3 Material und Methoden

3.1 Der landwirtschaftliche Betrieb

Die Untersuchungen erfolgten in der Zeit von Februar 2000 bis Mé&z 2001 auf einer
Férsenaufzuchtanlage in Brandenburg. Der Betrieb wird mit etwa 10 Tage dten Kédbern aus
einem Milcherzeugerbetrieb beliefert, der zu der selben Gesdallschaft gehort.

In der Farsenaufzuchtanlage werden die K& ber aufgezogen, bei Erreichen des Gewichtes von
etwa 380 kg belegt und auf Trachtigkeit untersucht. Etwaim sebten Tréchtigkeitsmonat
werden die Tiere wieder in die Milchviehanlage gebracht.

3.2 Haltung der Studientiere

3.2.1 Haltung der Neugeborenen

Die Abkabungen in der Milchviehanlage (etwa 2500 pro Jahr) fanden Uber das ganze Jahr
vertellt gatt. Unmittelbar nach der Geburt wurden die Kalber gewogen und in Einzelbuchten
aus Laminatsperrholz mit Eingtreu untergebracht. Das vom Muttertier abgemolkene
Kolosirum erhielten die Neugeborenen in Portionen von zwe bisdre Litern. Die erste
Kolostrumgabe erfolgte unmittelbar nach der Geburt, die zweite und dritte nach vier
beziehungsve se acht Lebensstunden. Die Trénke wurde zweimd téglich Uber Eimer mit
Gummisaugern verabreicht. Die Kéber unterlagen in der Milchviehanlage téglichen
tier&rztlichen Kontrollen. Alle Diagnosen und entsprechende Thergpien wurden auf
Gesundheitskarten dokumentiert.

Jeden Monat wurden durchschnittlich 100 welbliche K&8ber aus der Milchviehanlage im Alter
von etwaein bis zwei Wochen in die Farsenaufzuchtanlage trangportiert und dort zur weiteren
Aufzucht eingeddlt.

Die Bullenk&ber der Milchviehanlage wurden an einen Viehhdndler verkauift.

3.2.2 Haltung der Trankkalber

Der Trankekd berbereich der Farsenaufzuchtanlage bestand aus insgesamt 3 Stéllen mit 18
Laufboxen, die jeweils 25 Tiere aufnehmen konnten. Die Eindalung erfolgte rotationsartig
fortlaufend. Zum Zeitpunkt der Untersuchungen fanden sich zwischen 300 und 360 Kdber im
Alter von einer Woche bis zu drei Monaten im Trénkekd berbereich der Aufzuchtsanlage.
Jede Bucht hatte einen Liegebereich mit Tiefstreu und davor eine Lauffléche aus Beton
(2weiflachenbucht, GroiRe etwa 5m x 7m). Auf den Lauffldchen befanden sch die
Futterpl&ze und je ein computergesteuerter Trénkeautomat (AlfaLava) fir Milchaustauscher,
sowie eine Sdbsitranke zur Wasseraufnahme ad libitum.
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Dieim Alter von etwa e ner Woche eingestdlten Kdber wurden mit handel stiblichem
Milchaustauscher bis zur 10. Lebenswoche getrankt und erhielten ab der zweiten

L ebenswoche zusétzlich Heu. Kraftfutter wurde ab der dritten Woche, Maissilage ab der
neunten \Woche angeboten.

Fur die Versorgung der Kéber waren zwel Mitarbeiter des Betriebes zustandig. Die
betreuenden Tierérzte besuchten den Betrieb téglich. Alle Erkrankungen und Therapien
wurden in einem Behandlungsbuch dokumentiert.

Die Enthornung der Kalber wurde in der 6. bis 8. Lebenswoche vorgenommen.

Die hygienischen und klimatischen Bedingungen waren as gut zu bezeichnen.

3.2.3 Haltung der Absatzkalber und Jungrinder

Im Alter von sechszehn bis achtzehn Wochen wurden die Kdber umgestalt. AulZer den
Kéabergdlen gab esin der Anlage drei grof3e Produktionshdllen. Hier waren die Tierein
Laufboxen unterschiedlicher Grof3e untergebracht. Die Gruppengrol3e lag zwischen 10 und 12
Tieren pro Box. Alle Boxen hatten Vollspatenboden. Die Grole der Spaten war dem Alter
und Gewicht der Tiere angepasst. Die baulichen Gegebenheiten erméglichten kein
konsequentes Rein-Raus- Verfahren, sondern die Tiere wurden rotationsartig umgestd|t. Die
Umgtalung erfolgte, wenn neue Jungtiere nachriickten und tragende Farsen die Anlage
verliel}en. Die Rinder wurden ganzjéhrig im Stal gehdten.

Gefittert wurde eine Totale Mischration aus Maissilage, Hackse stroh, Heu, Kraftfutter und
Minerdfutter. Einmd téglich erhidten die Farsen zuséizlich Schlempe aus der

betriebseigenen Brennerel. Zur Wasseraufnahme ad libitum waren in jeder Box Sdlbsttranken
angebracht.

3.24 Impfungen
In der Milchviehanlage wurden die K&8lber am zweiten Lebenstag oral gegen Samonellen

(Zoosaoral®, Impfstoffwerk Dessaur Tornau GmbH) geimpft.
In der Aufzuchtsanlage wurde in den ersten zwel Lebensmonaten zweimd im Abstand von 14
Tagen gegen Trichophytie (Trichovac®, Impfstoffwerk Dessaur Tormau GmbH) immunisiert.
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3.3 Versuchsgestaltung

3.3.1 Studiengruppen

3.3.1.1 Versuchsgruppe

Fur die Versuchsgruppe kamen ale weiblichen K&8lber in Betracht, die im Rahmen der t&glich
durchgefihrten tierérztlichen Kontrollen aufgrund von respiratorischen Symptomen auffielen,
Die Aufnahmekriterien sahen eine Rektatemperatur von = 40,0 °C vor. Zusédtzlich musste das
Allgemenbefinden und die Atemfrequenz mittel - bis hochgradig gestort sein. Zeigten die
Tiere am Aufnahmetag weltere Erkrankungen, die eine Entziindung beinhateten oder waren
die Kélber vor weniger ds 2 Wochen mit eéinem Antibiotikum oder Antiphlogistikum
vorbehanddt, wurden sie vom Versuch ausgeschlossen. Traten wahrend des
Untersuchungszeitraumes andere entziindliche Erkrankungen oder hochgradige Durchfdle
auf, wurden die Tiere ebenfdls vom Versuch ausgeschlossen.

3.3.1.2 Kontrollgruppe

Fur die Kontrollgruppe kamen dle weiblichen Tiere in Betracht, die keinerlel Anzeichen einer
respiratorischen oder entziindlichen Erkrankung zeigten. Diese Tiere durften nicht
vorbehandelt sein. Wurde ein Tier wahrend des Versuches krank, so schied es aus der

Kontrollgruppe aus.

3.3.2 Klinische Unter suchungen
An folgenden Untersuchungstagen wurden die Versuchs — und KontrolItiere begutachtet:

Tabelle 3: Zusammenfassung des zeitlichen Ablaufes der Untersuchungen

Zeitlicher Ablauf der Unter suchungstage

Unter suchungstage Tage
1. Untersuchungstag Tag 0= Aufnahme
2. Untersuchungstag Tag 1
3. Untersuchungstag Tag 2
4. Untersuchungstag Tag 3
5. Untersuchungstag Tag 7
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Nach Aufnahme eines Tieresin die Studie wurden die Korpermasse und die Rektatemperatur
festgestdlt. Das Allgemeinbefinden des Kabes sowie die Atemfrequenz, Atembeschwerden,
gegebenenfdls Husten und eventud ler Nasenausfluss wurden dokumentiert. Dann erfolgte

die Entnahme von Blutproben und die Ultrascha luntersuchung.

Nicht ale Untersuchungen wurden bel Versuchs — und Kontrolltieren an dlen Tagen
durchgefiihrt. Die Tabelle 4 zeigt das Schema der durchgefiihrten Untersuchungen an den
einzelnen Untersuchungstagen fir die Studiengruppen.

Tabelle 4: Zusammenfassung der Probennahmen bei den Versuchs (V) —und

Kontrolltieren (K) an den Untersuchungstagen

Tage der Untersuchung und Probennahme
in den Studiengr uppen

Untersuchter Parameter

<
A
<
A
<
A
<

1 2 3 7

~

Kdrpermasse
Rektaltemperatur
Allgemeinbefinden
Atemfrequenz
Husten
Nasenausfluss

+ + + + + +
+ + + + + +

Dyspnoe

Blutentnahme auf
Haptoglobin
Blutentnahme auf + + + + + - + - +
Fibrinogen

Ultraschalluntersuchung + + - - - - + - +

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ <
+ 4+ + + + + + +|xX ©
+ + + 4+ + + +

+ + + 4+ + + +

+ + + 4+ + + +

+ + + 4+ + + +

+ + + + + + o+
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Die klinischen Daten wurden mittels numerischer Schltissd festgehdten. In der Tabele 5 snd
die Kodierungen fur die Dokumentation zusammengestelt.
Tabelle 5: Numerischer Schltissel fur die klinischen Parameter

Codierungen der klinischen Befunde
in den Studiengruppen

Klinischer Parameter Befund Code

ohne besonderen Befund
Allgemenbefinden gering - mittelgradig gestort
hochgradig gestort

NP~ O

nan
Husten e nzene Husenstdle
héufige Hustenstolie

NP~ O

ohne besonderen Befund
Nasenaudluss serds
dtrig

NP~ O

ohne besonderen Befund
Dyspnoe mittelgradig erhoht
hochgradig erhoht

NP~ O

Nachdem am Tag der Aufnahme dle Untersuchungen abgeschlossen waren, erfolgte eine

Therapie durch einen der betriebsbetreuenden Tierdrzte je nach Zugehtrigkeit zu einer der
drel Behandlungsgruppen. An den folgenden Tagen wiederholten sich die Untersuchungen
und Behandlungen nach dem Behandlungsschema

3.3.3 Behandlungsgruppen

Die Versuchstiere wurden dternierend ihrer Aufnahme drel verschiedenen Gruppen zugeteilt.
Die in den Behandlungsgruppen eingesetzten Medikamente snd in Tabelle 6
zusammengesteit.
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Tabelle 6: Eingesetzte Medikamente und ihre Dos erungen in den Behandlungsgruppen

Gruppe M edikament Doserung

Gruppe 1 Florfenicol 20 mg/kg Korpermasse,
Nuflor® , 30%ig, ESSEX Tierarznd, 2 X im Abstand von 48 Stunden
Minchen

Gruppe 2 Oxytetrazyklin 10 mg/kg Korpermasse,
Oxytara:ydin 5pa ’ Bda- pha'm’ 3 bis5x dle 24 Stunden
Vechta

Gruppe 3 Horfenicol 20 mg/kg K érpermasse,
Nuflor® , 30%ig, ESSEX Tierarznd, 2 X im Abstand von 48 Stunden
Munchen

5 mg/kg Korpermasse,

Hunixin-Meglumin, 1 x am Aufnahmetag
Finadyne RP®, 5%ig, ESSEX Tierarzne,
Minchen

3.34 Beurtelung der Behandlung

Die Beurtellung der Behandlung wurde ab dem letzten Behandlungstag vorgenommen.

Ein Behandlungserfolg lag vor, wenn die Rektaltemperatur bis 14 Tage nach der letzten
Behandlung des untersuchten Tieres £ 39,5 °C betrug und das Allgemenbefinden und die
Atmung nicht oder hochstens geringgradig gestort waren.

Fel das Tier goéter ds 14 Tagen nach der letzten Behandlung erneut aufgrund pneumonischer
Symptome auf, wurde von einer Neuinfektion ausgegangen. Das Kab erfllte vorher die
Kriterien eines Behandlungsarfolges und wurde dementsprechend protokolliert. Die
Untersuchungen wurden nicht wieder aufgenommen.

Ein Misserfolg der Behandlung lag vor, wenn zwischen Tag 1 und 5 nach der letzten
Behandlung die oben genannten Kriterien nidht erfillt waren. Be einem Missarfolg der
Behandlung wurde das betroffene Tier mit anderen Préparaten weiterbehanddt. Der Fall
wurde ds Missarfolg protokalliert, die Untersuchungen nicht wieder aufgenommen.

Ein Ruckfal lag dann vor, wenn die Kaber zunéchgt die Kriterien eines Behandlungserfolges
am Tag nach der letzten Behandlung erflllten und in dem Zeitraum von 5 bis 14 Tagen nach
der letzten Behandlung die Einschlusskriterien erneut erfillten. Die Untersuchungen wurden
nicht wieder aufgenommen, der Fal jedoch as Riickfdl protokalliert.
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3.3.5 Transkutane Ultraschalluntersuchung der Lunge

Fur die transkutane Ultraschaluntersuchung wurde das Gerét ,, Scanner 100 Vet* der Firma
Pie Medica Deutschland B. V., Dorgten, verwendet. Als Schallkopf wurde eine
Mikrokonvexsonde mit einer Frequenz von 7,5 MHz eingesetzt.

Die Tiere wurden mit eénem Halfter fixiert und im Stehen untersucht.

Der zu untersuchende Bereich wurde mittels dreier Untersuchungdinien unterteilt. Die
dorsde Linielag in Hohe des Hiifthtckers, die mittlere in Hohe des Buggelenkes und die
ventrae in Hohe des Ellenbogengd enkes.

In Abbildung 7 igt die topographische Lage der linken und rechten Lunge im Brustkorb des
Rindes dargestdllt. Es sind jeweils die drei Untersuchungdinien und die acht Schalpunkte auf
den KOrperseiten eingezeichnet.

— Hufthocker

- Buggelenk

— Ellenbogen
gelenk

Abbildung 7: Topographie der linken und rechten Lunge des Rindes und Dar stellung der
gedachten Hilfdinien und Ultraschallpunkte (modifiziert nach Popesko, 1993)

Bei der Untersuchung wurde ein einhetliches Untersuchungsschema eingehdten, um
vergleichbare Ergebnisse zu erhdten. Es wurde immer am caudasten Punkt der Hilfdiniein
Hohe des Hufthockers angefangen und in craniader Richtung vorgearbeitet. Mit der mittleren
und unteren gedachten Hilfdinie wurde in gleicher Weise verfahren. Beide Korpersaiten

wurden untersucht.



Zur Hergellung des K ontaktes zwischen Haut und Schallkopf wurde 70%iger Alkohol in dem
Fel vertelt. Die Mikrokonvexsonde wurde mit méldgem Druck auf die Haut aufgesetzt.
Stdlte sich nicht sofort ein Bild dar, wurde mehr Alkohol aufgetragen oder durch leichtes
Hin— und Herrlicken das Fell vor der Sonde entfernt und der Schallkopf direkt auf der Haut
platziert. Nach Beendigung der Untersuchungen wurde das Tier mit enem Handtuch
abgetrocknet, um den restlichen Alkohol aus dem Fell zu entfernen.

3.3.6 Sonographische Befunde an der Lunge

3.3.6.1 Gut belUftetes Lungengewebe, Wiederholungsartefakte

In den Abbildungen 8 und 9 sind die sonographischen Befunde von zwel Kabern dargestdlt,
die in dem untersuchten Bereich gut bel Uftetes L ungengewebe aufwiesen.

Die verschiedenen Schichten der Brusiwand stellen sich ds Streifen unterschiedlicher
Echogenitét dar. Schalkopfnah erkennt man unter der Haut und Unterhaut die
Interkostalmuskulatur. Daran schlield sich die Pleura ds hyperechogene Linie an. Wéhrend
der Atmung kann das Gleiten der pleurden Oberfléche Uber die Thoraxwand beobachtet
werden. Angtdlle des Lungenparenchym, das wegen seines Luftgehdtes nicht dargestel It
werden kann, stellen sch media der Pleuraim Bereich der Lungenoberfléche
Wiederholungsartefakte dar.

Haut, Unterhaut und
I nterkostal muskul atur

Pleura

Wiederholungsartefakte

Abbildung 8: Ultraschallbild eines gesunden Lungenber eiches (Wieder holungsartefakte)
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Haut, Unterhaut und
Interkostal muskul atur

Pleura

Wiederholungsartefakte

: esandsbenreuung
Maren Ha Prar. "W, Heuwtezer

Abbildung 9: Ultraschallbild eines gesunden Lungenbereiches (Wieder holungsartefakte)

3.3.6.2 Verdndertes Lungengewebe

In den Abbildungen 10 und 11 sind die Ultraschallbilder von zwei K&8lbern dargestellt, diein
dem untersuchten Lungenbereich Verdnderungen aufwiesen.

Im Sonogramm des veranderten Lungenbereiches sind die verschiedenen Schichten der
Brustwand, die Sch as Streifen unterschiedlicher Echogenitét darstellen, zu sehen.
Schdlkopfnah erkennt man unter der Haut und Unterhaut die Interkostalmuskulatur. Daran
schliefd sch die Pleurads hyperechogene Linie an. Bel hochgradiger Pneumonie und
kompletter Hepatisation wird die Luft aus der Lunge verdrangt. Das veranderte
Lungenparenchym weist zunehmend das Aussehen eines parenchymeatdsen Organs mit
Ieberdhnlicher Struktur auf (Abbildung 11). Die Grenze zwischen der entzindlich verénderten
und der lufthatigen Lungeist meist unregel méaldig ausgefrangt. Haufig bleilben die grof3eren
Bronchidzweige bel Uftet, die sich dsreflexreiche Streifen dargtelen (Abbildung 10).
Eventudl snd Gefél3e oder Fliissgkeit ds echoarme Strukturen im Sonogramm zu erkennen.

Haut, Unterhaut und
I nterkostal muskul atur

Pleura

V erdichtetes Gewebe

L ufthaltiger Bronchus

B sz bhetraung
F e HEui e sEr

Abbildung 10: Ultraschallbild eines veranderten Lungenbereiches (Konsolidierungen)
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Haut, Unterhaut und
I nterkostal muskul atur

Pleura

Flissigkeit

Verdichtetes Gewebe

Abbildung 11: Ultraschallbild eines veranderten Lungenbereiches (Konsolidierungen)

3.3.7 Befunderhebung und Dokumentation bel der Ultraschallunter suchung
3.3.7.1 Bindre Bewertung

Be der transkutanen Ultrascha luntersuchung konnten beldersaits in acht
Rippenzwischenraumen Befunde erhoben werden. Zunéchst erfolgte die Bewertung der im
Sonogramm dargestellten Lungenbereiche mittels einer bindren Bewertung. In Tabdle 7 sind
die mdglichen Befunde und ihre Bewertungen zusammengefass.

Tabelle 7: Befundbewertung der Ultraschalluntersuchung mit bindrer Bewertung

Bewertung Beurteilung im Ultraschallbild
0 gut belUftete Lunge > Wiederholungsartefakte
1 Konsolidierungen

Durch die Untersuchung entstanden 16 Werte. Pro Tier und Untersuchung wurden die
Benotungen zusammengezahlt, so dass ein Tier minimal die Punktzahl O und maxima 16
Punkte erreichen konnte.

Nach einiger Zeit wurde festgestdllt, dass mit der binaren Beurtellung (0/ 1) wenig
Unterschiede zwischen den Versuchstieren selber, aber auch zwischen den Versuchs — und
Kontrolltieren ermittelt werden konnten. Um eventuelle Unterschiede besser herausarbeiten
zu kénnen, wurde eine semiquantitative Befunderhebung erarbeitet und bei einem Tell der
Tiere zusitzlich zu der dten Beurteilung erhoben.

3.3.7.2 Semiquantitative Bewertung

Die semiquantitative Bewertung der Ultraschalbefunde seht eine detailliertere Beschreibung
der Veranderungen vor. In Tabelle 8 snd die moglichen Befunde und ihre Bewertungen
zusammengefasst.



Tabelle 8: Befundbewertung der Ultraschalluntersuchung mit semiquantitativer Bewertung

Bewertung Beurtellung im Ultraschallbild

0 gut belUftete Lunge = Wiederholungsartefakte

1 sdlenwe se Konsolidierungen, stellenweise gut bel tftete Lunge
2 L ufteinschllisse im konsolidierten Gewebe
3

reine Konsolidierungen

Durch die Addition der Bewertungen an den 16 Untersuchungspunkten konnte ein Tier
minima die Punktzahl O und maxima die Punktzahl 48 erreichen. Eine derartige
Befundbewertung wurde bel 22 Versuchgtieren und 12 Kontrolltieren vorgenommen.

3.3.8 Labordiagnostische Unter suchungen

Fur die Bestimmung der Entziindungsproteine wurde Blutplasma benétigt. Die Blutentnahme
fur die Plasmagewinnung erfolgte an der V. jugularis. Es wurden exakt 4,5 ml Blut unter
Vermedung von Schaumbildung in eénem Rohrchen (Fassungsvermdgen 5 ml) mit einer
Citratvorlage (0,5 ml) aufgefangen. Unmittelbar nach der Entnahme wurden Antikoagulans
und Blut durch vorsichtiges Schwenken des Rohrchens durchmischt. Die Blutproben wurden
beschriftet, schnellsmaglich in das ingtituteigene Labor transportiert und dort weiter
bearbeitet.

Das dekdzifizierte Citratblut wurde bel 1500 x g fur 15 min zentrifugiert und das Plasma
anschlief3end vorschtig und ohne das Blutzdllsediment zu bertihren in eén Reagenzglas
pipettiert.

3.3.9 Fibrinogen

Die gerinnungsandytische Untersuchung erfolgte mit dem Coagulometer Biomatic 2000
(Sarstedt, NUmbrecht-Romme sdorf, Deutschland) unmittelbar im Anschluss an die
Blutentnahme.

3.39.1 Tedprinzip

Zu ene mit Puffer (Barbita- Pufferl ésung) verdinnten Citratplasmaprobe wird Thrombinim
Uberschuss gegeben. Unter diesen Bedingungen ist die Zeit bis zur Fibrinentstehung
ausschliefdich vom Fibrinogengehat der Probe abhéngig.

Das Coagulometer Biomatic 2000 misst die Gerinnungszeit von Plasma anhand der
einsetzenden Viskostatsanderung. Diese wird durch die Beeinflussung der
Schwingungsamplitude eines in die Probe e ntauchenden Kunststoffstébochens erfasst. Nach



Zugabe von Startreagenz fuhrt der Eintritt der Gerinnung zu ener Erhéhung der
Pasmaviskositéa und somit zur Verringerung der Schwingungsamplitude. Die Gerinnungszeit
wird digitd in Sekunden und Zehntel sekunden angezeigt. Im Gerét ist eine Warmequelle
ingdliert, so dass die Reagenzgefal3e und Reagenzien konstant bei 37°C temperiert werden.

3.3.9.2 Eigene Untersuchungen

Die gerinnungsanadytische Untersuchung erfolgte in direktem Anschlussandie
Plasmagewinnung. Die Fibrinogenbestimmung wurde mit Multifibrer® einem
dandardigerten, lyophiliserten Thrombin aus Rinderplasma, in e@ner modifizierten Methode
nach Clauss (1957) vorgenommen.

Unmittelbar vor der Bestimmung wurde ene Plasmaverdiinnung aus 25 pl Citratplasma und
475 Wl Barbitapufferldsung (1:20) hergestellt. Von dieser Verdiinnung wurden 200 pl inein
Reagenzgefd? pipettiert und 60 Sekunden bel 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl desin
2 ml Aqua bidestillata gelsten Multifibrer? konnte die Gerinnungszeit mit dem
Coagulometer bestimmt werden. Aus einem dem Testbesteck belliegenden Tabdle konnte
anhand der gemessenen Gerinnungszeit die Fibrinogenkonzentration in mg/dl ermittelt
werden. In der Origindanleitung war eine Verdiinnung von 1:10 angegeben, bel den eigenen
Untersuchungen wurde eine stérkere Verdinnung (1:20) gewahit. Diein der Tabdle

abgd esene Gerinnungszeit musste aus diesem Grund mit 2 multipliziert werden.

Mit eilnem dem Testkit beiliegenden Kontrollplasma wurde regelmaig eine
Richtigkeitspriifung vorgenommen. Die Vorschriften des Gerdte- und Reagenzienherstdlers
wurden genau beachtet, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.

3.3.10 Haptoglobin

Die Besimmung der Haptoglobin — Konzentration erfolgte mit dem Testkit ,, Phase —
Range™ - Haptoglobin® der Firma Triddlta Development Limited (Greystones, Irland).
Mittels einer photometrischen Messung wurde die Proteinkonzentration andysiert.

3.3.10.1 Tedtprinzip

Der Test ist zum Nachwels von Haptoglobin aus Serum- oder Plasmaproben von
verschiedenen Spezies geeignet. Das Testprinzip basiert auf der Erhaltung der Pseudo-
Peroxidase-Aktivitét des Hamoglobins in Gegenwart von Haptoglobin. Das Hamoglobin
selbst besitzt eine eigene Peroxidase Aktivitét, welche durch einen niedrigen pH-Wert
gehemmt werden kann.



In der Gegenwart von Haptoglobin entsteht jedoch ein Komplex zwischen Hamoglobin und
Haptoglobin, welcher die Hemmung der Pseudo- Peroxidase- Bildung Uberwinden kann.

So wie die Menge von Haptoglobin in einer Probe angteigt, steigt auch die Anzahl von
Hamoglobin-Haptoglobin- Komplexen an und korrelierend dazu auch die Erhdhung der
Peroxidase Aktivitét. Daher kann die Haptogl obinkonzentration in Serum oder Plasma direkt

begtimmt werden, wenn man ihn mit einer bekannten Haptoglobin Standardreihe vergleicht.

3.3.10.2 Eigene Untersuchungen

Die Plasmaproben fir die Haptoglobinbestimmung wurden zunéchst gesammet und bel
-23°C tiefgefroren. Das Auftauen wurde bel Zimmertemperatur durchgefihrt und die Probe
vor dem Welterarbeiten nochmas griindlich durchmischt.

Eine 96-Loch Mikrotiterplatte wurde im Doppel ansatiz mit den zu untersuchenden Blutproben
beschickt. Zur Erstedlung einer Eichkurve wurden ebenfdlsim Doppel ansatz Kdibratoren mit
bekannter Konzentration aufgetragen. Danach erfolgte die Zugabe von Hamoglobin. Durch
leichtes Klopfen konnte ene gute Durchmischung erzielt werden. Mittels einer automatischen
Mehrkanal pipette wurde das Farbreagenz hinzugegeben. Nach 5 mindtiger Inkubation wurde
die Extinktion im Microplate Reader (EIx800, Bio Tek Instruments Inc., USA) bel einer

Wi lenlange von 630nm abgelesen. Die Auswertung erfolgte mittels der durch die
Kdibratoren erstelten Eichkurve. Fir die Berechnung wurde das arithmetische Mittel der im
Doppe ansatz bestimmten K onzentrationen verwendet. Proben mit einem
Variaionskoeffizient > 20% wurden aussortiert und nochmals untersucht. Lag der

V ariationskoeffizient nach der zweiten Untersuchung erneut Gber 20%, wurden die Proben
nicht in die Auswertung einbezogen. Der Intra-assay - Variationskoeffizient betrug 7,106. Die
Vorschriften des Gerdte- und Reagenzienherstellers wurden genau beachtet, um
reproduzierbare Ergebnisse zu erhaten.

3.3.11 Waeitere Untersuchungen

Be 13 Tieren (6 Versuchgtieren und 7 Kontrolltieren) wurden weiterfUhrende
Untersuchungen (Nasenschleimtupfer oder Tracheobronchia splilproben) durchgefihrt.
Untersucht wurde auf bakteridle (Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida,
Haemophilus somnus, Mycoplasmen, Arcanobacterium pyogenes) und virde (BHV 1,
BVD/MD, Pi3, BRSV) Erreger.



3.3.11.1 Entnehme von Nasentupfern

Die Nasentupfer wurden stets vor einer Behandlung entnommen.

Fur die virologische Untersuchung wurden sterile Nasentupfer fir Rinder (Albrecht GmbH
und Co. KG, Aulendorf, Deutschland) verwendet. Nach trockener Reinigung des Flotzmaules
und des Nasenloches (mit Hilfe von Zelstoff oder eines trockenen, frischen Handtuchs)
wurde ein Steriles dastisches Tupferstdbchen so in den ventralen Nasengang eingeftihrt, dass
der Tupfer die Nasenschleimhaut nur im Naseninneren bertihrte,

Nachdem das Stébchen vollgesogen war, wurde esin gleicher We se zuriickgezogen und der
Tupfer in en Probenroéhrchen Uberfihrt, wobel sekundére Kontamination vermieden wurde.
Der Stid des Tupfers wurde bis auf eine Lange von etwa 5cm abgebrochen und das
Probenrohrchen bleibend beschriftet.

Fir die bakteriologische Untersuchung wurden AccuCulshure® - Tupfer der Fa. Albrecht
verwendet, die sowohl zur Bestimmung von anaeroben a's auch aeroben Kelmen geeignet
sind. Der Tupfer bestand aus eéinem Tupfersystem mit einem Kungtstofftupfer, der sch
innerhalb eines Dichtungssystems befand. Dieses Dichtungssystem garantierte, dass der
Tupfer vor und nach der Probenentnahme vor Kontamination geschiitzt war. Zusétzlich war
im System ein Transportmedium enthaten, welches zunéchst durch eine Dichtung vom
Tupfer abgetrennt war. Erst nach Entnahme der Probe, wurde der Tupfer mit dem
Trangportmedium zusammengebracht.

Zur Probenentnahme wurde der Tupfer kaschiert in den ventralen Nasengang eingeftihrt. Im
Naseninneren kurzfristig hervorgeschoben, und durch kleine, retbende Bewegung die
Nasenschleimhaut aufgekratzt. Nachdem der Tupfer vollgesogen war, wurde er wieder in die
Ummantelung zurtickgezogen und verdeckt aus der Nase entfernt. An einer Sollbruchstelle
konnte der Tupfer mitsamt des Dichtungsystems gekirzt und dann in das Réhrchen mit dem
Trangportmedium versenkt und dauerhaft beschriftet werden.

3.3.11.2 Durchfihrung einer Tracheobronchia splilprobe

Die Spillung wurde mit eéinem Venenverwelkatheter fir Kélber (Stericath®, Eickemeyer,
Kanulendurchmesser: 1,2x1,7 mm, Lange des Katheters: 30 cm) durchgefiihrt. Die
Probennahme erfolgte stets vor der Durchfiihrung einer Behandlung.

Das Kab wurde mittels einer intraventsen Injektion von Rompun® 2% (= 0,2 mg Xylazin pro

kg Kérpermasse) in die Drosselvene (V. jugularis externa) anésthesiert.
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Nach Eintritt der narkotisierenden Wirkung wurde das Kab in Brustbauchlage gelegt. Ein
Helfer hielt den Kopf des Kabes nach dorsal, so dass die Trachea gestreckt wurde.

In Hohe des Ubergangs zwischen dem 2. und 3. Halsdrittel wurde in der Medianen eine
Hautflache von 6 x 3 cm rasiert, die rasierte Flache mit Cutasept® und einem Tupfer gereinigt
und desinfiziert.

Die Tracheawurde mit Daumen und Zeigefinger fixiert und in der Medianen gehdten. Mit
dem Skdpel wurde ein ca. 2- 3 cm langer, senkrechten Hautschnitt angelegt, bis die
Trachea spangen sichtbar wurden.

Die Wunde wurde erneut mit Cutasept® desinfiziert und die Kaniile des Venenkatheters
horizonta zwischen 2 Trached spangen hindurch in das Trachedlumen gestochen. Die
Kanulenspitze lag korrekt im Tracheallumen, wenn Atemgeréusche am Ende des
Katheterschlauchs zu héren waren. Sobad die Kanllenspitze korrekt lag, wurde die Kantle
zu 2/3 ihrer Lange (ca. 5 cm), in einem Winke von ca. 35° nach ventral in das Trached lumen
eingefihrt. Danach wurde der Katheterschlauch bis zur Aufzweigung in die Hauptbronchen
vorgeschoben (bis der Widerstand stark zunahm). Die Lange des einzufiihrenden Schlauches
konnte anhand der Distanz zwischen Eingtichgtelle und Bronchid aufzweigung am Korper des
Kabes vor dem Eingriff abgemessen werden. Eine auf dem Schlauch vorhandene Skdierung
war zur Langenabschétzung hilfreich.

Eine mit geriler 0,9%iger Kochsdzldsung gefiilite Einma spritze wurde auf das Ende des
Katheters gesteckt, die Lésung (10 ml) ziigig in die Trachealinjiziert und ohne die
Hssgkeaitssiule abreil3en zu lassen wieder in das Spritzenlumen zurtickgesogen. Dabel
konnten zwischen 5 und 7 ml des Spiilmediums zuriickgewonnen werden. In dem Medium
sollten Flocken und/oder Schlieren vorhanden sein. Diesalbe Prozedur wurde mit einer
zweiten Spritze wiederholt.

Daraufhin wurde der Katheterschlauch langsam durch die Kanlle zurlickgezogen, bis das
Ende des Schlauches zu sehen war. Dann erst wurde die Kantle aus der Trachea entfernt.
Der Hautschnitt wurde mit ein oder zwel Knopfheften vernahnt

Der Kopf des Kabes wurde nach dem Eingriff saitlich am Brustkorb auf Stroh gelagert.

Die Spulflissgkeit wurde in die serilen Blutréhrchen gefiillt und dauerhaft gekennzeichnet.
Der Probentransport erfolgte bis zur FU Berlin durch die Untersucherin selber, dann durch
den Fahrer des Fachbereiches Veterindrmedizin. Die bakteriol ogischen und virologischen
Untersuchungen wurden vom Berliner Betrieb fir Zentrale gesundheitliche Aufgaben, Indtitut
fur Lebensmittd, Arzneimittel und Tierseuchen Berlin (ILAT) durchgefiihrt.



3.3.12 Dokumentation und Datenerfassung

Alle durchgefiihrten Untersuchungen wurden in Befundbdgen dokumentiert (Anhang 1).
Die Behandlungsdaten wurden aus dem Behandlungsbuch des Betriebes Ubernommen.
Alle Daten wurden in Microsoft Excel 2000° fir Windows tibertragen und festgehalten.

3.3.13 Statistische Auswertung

Die deskriptive und andytisch gatistische Auswertung wurde mit (Verson 10.0 for
Windows) durchgefiihrt. Abbildungen wurden mit und Excel 2000® fir Windows
angefertigt.

Die Uberpriifung der Daten auf symmetrische Verteilung wurde mit Hilfe von Histogrammen
durchgeftihrt. Die ermittelten Haptogl obinkonzentrationen streuten sehr weit. Um eine nahezu
symmetrische Verteilung der Daten zu erziden, wurden die Konzentrationen zu Basis 10
logarithmiert. Die geringste nachwe share Konzentration lag bel 0,001 mg/ml. Fir die
Berechnung des dekadischen Logarithmus der Werte, die unterha b der nachweisbaren
Konzentration lagen, wurde die habe Nachwei sgrenze (0,0005 mg/ml) eingesetzt. Die
deskriptive Beschreibung der Haptoglobinkonzentrationen erfolgte mittel s des geometrischen
Mittelwertes, des 95% Konfidenzinterval (Unter — und Obergrenze), der Minima — und
Maximawerte, sowie der Quartile 0.25, 0.5 und 0.75.

Die Fibrinogenkonzentration, die Temperatur, die Atemfrequenz und die Daten der
Ultrascha luntersuchung wurden mit Hilfe des arithmetischen Mittelwertes, der
Standardabweichung, der Minima — und Maximawerte sowie der Quartile 0.25, 0.5 und 0.75
beschrieben.

Die deskriptive Statistik fur den Clinica Score umfasst den Minima — und Maximawert und
die Quartile 0.25, 0.5 und 0.75.

Um die Vertelung der untersuchten Tierein Bezug auf die moglichen

Ultraschdlbewertungen zu interpretieren, wurden die Haufigkeiten an den einzelnen
Untersuchungstagen tabellarisch dargestellt.

Ba dlen andytischen Berechnungen wurde das Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt.

Zur Ermittlung von Unterschieden zwischen den drei Behandlungsgruppen wurde der
Kruska —Walis—H — Test fur mehr ds zwel unabhéngige Stichproben verwendet.
Anschlielfend wurden die gefundenen signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen mittes des Mann — Whitney — U — Testes fir zwel unabhéngige
Stichproben ndher betrachtet.
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Die Unterschiede zwischen den Studiengruppen (gesund / krank) wurden mit dem Mann —
Whitney — U — Test gepriift. Dieser nichtparametrische Test fir zwe unabhéngige
Stichproben wurde gewahlt, da die Annahme der Normaverteilung nicht fir ale Parameter
aufrechterhaten werden konnte. Die graphische Darstellung der gefundenen Unterschiede
erfolgte mittels Boxplots.

Fur jeden einzelnen Parameter wurde Uberprift, ob er mit den anderen untersuchten
Parametern korrdlierte. Dieser Zusammenhang wurde zum erden fir die zum gleichen
Zeitpunkt gemessenen Parameter berechnet, zum zweiten wurden generdll dle Parameter
ohne Einbezug der Zeit, miteinander verglichen. Fir die Berechnung wurde der

Rangkorrel ationskoeffizient nach Spearman verwendet. Ausgewahlte Zusammenhange
wurden mittels Streudiagrammen oder Boxplots abgebildet.

Zur Dargellung der Konzentrationsverdnderungen von Haptoglobin und Fibrinogen nach
einer Behandlung wurden fur die einzelnen Behandlungsgruppen Liniendiagramme ergtdlt. In
dem Diagramm gt jede einzelne Linie den Konzentrationsverlauf des untersuchten Akut —
Phase — Proteins eines Tieres Uber dle Untersuchungstage dar. Zid war es, fir jedes Tier die
Anderungen der Proteinkonzentration tiber die fiinf Untersuchungstage aufzuzeigen. Zur
Darstellung der Anderung der Haptoglobin - und Fibrinogenkonzentration in den einzelnen
Behandlungsgruppen wurden die Differenzen der einzelnen Konzentrationen an den
Untersuchungstagen berechnet (Tag 1 — Tag 2 usw.). In Boxplots erfolgten flr die einzelnen
Behandlungsgruppen die Darstellung der t&glichen Verdnderungen der
Proteinkonzentrationen.

Die Haufigkeiten fir die einzelnen Bewertungskategorien der Erstbehandiung wurden
tabelarisch fir die gesamten Versuchgtiere und fir die einzelnen Behandlungsgruppen
dargestellt.



Fur die Bewertung der prognostischen Mdglichkeiten der klinischen und labordiagnostischen
Parameter (Temperatur, Atemfregquenz, Clinical Score, Haptoglobin und Fibrinogen) wurde
zunéchg mittels des Mann — Whitney — U — Tetes ein Vergleich zwischen gehellten und
nicht gehellten Tieren durchgefiihrt. Anschlief3end wurde untersucht, inwieweit die
untersuchten Parameter die Vorhersagbarkeit einer erfolgreichen Behandlung verbessern.
Dafir wurden die Werte, fir die Sch en sgnifikanter Zusammenhang ergab, einer bindren
logitischen Regresson unterzogen. Die bindre abhangige Variabe wurde mit O (nicht
gehellt) und 1 (geheilt) codiert, Als Kovariaten wurden dle Parameter einbezogen, diesich
zwischen gehellten und nicht gehellten Tieren mit p<0,1 unterschieden.
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