges der Cortisolkon-
zentration sowie der reduzierten Bioverflgbarkeit nicht uneingeschrankt empfohlen

werden.
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8 Summary

The objective of this study was to compare the needle-free injection technique to
traditional injection with needle and syringe for intramuscular drug delivery. For
needle-free injection, the airpowered injection device Pulse® 250 (Pulse Needlefree
Systems, Kansas, USA, provided from Schippers, Kerken), that has been suggested
for the use in swine industry, was used to achieve intramuscular drug delivery.

Both injection methods were evaluated for tolerability and effectiveness of drug
delivery. Therefore 3 preparations of different viscosity were used.

183 piglets were selected at the age of 14 days and subjected to one of three
intramuscular treatments with saline solution, iron dextrane or vitamin-E-selenium in
an equal ratio. The drugs that differed from each other by their viscosity were
injected either by needle-free device or conventional needle and syringe. Further-
more 62 piglets were selected at the age of 3 days and assigned to a treatment with
iron dextrane by either injection method. Injection sites were visually inspected and
palpated and blood samples were collected prior as well as after the injection and the
serum was tested for cortisol, CK and AST levels. These parameters served to
evaluate the tolerability of the injection. After injection of iron dextrane, the serum
was tested for iron levels, respectively. Blood sampling and measurement of iron
levels in the trial group supplemented with iron-dextrane on day 3 was pursued
weekly until weaning. These measurements served to evaluate the effectiveness of
drug delivery.

Additionally a total of 36 animals were sacrificed after injection of either drug for
pathoanatomical and histological analysis of the injection site.

Clinical observation of the injection sites revealed that local reactions occurred
significantly more frequent after needle-free injection when compared to injection
with needle and syringe. The mean extent of local reaction and the mean score of
symptoms such as swelling, induration and occurrence of erythema or other
colorings was significantly higher after needle-free injection compared to injection
with needle and syringe.

With reference to the stress response induced by either injection method the analysis
of cortisol levels as well as CK levels and CK/AST ratio revealed no significant

difference between the injection types within the trial groups at the age of 14 days.
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Yet in the trial group at the age of 3 days the mean maximum of cortisol levels was
significantly higher after needle-free injection compared to injection with needle and
syringe.

In terms of muscular tissue damage the measurement of CK and the analysis of
CK/AST ratio revealed no significant differences for all treatment groups.

Serum iron levels after administration of iron-dextrane by traditional needle and
syringe was significantly higher as opposed to needle-free injection. Still iron supple-
mentation by a needleless injector led to recovery from a pre-anemic state and
efficiently prevented iron deficiency in piglets.

Histological studies of the injection site showed no difference regarding type and
degree of injection site reactions induced by either injection method. Muscular tissue
damage could be observed after the use of both injection types. Adjustment of the
operating air pressure ensured appropriate intramuscular deposition of the injection
fluid after needle-free injection as well as after injection with needle and syringe.

Due to the considerable rise of cortisol levels as well as the poor bioavailability the
airpowered transdermal injection device is not considered as suitable injection

method for drug delivery in newborn piglets.
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