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1 Einleitung

Mit dem Begriff "Kolik" ist keine Krankheit an sich gemeint, er beschreibt vielmehr das
Symptom der ,Bauchschmerzen®. Die haufigste Ursache flir diese Bauchschmerzen sind
Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes, aber auch Kolik durch Erkrankungen des
Harnapparates und der Leber werden haufig erwahnt. Die Kolik ist der haufigste Notfall in der
Pferdemedizin und eine Hauptursache fir Morbiditat und Mortalitat beim Pferd (Tinker et al.,
19973a; Ireland et al., 2011). Etwa 4 von 100 Pferden haben jedes Jahr Symptome einer Kolik
(Traub-Dargatz et al., 1999). Die kritischen Falle erfordern eine intensive medizinische oder
chirurgische Behandlung, um ein erfolgreiches Ergebnis zu erzielen. Etwa 7 - 10% der Pferde
haben eine Lé&sion, die eine chirurgische Korrektur erfordert (Proudman, 1992). Die
Hauptursache fur Kolik beim Pferd liegt im Bereich des Gastrointestinaltrakts (Gratzl, 1936).
Aus diesem Grund wird der Begriff in eine echte Kolik und eine falsche Kolik unterteilt. Unter
der echten Kolik versteht man eine Léasion, die ausschliellich dem Bereich des
Verdauungsystems entstammt (Gratzl, 1936), wahrend die falsche Kolik ihren Ursprung des
Schmerzes in anderen Organen (Harnapparat, Leber, Genitaltrakt) hat. Ungeachtet der
Schmerzquelle bevorzugen viele Autoren dagegen eine einheitliche Beschreibung der Kolik
(Allen and Tyler, 1990; Tinker et al., 1997a). Die ersten Publikationen lassen sich auf
Columella aus dem 1. Jahrhundert n. Chr. zurlickfihren. Urspriinglich stammte der Begriff
Kolik aus dem Griechischen ("kwliko") und bedeutete so viel wie "Darmleiden,
Korperschmerzen.“ Spater wurde die Bezeichnung als "Colica" latinisiert und als

"krampfartiger Schmerz im Korper und seinen Organen" libersetzt (Grosche, 2000).

Die frihzeitige Erkennung und Uberweisung von Pferden mit einer L&sion, die eine
chirurgische Eingriff erfordert sind entscheidend, um ein erfolgreiches Ergebnis zu erzielen.
Diese Analyse umfasst das Erfragen des Signalements, eine griindliche Anamnese, eine
vollstandige klinische Untersuchung einschlielich transrektaler Palpation und des Legen einer
Nasenschlundsonde sowie die weiterflihrende Abklarung verschiedener
Differenzialdiagnosen. Dadurch soll festgestellt werden, ob eine Uberweisung an eine Klinik
erforderlich ist. Eine Uberweisung ist nicht nur fiir chirurgische Eingriffe erforderlich, sondern
auch flr eine fortgeschrittene, pra- und postoperative, intensivmedizinische Behandlung. Dazu
zahlen eine 24-Stunden-Uberwachung, antiendotoxische Therapie, Fliissigkeitstherapie oder,

bei ausbleibendem Behandlungserfolg, die Euthanasie (Southwood et al., 2010).

Neben unterschiedlichen klinischen Untersuchungen stehen dem Tierarzt verschiedene
labordiagnostische Untersuchungen zur Einschatzung des Erkrankungszustandes zur

Verflgung. In vorherigen Studien wurden verschiedene Biomarker bei Pferden mit Kolik
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bestimmt. In dieser Arbeit wurde die MMP-9 Konzentration im Plasma und in der
Peritonealflissigkeit bei Pferden mit Kolik untersucht. Die Tiere wurden mit Hilfe eines
modifizierten Sepsis-Scores als positiv, grenzwertig oder negativ fur Sepsis eingeteilt.
AnschlielRend wurde untersucht ob es einen Zusammenhang zwischen der Héhe der MMP-9

Konzentration und dem Sepsis-Score beziehungsweise dem Uberleben der Tiere gab.

.Das Ziel dieser Studie war es, die Konzentrationen von Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9)
in Plasma und Peritonealflissigkeit von Pferden mit Koliken zu untersuchen und ob der
Biomark MMP-9 als Frihmarkter flir eine Sepsis oder eine Endotoxamie bei einer Kolik

geeignet ist.



2 Literatur

2.1 Die Kolik des Pferdes

Die Bestimmung einer Kolikursache ist problematisch. In einigen Fallen ist die Ursache
offensichtlich, z.B. bei einer Getreideliberladung oder einem Enterolithen, aber auch in diesen
Fallen ist der Mechanismus, der das Problem ausléost oft unbekannt (Scantlebury et al., 2015).
In einer prospektiven Studie an 948 Pferden aus 31 Betrieben wurde ein Anstieg der Kolik
Inzidenz zwischen 2 und 8 Jahren beobachtet (Tinker et al., 1997b). In einer anderen Studie
steigt das Risiko, an Kolik zu erkranken, bei Pferden Gber 10 Jahren um das 1,5-fache,
verglichen mit Pferden im Alter von 1 bis 5 Jahren (Cohen et al., 1999). Bestimmte Arten von
Koliken treten in bestimmten Altersgruppen haufiger auf (Cohen et al., 1995; Proudman et al.,
1991; Reeves et al., 1989). Arabische Pferde scheinen besonders gefahrdet zu sein, Koliken
zu entwickeln (Tinker et al., 1997b; White et al., 1986), da beim Araber das Kolikrisiko ungefahr
doppelt so hoch ist wie bei anderen Rassen (Cohen et al., 1999; Cohen et al.,1995). Die GroRRe
des Pferdes kann ebenfalls ein Einflussfaktor sein. In einer Studie, in der die betroffenen
Organe fur die verschiedenen Arten von Koliken beschrieben wurden, scheinen grofde
warmblitige Rassen eher von einer Rechtsdorsalverlagerung des Dickdarms (dorsal
displacement of the large colon) betroffen zu sein. Grofsrahmige Hannoveraner sind
pradisponiert fir eine Linksdorsalverlagerung (Milz-Nierenbandverlagerung, nephrosplenic
entrapment, White et al., 1990). Im Allgemeinen wurde kein signifikanter Unterschied in der
Verteilung der Koliken nach Geschlecht festgestellt (Cohen et al., 1995; Cohen et al., 1999;
Proudman et al., 1991; Reeves et al., 1989; Tinker et al., 1997b; White et al., 1968).

Koliken infolge einer Verstopfung des Darms durch Enterolithen treten haufig bei Pferden tber
11 Jahren auf (Hassel et al., 1999). Obstipationen und Verlagerungen des Colon ascendens
scheinen bei Pferden im Alter von 7 bis 8 Jahren haufiger zu sein, wahrend die Torsion und
Strangulation des Dinndarms, des Dickdarms und der Obstruktion des Dinndarms mit
zunehmendem Alter abnimmt (Cohen et al., 1997; White et al., 1990; White et al., 1968).
Darlber hinaus sind chirurgische Kolikbehandlungen bei alteren Pferden haufiger als bei
jungeren (Cohen et al., 1997; White et al., 1968). Die Obstipation des Colon descendens

scheint hingegen bei Ponys haufiger zu sein (Cohen et al., 1997).

SchlieBlich scheinen das Temperament und insbesondere die Reizbarkeit und Erregbarkeit
des Pferdes Risikofaktoren in einer Fallkontrollstudie zu sein, die an 800 Equiden durchgefiihrt
wurde (Reeves et al., 1996). Laut Literatur sind die Faktoren, die das Risiko von Koliken
erhdhen, die Futterungspraktiken (Art und Qualitdt des Futters, Art und Anderungen der

Futterung), die intrinsischen Faktoren der Pferde (Geschlecht, Alter und Rasse), das
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Management (Art und Anderungen der Unterbringung und Aktivitat), Krankengeschichte (eine
frihere Kolik, Verabreichung einer medizinischen Behandlung) und Parasitenbekdmpfung
(Vorhandensein von Warmern und Art des Entwurmungsprogrammes) (Duncan et al., 1972). In
einer Studie wurden Risikofaktoren fiir Koliken in Osterreich identifiziert und diese erhéhten
Risikofaktoren waren verminderter Wasserverbrauch, hohe Kraftfutteraufnahme und geringe
hygienische Heuqualitat (Kaya et al., 2009). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das
Auftreten von  Koliken moglicherweise nicht aufhdrt, aber mit besseren
Futtermanagementpraktiken in Osterreich abnehmen kann (Kaya et al., 2009). Veréanderungen
im Futterungsmanagement, die mit einem erhdhten Kolikrisiko verbunden sind, waren die
wichtigsten Erkenntnisse in Bezug auf Futtermittel, dazu gehdren Veranderungen sowohl beim
Futter als auch beim Kraftfutter und Veranderungen innerhalb der letzten 2 Wochen oder der
letzten 12 Monate (Curtis et al., 2019). Es wurde berichtet, dass Krippenbeiflen und Koppen
einen positiven Zusammenhang mit einem erhéhten Risiko fir Pferdekoliken haben (Curtis et
al., 2019).

Zusammenfassend stellt das Management den wichtigsten Risikofaktor flr die Entwicklung
von Pferdekoliken dar, da es Folgendes umfasst: Erndhrung, Futter- und Grasmenge,
Haufigkeit der Fltterung, Gabe von Probiotika, Wasserverfigbarkeit, Umwelt (Box, Einstreu,
Bellftung, Temperatur und Luftfeuchtigkeit), Bewegung, Leistung und tierarztliche Versorgung
(Entwurmung und Zahnkontrollen) (Curtis et al., 2019).

2.1.1 Anamnese und Vorbehandlung

Fur die bessere Interpretation der Koliksymptome und zur Diagnosestellung muss der Tierarzt
eine allgemeine Kklinische Untersuchung durchfihren und die Pathophysiologie der
Veranderungen im Verdauungssystem verstehen (Steckel, 1992). Zuvor sollten ausfihrliche
Informationen vom Besitzer gesammelt werden (Anamnese), insbesondere Uber vorherige
Erkrankungen, mdogliche assoziierte Krankheiten und gegebenenfalls erste Behandlungen
vom vorbehandelnden Tierarzt (z.B. mit Antiphlogistika, Spasmolytika oder Antibiotika). In
Einzelfallen sollten auch Details liber einen vorhergehenden chirurgischen Eingriff und aktuelle
Therapien erfragt werden (Hough et al., 1999). Diese Kenntnisse/Informationen sind im
Hinblick auf potentielle Veranderungen der Vitalparameter notwendig, um die
Schmerzsymptomatik und die klinischen Befunde adaquat interpretieren zu kénnen. Eine
Vorbehandlung mit Entziindungshemmern beispielsweise verandert die Schmerzaulierung
des Pferdes und sollte bei einer Interpretation der klinischen Symptome unbedingt
bertcksichtigt werden. Auch das Ansprechen auf Schmerzmittel kann einen Hinweis auf den
Schweregrad der Kolik geben. So wird ein Pferd mit einer Obstipation des Colon ascendens

wahrscheinlich auf Schmerzmittel ansprechen, ein Pferd mit Dliinndarmileus aber nicht.
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Die Erfassung des Impf- und Entwurmungsstatus ist ebenso wichtig wie eine Beschreibung
der aktuellen Haltungs-, Fitterungs- und Nutzungsbedinungen, um etwaige Kolikursachen zu
identifizieren. So sind beispielsweise Zusammenhange zwischen der Fltterung von Bermuda-
Kistenheu und dem Risiko einer lleumobstipation (Little and Blikslager, 2002) sowie die
Assoziation zwischen Verhaltensstérungen wie das Krippenbeif’en und einer Herniation von

Dunndarm in das Foramen epiploicum beschrieben (Archer et al., 2004).

2.1.2. Die klinische Untersuchung

Es gibt viele verschiedene Ursachen fur eine Kolik beim Pferd. Daher ist eine systematische
Untersuchung verschiedener Korpersysteme erforderlich. Die klinische Untersuchung findet in
Abhangigkeit von der Anamnese, der Befunde, dem Schweregrad der Koliksymptome sowie
dem verfligbaren Equipment und potentieller Sicherheitsbedenken statt. Die Erfassung von
Temperatur sowie der Herz- und Atemfrequenz ermoglicht die Auswertung koérperlicher
Reaktionen auf Schmerz, Medikamente und auf die Therapie. Die Korpertemperatur sollte
dabei immer vor einer rektalen Palpation gemessen werden. Die innere Koérpertemperatur ist
jedoch auch bei Patienten mit schwerer Kolik haufig unverandert. Pferde mit Schock kdénnen
eine erniedrigte Korpertemperatur zeigen. Bei Pferden mit erhohter Korpertemperatur liegt
haufig eine Infektionskrankheit (beispielsweise eine Enteritis) und damit keine chirurgisch zu
versorgende Kolikursache vor. Ausnahmen kénnen beispielsweise eine septische Peritonitis
oder eine Sandkolik sein. Bei Letzterer kann sich leichtes Fieber als Folge einer chronischen
Schleimhautentziindung durch bakterielle Translokation entwickeln. Obwohl viele Sandkoliken
erfolgreich mithilfe einer konservativen Therapie behandelt werden kénnen, bendtigen andere
Falle eine chirurgische Therapie, zum Beispiel bei einer sandbedingten Verlagerung des
Kolons. Koliken mit Fieber sind Anzeichen einer entziindlichen oder infektidsen Erkrankung
wie Duodenitis/proximale Jejunitis (DPJ) oder Kolitis. Pferde mit inneren Abszessen und
gleichzeitiger Peritonitis konnen ebenfalls fieberhaft sein. Im Allgemeinen sollte die
Entscheidung fur einen chirurgischen Eingriff bei einem fieberhaften Pferd gut abgewogen
werden, bis weitere diagnostische Untersuchungen dabei geholfen haben, die Hauptursache

aufzuklaren.

In mehreren Studien wurde festgestellt, dass die Erhdhung der Herzfrequenz sowie
kardiovaskulare Veranderungen mit einer erhéhten Mortalitat einhergehen (Reeves et al.,
1989; Furr et al., 1995). Die Herzfrequenz ist ein Indikator fiir die physiologische Antwort auf
Schmerz, Dehydration und Endotoxdmie und somit hilfreich bei der Bestimmung der
Prognose. Dies gilt fur leichte sowie schwerwiegende Darmerkrankungen (Morton and
Blikslager, 2002; Proudman et al., 2005). Die Untersuchung der Maulschleimhaute,

einschliellich der Messung der Kapillarfillzeit, hilft bei der Bestimmung des
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Hydratationsstatus und der Diagnose einer Endotoxamie. Bei der Endotoxamie verlangert sich
die Kapillarfullzeit und die Schleimhaute entwickeln eine rote oder purpurne Farbe. Eine dunkle
"toxische Linie" kann entlang des Zahnfleischsaums sichtbar sein. Eine blasse
Schleimhautfarbe kann als Folge einer intraabdominalen Blutung vorliegen. Die Auskultation
der Peristaltik ermdglicht die subjektive Beurteilung der Dinn- und Dickdarmmotilitat. Zakale
Motilitdt kann Uber die rechte Flanke auskultiert werden. Die Beckenflexur und das Kolon
ascendens werden Uber die linke Flanke auskultiert. Die akustischen Charakteristika des
Zakums und des ventralen Dickdarms umfassen propulsive, retropulsive und
Mischkontraktionen (Ross et al., 1986). Die propulsiven Kontraktionen des Blinddarms und
Dickdarms treten ungefahr alle 3 bis 4 Minuten auf, werden aber durch verschiedene
Umstande, wie die Anorexia nervosa und Sedierungen (z.B. a2-adrenerge Rezeptor-
Agonisten) in der Frequenz verringert (Rutkowski et al., 1989). Der lleus flhrt zu fehlenden
Darmgerauschen und ist daher ein bedeutender Befund der klinischen Untersuchung. Die
Verminderung oder das nicht Vorhandensein der Peristaltik wird haufiger mit einer
mechanischen Obstruktion (strangulierend oder nichtstrangulierend) oder mit Zustanden, die
zu systemischen Entziindungsreaktionen flihren, assoziiert. Dies kann durch Dehydration,
Dysbalancen im Elekrolythaushalt oder kardiovaskulare Beeintrachtigungen verschlimmert
werden. Pferde mit verminderter oder fehlender Peristaltik haben im Vergleich zu Pferden mit
normalen Darmgerduschen eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fir einen operativen Eingriff
(Whitei et al., 2005). Die gastrointestinale Motilitat kann bei Pferden mit spastischer Kolik oder
Enteritis erhdoht sein. Physiologische Darmgerdusche schlieBen schwerwiegende
Kolikursachen nicht aus. Die Bewertung der Darmmotorik ist damit nur einer von mehreren
Punkten der klinischen Untersuchung und sollte zusammen mit den restlichen klinischen

Parametern zu einem Gesamtbild zusammengefligt werden.

Ein wichtiger Aspekt bei der klinischen Untersuchung ist die Beurteilung des Grades und der
Dauer von Schmerzzeichen (Whitei et al., 2005). Zu den offensichtlichen Zeichen des
Schmerzes gehoren Scharren, auf die Flanke schauen, in den Bauch treten, haufiges Hinlegen
und wieder Aufstehen sowie Walzen. Bauchschmerzen kdnnen sich aber auch durch
unauffalligere Anzeichen wie somnolentes Aussehen, tiefe Kopfhaltung und zdgerliche
Bewegung (Ragle, 1999) zeigen. Der Grad des Schmerzes hangt oft mit dem Schweregrad
der Kolik zusammen, die wiederum mit der Notwendigkeit eines chirurgischen Eingriffs
korreliert. Ein Kolonvolvulus, eine Drehung des Kolons um die mesenteriale Achse, fihrt zu
flachig auftretenden ischamischen Verletzungen. Diese verursachen hochgradige Schmerzen,
die auf eine Behandlung mit Analgetika und Sedativa nicht dauerhaft ansprechen werden. Im
Gegensatz dazu fuhrt eine nichtstrangulierende Obstruktion haufig zu einem weniger starken
Schmerz, der auf eine Analgesie anspricht. Die Beobachtung der Reaktion auf die Behandlung

mit NSAIDs oder Sedativa ist wichtig, um die Art des Schmerzes charakterisieren zu kdnnen
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(Whitei et al., 2005). Ein geringgradiger Schmerz spricht typischerweise tUber einen Zeitraum
von 8 bis 12 Stunden auf die Behandlung mit einem NSAID an. Im Gegensatz dazu wird der
mittelgradige Schmerz nur fur eine begrenzte Zeit auf eine Analgesie ansprechen und erfordert
eine wiederholte Verabreichung. Der hochgradige Schmerz manifestiert sich durch
medikamentdse Therapieresistenz, was haufig ein Indikator fir die Notwendigkeit einer
sofortigen Operation ist. Das Leitsymptom Schock in Kombination mit Bewegungsunlust wird
Uberwiegend bei einer Darmruptur (Pratt et al., 2003) oder strangulierenden Lasionen des
Dunndarms beobachtet. Ein weiterer wichtiger Punkt bei der klinischen Untersuchung ist der
Ernahrungszustand. Pferde mit Sandakkumulation neigen zu einem niedrigeren Body
Condition Score (= BCS, einem Score zur Bewertung des Ernahrungszustandes, wobei ein
niedriger BCS fiir einen schlechteren Ernahrungszustand steht), wahrend Pferde mit
Enterolithiasis aufgrund einer Alfalfa-reichen Diat zu einem hdéheren BCS neigen. Ein
schlechter Kérperzustand kann auch auf anderweitige grundlegende Krankheitsprozesse, wie

unzureichende Ernahrung, schlechte Zahne oder Parasitenbefall, hinweisen.

2.1.3 Abdominozentese

Die Analyse des Bauchhdhlenpunktates ist eine einfache und sensitive Untersuchung zur
Feststellung von viszeralen Veranderungen. Besonders bei komplexen Fallen erméglicht die
Bewertung der peritonealen Flussigkeit eine Einschatzung der pathologischen Vorgange im
Abdomen. Die vorherige Sonographie des ventralen Abdomens kann dabei helfen, eine
Ansammlung von Flussigkeit in der Bauchhdhle zu lokalisieren, was das Risiko einer
Enterozentese verringert. Das Punktat sollte in einem Einwegréhrchen zur Messung der
Proteinkonzentration und in einem EDTA-ROhrchen zur Erfassung von Zellzahl und
Hamatologie gesammelt werden. Unmittelbar nach der Entnahme sollte die Flissigkeit visuell
beurteilt werden. Normale Peritonealflissigkeit hat ein klares, farbloses bis hellgelbes
Aussehen. Blut im Punktat ist ein Indikator flr eine Darmstrangulation, wobei eine kleine
Menge an Blut bei der Punktion eines Gefalles in der Bauchdecke auftreten und somit iatrogen
verursacht worden sein kann. Physiologischerweise sammelt sich bei der Zentrifugation des
Punktates ein kleiner Absatz aus roten Blutkdérperchen, wodurch Flussigkeit mit einem
unauffalligen Aussehen zurlickbleibt (Milne, 2004). Der Normwert fir das Gesamtprotein in
der abdominalen Flissigkeit betragt weniger als 2 g/dl. Liegt eine Darmerkrankung vor, nimmt
der Wert zu. Wenn eine strangulierende Lasion vorliegt, findet zunachst ein Austritt von
Proteinen, gefolgt von roten Blutzellen und schlieBlich Leukozyten in die Bauchhohle statt.
Dies flhrt zu einem triiben und rétlich-braunen Punktat. Das Vorhandensein von Partikeln oder
Futterbestandteilen in der Flussigkeit deutet auf eine Ruptur und eine somit infauste Prognose
hin. In dieser Situation muss darauf geachtet werden, dass die Probe nicht durch eine

versehentliche Enterozentese verfalscht wurde. Es ist auch mdglich, versehentlich die Milz zu
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punktieren, was zu einer Probe mit einem blut-dhnlichem Hkt. flihrt. Zusatzlich kann an der
Peritonealflissigkeit klinische Biochemie durchgefiihrt werden, um weitere Parameter,
einschliellich Fibrinogen, Lactat, Phosphat, Glucose und pH-Wert, zu bestimmen. Ein hoher
peritonealer Laktatwert ist ein empfindlicherer Indikator fiir eine strangulierende Obstruktion
als der Plasmalaktatwert (Latson et al., 2005). Bei Pferden mit Verdacht auf eine septische
Peritonitis kdnnen die Glukosekonzentrationen im Serum und in der Peritonealflissigkeit
miteinander verglichen werden. Ein pH-Wert unter 7,3 und ein niedriger Glukosespiegel im
Punktat (weniger als 30 mg/dL) in Kombination mit einem signifikanten Unterschied zwischen
dem Serum- und dem Punktatglukosespiegel (mehr als 50 mg/dL) sind Indikatoren flr eine
septische Peritonitis (Hoogmoed et al., 1999). Die Blasenruptur bei Fohlen fihrt zu einer 1,5-
2fach erhohten Kreatinin Konzentration in der Peritonealflissigkeit im Vergleich zum
Serumwert. Gleichzeitig ist der Serumharnstoffwert erhdoht. Eine 60 U/ml Ubersteigende
Interleukin-6(IL-6) - Aktivitat konnte in der peritonealen Flissigkeit bei 155 erwachsenen
Pferden mit Enteritis, stranguliertem Darm und tddlich verlaufender Kolik assoziiert werden
(Barton and Collatos, 1999). IL-6-Werte von unter 24 U/ml sind bei der Vorhersage des
Uberlebens niitzlicher als abnormale Werte bei der Vorhersage todlicher Erkrankungen. Die
Erhéhung der alkalischen Phosphatase in der Peritonealflissigkeit korreliert mit der Schwere
der Darmschadigung, einer erhéhten Wahrscheinlichkeit der Notwendigkeit flr eine Operation

und einer schlechteren Uberlebensprognose (Saulez et al., 2004).

2.1.4 Labordiagnostik bei Kolik

Die Verwendung der Labordiagnostik ist zu einem wichtigen Bestandteil fur die Beurteilung
und Behandlung bei Kolikpatienten geworden. Eine sorgféltige klinische Untersuchung kann,
zusammen mit der Analyse von Leber- und Nierenenzymen, eine spezifischere Diagnose und
Prognose liefern. Die Messung des Hamatokrits (Hkt.) und des Gesamtproteins (TP) kann
unter Verwendung einer Zentrifuge und eines Refraktometers durchgefiuihrt werden, um
schnell den Hydrationsstatus des Patienten zu bewerten. Bei Pferden ist ein hoher Hamatokrit
sowohl bei Dunn- als auch bei Dickdarmerkrankungen mit einer schlechten Prognose
assoziiert (Proudman et al.,, 2005; Proudman et al., 2002). Im Gegensatz dazu ist bei
Patienten, die aufgrund einer Dinndarmerkrankung eine operative Behandlung hatten, ein
niedriger TP-Wert mit einer schlechten Prognose verbunden (Morton und Blikslager, 2002;
Proudman et al., 2005). Die Einflihrung von Point-of-Care-Analysatoren war hilfreich fir rasch
verfigbare Informationen Uber den Elektrolyt- und den Saure-Basen-Haushalt (Saulez et al.,
2005). Obwonhl die Mehrheit der Veranderungen, die in der Hamatologie beobachtet werden,
unspezifisch sind sie bei der Diagnose von Entziindung, Endotoxamie oder Sepsis nutzlich.
Diese Veranderungen kénnen als Thrombozytopenie, Lymphopenie, Leukopenie und als

Neutropenie mit dem Auftreten von unreifen und toxischen Neutrophilen offensichtlich sein.
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Pferde, die durch Magenrickfluss oder Durchfall Flussigkeit verlieren, zeigen im
Blutelektrolytbild h&ufig Anomalien wie einen niedrigen Natrium-, Kalium-, Calcium- und
Bicarbonatspiegel. Dies kann durch eine FlUssigkeitstherapie effektiv behandelt werden. Da
Laktat ein Produkt der anaeroben Glykolyse ist, kann der Laktatwert eine ischamische
Schadigung widerspiegeln und ist somit hilfreich bei der Einschatzung der Prognose (Latson
et al., 2005). Bei Pferden mit einem Kolonvolvulus, die eine Serumlaktatkonzentration von
mehr als 6 mmol/L haben, wird eine schlechtere Uberlebensprognose assoziiert (Johnston et
al.,, 2007). Die Messung der Anionenlicke ermoglicht die indirekte Bestimmung des
Blutlaktatwertes und ist bei der Prognose nutzlich (Bristol et al., 1982). Eine Studie an Pferden
mit Verlagerung des grof3en Kolons zeigte in 49% der Falle von rechts dorsalen Dislokationen
eine erhdhte Serum-y-Glutamyltransferase (GGT), aber nur bei 2% der Pferde mit linker
dorsaler Dislokation (Gardner et al., 2005). Dieser Anstieg der GGT bei Pferden mit dorsaler

Verlagerung nach rechts wird auf eine Obstruktion des Gallengangs zurlickgefuhrt.

2.2 Endotoxamie

Als Endotoxamie bezeichnet man das Vorkommen von Zellwandbestandteilen gramnegativer
Bakterien im Blut. Diese Zellwandbestandteile sind Lipopolysaccharide (LPS), die in der
AulRenmembran von gramnegativen Bakterien vorhanden sind und bei deren Lyse freigesetzt
werden. Eine Endotoxamie kann eine Folge von schwerwiegenden Veranderungen im Magen-
Darm-Trakt sein, sie kommt aber auch im Rahmen extraintestinaler Erkrankungen vor. Sie
entsteht immer dann, wenn es durch geschéadigte Schleimhautbarrieren zum Ubertritt von
Bestandteilen gramnegativer Bakterien ins Blut kommt. Der Dickdarm der Pferde enthalt eine
grole Menge gramnegativer Bakterien, die flr die Verdauung von Struktur-Kohlenhydraten
gebraucht werden. Sie zahlen hier zur physiologischen Darmflora (Werners et al., 2005).
(Werners et al., 2005). Bei Kolik unterschiedlicher Genese kann es zu einem vermehrten
Absterben dieser gramnegativen Darmbakterien kommen. Es gibt verschiedene
Mechanismen, die verhindern, dass LPS unter physiologischen Bedingungen den
systemischen Kreislauf erreichen. Epithelzellen der Mukosa, eine Muzinschicht und andere
dort ansassige Bakterien hemmen die Endotoxinbewegung im Darmlumen (Moore et al.,
2003). Die Epithelzellen der Darmschleimhaut sind untereinander durch Multiprotein-
Verbindungskomplexe (tight junctions) verbunden. Diese Verbindungen verhindern den
Durchtritt unerwilinschter Stoffe (wie Bakterienbestandteile) aus dem Darmlumen in das
angrenzende Gewebe (Harhaj and Antonetti, 2004). In einer Studie gelangten bei 17 gesunden
Tieren gelegentlich geringe Mengen des Toxins Uber den Pfortaderkreislauf in die Leber, wo
sie normalerweise abgebaut werden. Sie werden entweder durch hepatische Makrophagen,
die als Kupffer-Zellen bekannt sind, oder zirkulierende Anti-Toxin-Antikorper entfernt, um eine

systemische Entzindungsreaktion zu verhindern (Sykes wund Furr, 2005). Unter
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Krankheitsbedingungen konnen Endotoxine diese Abwehrmechanismen jedoch Uberwinden
und eine wichtige Rolle bei der systemischen Entzindungsreaktion beim Pferd spielen.
Strangulierende und auch entziindliche Darmerkrankungen flhren je nach Schweregrad zu
einer Schadigung der Darmschleimhaut und einer entsprechend reduzierten Darmbarriere
(Morris et al., 1991). Insbesondere oxidativer Stress und die Bildung freier Radikale kann zu
einer Zerstérung der Verbindungen zwischen den Epithelzellen fiihren (McCuskey et al.,
1996). Nun kann es zu einem Ubertritt der Lipopolysaccharide (LPS) ins Blut kommen. Wenn
Endotoxine ins Blut gelangen, 16sen sie unterschiedliche pathophysiologische Veranderungen
aus (Xie et al., 1994; Sair et al., 1996). Im Korper werden LPS durch Leukozyten,
Endothelzellen und Parenchymzellen Uber deren LPS-Rezeptor-Komplex, bestehend aus
myeloidem Differenzierungsfaktor 2 (MD2) und Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) erkannt und I6sen
ein Alarmsignal aus. Dieser Vorgang wird durch das LPS-Bindungsprotein (LBP) und CD14
(ein Oberflachenprotein von Monozyten und Makrophagen) unterstiitzt (Tobias et al., 1986;
Wright et al., 1990; McCuskey et al., 1996, Dauphinee et al., 2006). Diese Interaktion I0st die
Produktion von Zytokinen, Leukozytenaktivierung und Entzindung aus. Eine UbermaRige
Stimulation kann zur gleichzeitigen Aktivierung mehrerer paralleler Kaskaden fiihren, die zu
einem endotoxamischen Schock filhren kann (Bohannon et al., 2013; Cohen et al., 2002).
Weitere klinische Folgen einer Endotoxamie sind unter anderem Hypoxamie, DIC und eine
erhohte GefalRpermeabilitat (Ikenouchi et al., 2005).

Die ausgeldoste Zytokinantwort und Aktivierung von Entzindungszellen fuhrt zu einer
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies. So produzieren beispielsweise Makrophagen
Stickoxid (NO), das als hemmender intestinaler Neurotransmitter agiert (McCuskey et al.,
1996). Die Folge hiervon ist eine reduzierte Darmmotilitat. Eine Untersuchung an
endotoxamischen Mause zeigte, dass eine thorakale Epiduralanasthesie zu einer Reduktion
der NO-Produktion und der Makrophagenmigration fiihrte und die Epithelpermeabilitat sowie

den oxidativen Stress reduziert (Wagner und Antje, 2013).

Bei etwa 10 bis 30% der Koliker, die in eine Klinik Uberwiesen werden, kommt es im Zuge des
Krankheitsgeschehens zu einem endotoxamischen Zustand (Barton und Collatos 1999; King
und Gerring 1988; Meyers et al. 1982). Die Ergebnisse mehrerer klinischer Studien zeigten,
dass ungefahr 30% der adulten Pferde mit Koliken und 50% der kritisch kranken
neugeborenen Fohlen, die an Unikliniken Gberwiesen wurden, LPS in ihrem Kreislauf haben
(Barton et al., 1998; Senior et al., 2011). Wenn LPS detektiert wird, ist es typischerweise bei
Pferden mit Erkrankungen, die entweder eine Entziindung oder eine Ischamie in ihrer
Pathogenese aufweisen. In einer Studie war die Wahrscheinlichkeit, LPS im Kreislauf
nachzuweisen, assoziiert mit Tachykardie, erhohter Hamatokrit und klinischen Krankheiten
oder chirurgischen Befunden, die typischerweise mit der Translokation von LPS aus dem

Verdauungsapparat in den Kreislauf einhergehen (Senior et al., 2011). Studien deuten darauf
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hin, dass die Kklinischen Symptome einer Endotoxdmie durch die von aktivierten
Entzindungszellen synthetisierten, inflammatorischen Mediatoren ausgelost werden. In
diesen Studien wurden Endotoxine in unterschiedlicher Dosierung verabreicht und die
entzindlichen Veranderungen sowie die klinischen Effekte auf das Herz-Kreislaufsystem
untersucht (Hoshino et al., 1999). Endotoxine sind demnach nicht unmittelbare Ausléser der
klinischen Symptome (Collatos et al., 1995). Die Lipopolysaccharide der Zellwand lésen
hierbei beim Pferd in wesentlich niedrigeren Konzentrationen Entziindungsreaktionen aus als

andere Bakterienkomponenten.

Ein Forschungsschwerpunkt zum Thema Endotoxamie liegt im Bereich der beteiligten
Entziindungsmediatoren und erfordert die Zusammenarbeit von Biochemie und Immunologie.
Die Komplexitdt der Wirtsantwort auf LPS wurde kirzlich durch die Verwendung von
quantitativer  reverser  Transkriptions-Polymerase-Kettenreaktion  aufgeklart.  Statt
Veranderungen der zirkulierenden Konzentrationen einiger Entzindungsmediatoren zu
beobachten, ermdglicht dieser Ansatz, Veranderungen im Ausdruck einer Vielzahl von Genen
in Zellen gleichzeitig zu Uberwachen. Dieser Ansatz wurde verwendet, um die Reaktion von
Zellen zu bewerten, die von Pferden mit Koliken und Pferden nach Kohlenhydratiiberladung
des Verdauungstrakts isoliert wurden (Lopes et al., 2010; Leise et al., 2011). Zytokine wie
TNF-q, IL-1 und IL-6 sind wahrend der Sepsis erhdht, sie haben jedoch keine ausreichende
Sensitivitat oder Spezifitat fur die Entwicklung klinischer Marker (Hina et al., 2013). Ein in der
Pferdemedizin vergleichsweiser neuer Biomarker flr systemische Entziindung ist
Procalcitonin (PCT). PCT steigt schneller als das C-reaktive Protein (CRP) und sinkt mit
abnehmender Entziindungsreaktion rasch wieder ab (Standage et al.,, 2011). Eine
Endotoxamie fiihrt auch zu einer Aktivierung und Freisetzung verschiedener proteolytischer
Enzyme wie den Matrix-Metallo-Proteinasen. So ist beispielsweise die Aktivitdit von MMP-2
und MMP-9 bei Patienten mit Sepsis erhéht (Pugin et al., 1999). Die Plasma-MMP-9-
Konzentrationen sind nach LPS-Verabreichung zwischen einer und acht Stunden beim
Menschen und zwischen 30 Minuten und sechs Stunden bei Pavianen erhéht (Pugin et al.,
1999; Paemen et al., 1997). Frihere Studien haben gezeigt, dass eine Spitze in der
Konzentration von Plasma-MMP-9 bereits ein bis zwoIf Stunden nach Auslosung der Sepsis
auftritt (Pagenstecher et al., 2000; Lalu et al., 2004).

2.21 Sepsisklassifizierung

Neben dem Begriff der ,Sepsis” gibt es viele weitere Bezeichnungen, die im weiteren Sinne
die klinischen Folgen einer Endotoxadmie beschreiben. Die Sepsis, urspringlich als
Blutvergiftung definiert, ist eine generalisierte Entzindung nach Eindringen von Bakterien oder

deren Bestandteilen in den Blutkreislauf. Sie kann durch eine Vielzahl von Krankheitserregern
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verursacht werden. Der Begriff SIRS steht fir Systemic Inflammatory Response Syndrome,
wird anhand von klinischen Parametern definiert (Tabelle 1) und soll vor allem der
Risikobewertung von Patienten im klinischen Alltag dienen. SIRS beschreibt eine komplexe
pathophysiologische Reaktion, die sich nach einer Vielzahl akuter und schwerer Schaden wie
Schock, Verbrennungen, Infektionen oder Exposition gegenuber Bakterienprodukten
entwickeln kann (Bone et al. 1992). Im Jahr 1991 wurde das erste Scoring System fur SIRS in
den USA entwickelt. Ziel war es, ein umfassendes Konzept zu entwickeln, um von friher
therapeutischer Intervention zu profitieren. Eine Studie war die Grundlage fir weitere
Untersuchungen in der Humanmedizin. Im Jahre 2012 haben sich verschiedene
Organisationen und Kommissionen getroffen, um die Definitionen von Sepsis und SIRS zu
Uberarbeiten (Tabelle 1). Wenn ein Patient neben 2 SIRS Kriterien eine akute
Organfunktionsstérung von mindestens einem Organ zeigt, wird dies als schwere Sepsis
bezeichnet. Eine weitere Funktionsstorung, die trotz adaquater Fllssigkeitstherapie mit einer
anhaltenden oder wiederkehrenden Hypotonie oder Hypoperfusion einhergeht, wird als
septischer Schock eingestuft. Wenn die Organfunktionsstorung so weit fortgeschritten ist, dass
der Patient die Homoéostase ohne Intervention nicht mehr aufrechterhalten kann, spricht man

von einem Multi-Organ-Dysfunktionssyndrom (MODS) (Dellinger et al. 2013).

Tabelle1: Definition von Sepsis und verwandten Begriffen in der Humanmedizin (Dellinger
etal. 2013).

Klassifikation Parameter
Systemic Inflammatory Response Korpertemperatur > 38°C oder < 36°C
Syndrome (SIRS) Herzfrequenz = 90/Min Atmung = 20/Min

(oder PaCO2 < 32 mmHg)
WBC = 12.000/pl oder < 4000/pl oder > 10%
stabkernige neutrophile Granulozyten

Sepsis Mindestens zwei SIRS-Kriterien sind erfullt
und durch eine bekannte oder vermutete
Infektion verursacht

Schwere Sepsis Sepsis mit akutem Organversagen

Septischer Schock Sepsis mit anhaltender oder refraktarer
Hypotonie oder Gewebehypoperfusion trotz
ausreichender Flussigkeit und Reanimation

Multiple Organ Dysfunction Syndrome Das Vorhandensein einer
Organfunktionsstorung bei einem akut
kranken Patienten, so dass die Homdostase
nicht ohne Intervention aufrechterhalten
werden kann
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2.2.2 Sepsis beim Pferd

In der Pferdemedizin gibt es gegenwartigen keine einheitliche Definition fir Sepsis und SIRS.
In der Literatur werden meist Definitionen aus der Humanmedizin genutzt und die klinischen
Parameter entsprechend angepasst. Pferde reagieren auf Entziindung und Hypotension zum
Teil anders als Menschen. Sie entwickeln allerdings auch Organversagen, pulmonale,
gastroinstinale, renale und kardiovaskulare Stérungen oder eine DIC. AuRerdem kann bei
Pferden eine Hufrehe entstehen, fir die es beim Menschen keine vergleichbare Erkrankung
gibt. An labordiagnostischen Veradnderungen sind bei endotoxdmischen Pferden
Hypokalazamie, Hypophosphatamie, Hypokaliamie und Hypomagnesiamie beschrieben.

AuRerdem kdénnen Parathormon (PTH) und Insulin im Serum erhoht sein (Toribio et al. 2005).

Es gibt auch in der Pferdemedizin viele Studien, die Sepsis untersucht haben. Eine
Untersuchung an neonatalen Fohlen hat Kriterien flir die Sepsis-Diagnose basierend auf
mindestens 3 von 6 veranderten klinischen Parametern (Fieber oder Hypothermie,
Tachykardie, Tachypnoe, Leukozytose oder Leukopenie, Hyperlaktatdmie, Hypoglykamie)
beschrieben (Wong etal. 2015). Diese Studie basiert auf einem 1988 verdffentlichten
Sepsisscore und enthalt zusatzlich zu den oben genannten klinischen Parametern auch die
Blut-L-Laktat- und Serum-Kreatininkonzentration sowie die Lymphozytenzahl. Der modifizierte
Sepsis-Score zeigte allerdings keine signifikant bessere Sensitivitat und Spezifitat als das

urspriingliche Modell (Wang et al., 2018).

Trotz modifizierter Scoringsysteme stellt sich weiterhin das Problem, dass eine niedrige
Sensitivitdt den klinischen Nutzen dieser Scores einschrankt. Durch ein Absenken der
notwendigen Scorepunkte, die zur Diagnose ,Sepsis* erreicht werden missen, konnte die

Sensitivitat leicht verbessert werden (Weber et al 2015).

Bei adulten Pferden gibt es im Vergleich zu Neonaten deutlich weniger Untersuchungen zum
Thema Sepsis/SIRS. SIRS wird auch hier in den meisten Studien durch die Anderung von 2
oder mehr der folgenden Faktoren definiert: Herzfrequenz, Atemfrequenz, Temperatur und

Leukozytenzahl. Es gibt eine Studie, die 3 verschiedene Modelle zu SIRS untersucht hat.

Die Patienten wurden in drei gro3e Kategorien eingeteilt: (1) Magen-Darm-Falle; (2) Falle von
Erkrankungen des Bewegungsapparates und der Haut (Wunden und Schnittwunden,
septische Gelenke oder Sehnenblatter, Frakturen und andere); und (3) Falle mit Erkrankungen
anderer Organsysteme (Leber, Atemwege, Fortpflanzung, Urogenital, Immunsystem,

multisystemische und andere).

Die Befunde der klinischen Untersuchung und die Leukozytenzahl wurden verwendet, um auf

Grundlage der zuvor veroffentlichten menschlichen SIRS-Kriterien auch beim Pferd einen
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Sepsis-Score zu erstellen (Tab. 2). Herangezogen wurden: Herzfrequenz, Atemfrequenz,

Temperatur und Leukozytenzahl. Zusatzlich wurde die Blutlaktatkonzentration bei Einlieferung

und die Farbe der Schleimhaute bewertet. Sensitivitat und Spezifitdt unterschiedlicher Modelle

(klinische Parameter plus Laktatkonzentration bei Einlieferung und Farbe der Schleimhaute)

sind

in Tabelle 3 aufgelistet.

Ein erhohter

Blutlaktatspiegel

und eine veranderte

Schleimhautfarbe waren demnach signifikant mit einem erhdéhten Mortalitatsrisiko assoziiert.

Tabelle 2: Sepsis (SIRS) Score fiir Pferde nach Breuer und Schusser (2012).

Parameter 0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte
Allgemeinverhalten ruhig, ggr. vermindert | mgr. vermindert | hgr. vermindert
aufmerksam
Herzfrequenz/min. 28-40 41-60 61-80 >80
Atmungsfrequenz/min 10-14 15-25 26-45 >45
Innere Kérpertemperatur 37,5-38,0 37,0-37,4 oder | 36,5-36,9 oder | < 36,5 oder
(°C) 38,1-38,5 38,6-39,0 > 39,0
Petechien nicht vorhanden
vorhanden
Diarrhoe nicht vorhanden
vorhanden
Dyspnoe nicht vorhanden
vorhanden
Wunden nicht vorhanden
vorhanden
Vermehrte Pulsation nein agr. mgr. hgr.
Schleimhaute blassrosa ggr. gerotet mgr. gerotet hgr. gerotet
Infektion nachweisbar nein ja
WBC (G/l) 4,9-12,6 4,0-4,8 oder 3,0-3,9 oder < 3,0 oder
12,7-15,0 15,1-20,0 > 20,00
Stabkernige Neutrophile (%) | 0-1 2-5 5-10 >10
Thrombozyten (G/1) 122-315 60-121 30-59 <30
Kalzium (mmol/l) 2,7-3,2 <2,7
Fibrinogen (g/1) 2-4 4,1-6 6,1-8 >8
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Tabelle 3: Sensitivitdt und Spezifitét flr unterschiedliche Modelle des Sepsis Scores (SIRS)
(Roy etal 2017).

Modell Sensitivitat Spezifitat
SIRS-Score 0.62 0.89
SIRS-Score + Laktat 0.74 0.76
SIRS-Score + 0.71 0.84
Schleimhautfarbe

SIRS-Score + Laktat + 0.82 0.81
Schleimhautfarbe

2.2.3 Therapie bei Kolik und Sepsis

Bei Kolik ist es wichtig, so schnell und genau wie mdglich, klinische und weiterfihrende
Untersuchungen durchzufiihren, um eine ausreichende Informationsgrundlage flr die
nachfolgende Therapie und Prognose zu haben. Nicht nur die Kolikursache, sondern auch die
unmittelbare Entscheidung tUber therapeutische Mallnahmen (wie konservative oder operative
Behandlung), beeinflussen die Uberlebenschancen der betroffenen Patienten. Die Ziele des
medizinischen Managements sind neben Schmerzlinderung die Korrektur und
Aufrechterhaltung des Hydratationsstatus, einschlieRlich Elektrolyt- und Saure-Basen-
Haushalt, sowie die Behandlung einer mdglichen Endotoxamie. Dies wird durch die
Kombination von Analgetika, FlUssigkeitstherapie und antiendotoxamischer Therapie erreicht.
In einigen Fallen kdnnen Relaxantien oder motilitatssteigernde Medikamente eingesetzt
werden. Arzneimittel, die zur Analgesie verwendet werden, umfassen Spasmolytika, NSAIDs,
a-2-Agonisten und Opioide. Die Flussigkeitstherapie kann enteral oder intravends verabreicht
werden, nachdem das Defizit anhand der klinischen Symptome und Laborparameter
abgeschatzt wurde. Ein fortlaufender FlUssigkeitstherapieplan hilft, den Erhaltungsbedarf und
die laufenden Verluste zu bericksichtigen. Die Flussigkeitstherapie ist ein wichtiger
Bestandteil der Therapie bei Pferden mit Hypovolamie, Hypotonie, septischem Schock oder
Saure-Basen- und Elektrolyt-Stérungen. Insbesondere bei einer Langzeitinfusionstherapie
kann es notig sein Kalium, Calcium und Magnesium zur Infusionslésung zuzusetzen. Eine
antibiotische Therapie ist bei adulten Pferden und besonders bei Neonaten mit Endotoxamie
oder Sepsis indiziert. Die Auswahl des Antibiotikums erfolgt optimalerweise anhand eines
Resistenztests, allerdings ist dies je nach Ursache der Sepsis zum Teil nicht praktikabel. Der
Nachweis einer Bakteriamie erfolgt Gber eine Blutkultur (vor Medikamentengabe gewonnen),
die Anzucht von Bakterien ist hierbei schwierig. Bei einer Endotoxamie durch strangulierende

oder ischamische Darmanteile kann von einem Auslosen durch gramnegative Bakterien
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ausgegangen werden. Diese Bakterienbestandteile sind allerdings im Blut nicht
vermehrungsfahig und eine chirurgische Therapie ist wichtiger als eine antibiotische. Die
Durchfuhrung einer mikrobiellen Anzucht und eines Resistenztests nimmt einige Tage in
Anspruch, weshalb septische Patienten zunachst mit Antibiotika mit einem breiten
Wirkspektrum versorgt werden sollten. Die aktuellen Informationen zur Resistenzlage, der

Pharmakokinetik und der Gesetzeslage missen beachtet werden.

Anhand mehrerer antimikrobieller Sensitivitatsstudien an neonaten Fohlen mit Sepsis ist die
derzeitige Empfehlung zur empirischen Behandlung eine Kombination von verschiedenen
Antibiotika wie Aminoglykosiden in Kombination mit Penicillin G oder der dritten Generation
von Cephalosporinen (Tab. 4). Die gezielte Therapie sollte angepasst werden, sobald die
Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung vorliegen. Aminoglykoside sollten allerdings
bei Neonaten mit Hypovolamie oder Nephropathie vermieden werden. Im Rahmen der
Intensivtherapie ist es wichtig, regelmaRig die Vitalparameter einschlieBlich der
Extramitatentemperatur zu (berprifen und auf Urinabsatz und OdemBildung zu achten.
Aulerdem sollten, insbesondere bei Neonaten, die Glukose- und Elektrolytkonzentrationen im
Blut gemessen werden und eine arterielle Blutgasanalyse durchgeflihrt werden. Bei neonaten
Fohlen mit schweren Erkrankungen kann eine Nebennierenrindeninsuffizienz auftreten, die mit
Hilfe eines ACTH-Stimulationstests nachgewiesen werden kann (Hart et al. 2009, 2011, 2012).
Der Einsatz von Vasopressoren zur Verbesserung der peripheren Durchblutung sollte flr
spezifische Falle, die nicht auf eine reine FlUssigkeitstherapie ansprechen, vorbehalten
werden. Zu den antiendotoxdmischen Therapieoptionen gehdren die Beseitigung der
zugrundeliegenden Ursache, die Neutralisierung von zirkulierendem Endotoxin, die Hemmung
der Endotoxin-induzierten Aktivierung der Entziindungskaskade und die Hemmung der
Endotoxin-induzierten Veranderungen der Koagulation und der fibrinolytischen Systeme. Das
kationische antimikrobielle Polypeptid Polymyxin B bindet als , Toxinfanger* an die Lipid-A-
Untereinheit der LPS und reduziert deutlich die klinischen Symptome einer Endotoxamie. Zu
diesen Therapieoptionen zahlen weiterhin auch Plasma (das Antikérper gegen die Lipid-A-
Untereinheit des LPS enthalt), Heparin und Pentoxifyllin. Ublicherweise werden NSAIDs
aufgrund ihrer Fahigkeit, die ProstaglandinProduktion durch Hemmung des
Arachidonsaurestoffwechsels zu verhindern, eingesetzt. Der am haufigsten verwendete
Wirkstoff ist Flunixin-Meglumin, das entweder in einer Dosierung von 0,25 mg/kg KGW oder
1,1 mg/kg KGW verabreicht wird. Die Verwendung der niedrigen Dosis ist darin begriindet, um
die Anzahl der negativen Auswirkungen einer experimentellen Endotoxinverabreichung zu
reduzieren, sodass nur noch ein niedrigeres Risiko fir Nebenwirkungen besteht.
Nebenwirkungen von NSAIDs wie gastroduodenale Ulzerationen und papillare

Nierennekrosen kénnen insbesondere bei dehydrierten Tieren auftreten.
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In der Humanmedizin stehen unterschiedliche weitere entzindungshemmende Medikamente
zur Verfugung: Ethylpyruvat (EP) ist ein Derivat von Pyruvat, das entzindungshemmende
Wirkungen ausubt, indem es die Bindung von DNA an NFkf blockiert und die Expression
proinflammatorischer Zytokine hemmt (Fink 2003; Mizutani et al. 2011). Ein sogenanntes
Nanopartikel-Targeting von neutrophilen Granulozyten vermeidet die Adhasion der
Neutrophilen an den BlutgefaBwanden und damit deren Auswanderung zum Ort des
Entziindungsgeschehens (Wang et al. 2014). Studien weisen darauf hin, dass es im Rahmen
einer Sepsis zu Unterschieden in der Genexpression bei Menschen und Mausen kommt (Seok
etal., 2013). Hier liegt die Annahme nahe, dass es auch zwischen Pferd und anderen Tierarten
bzw.dem Menschen Unterschiede gibt. So hat sich herausgestellt, dass natirliche und
synthetische Lipid-A-basierte Verbindungen beim Menschen als LPS-Antagonisten, bei
Pferden jedoch als Agonisten wirken (Bryant et al., 2007). Sie kénnen daher in der

Pferdemedizin nicht als Therapeutika eingesetzt werden.

Tabelle 4: Dosierungen von héufig verwendeten Medikamenten fiir Pferde mit Endotoxindmie

oder Sepsis.

Medikament Dosierung Referenz
Polymyxin B sulphat 5000 U/kg KGT i.v. Barton et al. (2004)

6000 U/kg KGT every 8 h for 5 treatments i.v. Morresey and Mackay (2006)

10 000 U/kg KGT i.v. Parviainen et al. (2001)
Dexamethasone 0,5 -2 mg/kg KGT i.v. (Allen 1993a; Robinson 1997)
Prednisolon 0,25-2 mg/kg KGT i.v. Templeton et al. (1987)
Pentoxifyllin 7.5 mg/kg KGT Bolusinjektion, gefolgt von 1,5 mg / Barton et al. (1997a,b)

kg /st fir 3 St i.v.

7.5 mg/kg KGT Bolusinjektion, gefolgt von 3 mg / kg | Barton et al. (1997a,b)

/st fur 3 Sti.v.

10 mg/kg KGT j12 St for 8 Tagen p.o. Liska et al. (2006)
Clenbuterol 0.75 pg/kg KGT i.v. einmalige Verabreichung Laan et al. (2006)

0.8 pug/kg KGT p.o. einmalige Verabreichung Cudmore et al. (2013)
Flunixin Meglumin 0.25 mg/kg KGT alle 8h i.v. Semrad et al. (1987)

1.1 mg/kg KGT alle 12h i.v. Naylor et al. (2014)
Meloxicam 0.6 mg/kg KGT j 12 ST i.v. Naylor et al. (2014)
Phenylbutazone 4.4 mg/kg KGT i.v. King and Gerring (1989)

20 mg/kg KGW i.v. einmalige Verabreichung Kelmer et al. (2008)
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Dimethyl sulphoxide
(DMSO)

1 g/kg KGW i.v. einmalige Verabreichung

Reeves et al. (1990),
Kelmer et al. (2008)

Ketamin

(zur Analgesie)

1.5 mg/kg/St i.v.

Lankveld et al. (2006)

Startdosen von 4,8; 3,6; 3,0; 2,4 mg/kg/h in
Intervallen von 10 min i.v., gefolgt von einer

Erhaltungsrate von 1,5 mg / kg / ST fuir 320 min

Alcott et al. (2011)

Ethyl pyruvate

150 mg/kg KGT in 1L lactated Ringer's solution

infused In 60 min

Schroeder et al. (2011),
Jacobs et al. (2013)

Phospholipid 200 mg / kg KGT uber einen Zeitraum von 2 Winchell et al. (2002)
emulsions Stunden infundiert
100 mg / kg KGT (iber einen Zeitraum von 30 Moore et al. (2007)
Minuten infundiert
Amikacin 21-25mg/kg i.m. oder i.v. 1x tgl.fur Fohlen Wilson and Madigan (1989);
Marsh and Palmer (2001);
Sanchez (2005);
Theelen et al. (2014a)
Gentamicin 6.6 mg/kg i.m. oder i.v. 1x tgl.

Sodium/potassium

22,000-44,000 IU/kg KGW i.v. alle 6 h

Procaine

22,000-44,000 IU/kg KGW i.m. alle 12 h

Ampicillin sodium

15-50 mg/kg KWT i.m. oder i.v. alle 6-8 h

Ceftiofur

2-5mg/kg i.m. oder i.v., alle 6-12 h

Oxytetracycline

6.6—15mg/kg i.v. J. 12-24 ST. Adulte Pferde

Bertin et al. (2013)

Dobutamin 1-15 ug/kg KGW/min i.v. kontinuierliche
Infusionsrate.
Dopamin 1-20 pg/kg KGW/min i.v. kontinuierliche

Infusionsrate.

Norepinephrin

0.05-1 pyg’kg KGW/min i.v. kontinuierliche

Infusionsrate.

Epinephrin

0.01-0.05 mg/kg KGW i.v.

Vasopressin

0.0005-0.001 1U/kg KGW/min i.v. kontinuierliche

Infusionsrate.

Heparin mit niedrigem

Molekulargewicht

50 IU/kg KGW alle 24 h s.c.
Adulte Pferde

Feige etal. (2003)

Heparin mit niedrigem

Molekulargewicht

100 1U/kg alle 24 h s.c.
Fohlen

Armengou et al. (2010)

18




Literatur

2.3 Matrix-Metalloproteinasen

MMPs sind eine groRe Familie von Proteinen in der extrazellularen Matrix (ECM), die Enzyme
mit gemeinsamen funktionellen Domanen und gleichen Aktivierungsmechanismen darstellen.
Alle MMPs werden als Zymogene oder als Pro-MMPs sekretiert, bei denen es sich um eine
inaktive oder latente Form handelt. Diese latenten MMPs mussen aktiviert werden, um ECM-
Komponenten spalten zu kénnen (Maskos and Bode, 2003). Sie werden durch Hormone,
Zytokine und Wachstumsfaktoren reguliert und von einer Reihe von proinflammatorischen
Zellen und Bindegewebszellen einschlielllich Osteoblasten, Fibroblasten, Endothelzellen,
Neutrophilen und Lymphozyten ausgeschieden. MMPs werden durch verschiedene Arten von
Inhibitoren gehemmt, wobei Metalloproteinasen-Gewebe-Inhibitoren (TIMPs) die wichtigsten
sind (Brew et al., 2000). Das Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs ist fir die Kontrolle
des ECM-Abbaus und die Remodellierung von normalem und abnormalem Gewebe
verantwortlich (Bode et al., 1999). TIMPs kénnen MMPs durch Bildung eines 1:1-Komplexes
hemmen (Visse and Nagase, 2003). Eine Stérung des MMP-TIMP-Gleichgewichts kann zu

Erkramkumgen flhren.

Typ und Struktur der Matrix-Metalloproteinasen werden in 10 Untergruppen eingeteilt.
Untergruppen von MMPs sind Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18),
Gelatinasen (MMP-2, MMP-9), Stromelysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11), Matrilysine (MMP-
7, MMP-26), Furin-aktivierte sekretierte MMPs (MMP-11, MMP-28), Transmembrantypen
(MMP-14, MMP-15, MMP-16), GPI-linked Membrantypen (MMP-17, MMP-24, MMP-25),
Vitronectin-linked Insert-MMPs (MMP-21), Cys/Pro-Rich-IL-1-receptor like domain MMPs
(MMP-23) und MMPs ohne Gruppenbezeichnung (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-27,
MMP-28) (Yong et al., 2001; Krizkova et al., 2011). Molekulargewichte von MMPs (latente
Form) liegen zwischen 28.000 und 76.000 Da. Das kleinste MMP ist MMP-7 mit einem
Molekulargewicht (latent / aktiv) von 28.000 / 19.000 Da. Das grofite MMP ist MMP-9 mit einem
Molekulargewicht (latent / aktiv) von 76.000 / 67.000 Da.

MMPs kénnen bei der Pathogenese von Entziindungen beispielsweise durch das Spalten von
Entziindungsmediatoren anti-inflammatorische, aber auch pro-inflammatorische Effekte durch
ihr Mitwirken beim Anlocken von Entziindungszellen auslésen (Haro et al. 2000). MMP9
forderten in Modellversuchen bei Mausen mit Schlaganfallen, Herzinfarkten, Asthma, Aorten-
Aneurysmen, autoimmunen Encephalomyelitiden und Alzheimer die Entstehung von
Entzindungen, wahrend sie bei Modellen von Nierenerkrankungen und Dermatitiden
antientziindliche Wirkung hatten (Lee et al. 2005; Lanone et al. 2002; Lelongt et al. 2001; Asahi
et al 2001; Pyo et al. 2000).
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In der Pferdemedizin weisen aktuelle Forschungsansatze auf die bedeutende Rolle der Matrix-
Metalloproteinasen bei der Regulation von Entzindungskaskaden im Zusammenhang mit
verschiedenen Erkrankungen hin. FUr orthopadische Erkrankungen beim Pferd, die mit
Entzindungen einhergehen, wie eine Laminitis, Synovitis oder Arthritis, erfolgten bereits
Nachweise, dass diese von einer vermehrten Aktivitat beziehungsweise Produktion vor allem
von MMP2, 9 und 8 begleitet werden (Loftus et al. 2009; Fietz et al. 2008; Marttinen et al.
2006). Pferden, denen LPS zugefiuhrt wurde, verfiigen aullerdem Uber eine erhdhte
Konzentration von MMP 2 und 9 im Plasma, die sich durch die Gabe von nichtsteroidalen
Entziindungshemmern und Antibiotika (Doxyzyklin, Oxytetrazyklin, Flunixin-Meglumin und
Pentoxifyllin) wieder senken lasst (Fugler et al. 2013). Des Weiteren konnte eine vermehrte
gelatinolytische Aktivitdat von MMP2 im Serum von Pferden mit einer akuten Kolik zur

Abschatzung eines Nierenversagens nachgewiesen werden (Arosalo et al. 2007).

2.3.1 MMP-9 beim Pferd

Bei Pferden gibt es verschiedene Hinweise auf erhohte MMP-Aktivitat im Zusammenhang mit
Osteoarthritis und Gelenkerkrankungen. Erhoht sind im Detail MMP-1, MMP-2, MMP-9 und
MMP-14. (Zrimsek et al., 2007). Laminare MMPs wurden erstmals an HufrehePatienten
isoliert, als entdeckt wurde, dass laminitisches Gewebe eine signifikant hdhere MMP-2- und
MMP-9-Aktivitat als nichtlaminitisches Gewebe aufwies (Pollitt et al., 1998). Hypoxie erhdhte
die Expression von aktivem MMP-2 und -9 in Keratinozytenkulturen signifikant. Diese
Hochregulation wurde nach 6 Stunden beobachtet und erreichte nach 24 Stunden ihren
Hoéhepunkt. Es wird angenommen, dass die Gelatinase MMP-2 eher am Umbau des normalen
Gewebes als an der Pathogenese der Krankheit beteiligt ist, da sie auch bei gesunden Pferden
vorhanden ist und durch Antigenstimulation relativ wenig verandert wird (Koivunen et al.,
1997b; Raulo et al, 2001a). Umgekehrt wird MMP-9 als das wichtigste aktive MMP
angesehen, das in der Lunge von RAO-Pferden vorhanden ist, nachdem sie verschiedenen
Reizstoffen aus Heustaub, wie Schimmelpilzen und Milbenextrakten, ausgesetzt waren
(Simonen-Jokinen et al., 2005a, b). Sowohl Pro-MMP-9 als auch aktives MMP-9 sind in der
bronchoalveolaren Spulflissigkeit (BALF) der betroffenen Pferde im Vergleich zu gesunden
Pferden nach Exposition gegenilber verschimmeltem Heu oder Stroh signifikant erhoht
(Nevalainen et al., 2002). Diese MMP-9-Spiegel sind signifikant mit der Anhaufung von
Neutrophilen korreliert, was die Entzindungskomponente dieser allergischen Reaktion
hervorhebt (Nevalainen et al., 2002). Neuere Forschungen haben gezeigt, dass Pilze wie
Aspergillus fumigatus, die sich auf organischem Material befinden, bei betroffenen Pferden
durch Aktivierung von latentem Pro-MMP-9 Epithelschaden verursachen koénnen (Simonen-
Jokinen et al., 2006). In friiheren Studien konnten Forscher einen signifikanten Anstieg der

MMP-9-Konzentration in der bronchoalveolaren Spiilflissigkeit von Pferden nachweisen, die
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an leichtem bis mittelschwerem und schwerem equinem Asthma litten, was sich wahrend einer
erfolgreichen Therapie normalisierte (Barton et al., 2015; Barton et al., 2016). Eine weitere
Studie wurde durchgeflihrt, um zu untersuchen, ob die Expression des extrazellularen Matrix-
Metalloproteinase-Induktors (EMMPRIN) in Equiden-Lungen nachgewiesen werden kann und
ob EMMPRIN gemeinsam mit der Expression von Matrix-Metalloproteinase 2 und 9 in
bronchoalveolarer Spulflissigkeit (BALF) von Pferden mit chronischer Lungenerkrankung
vorhanden ist. Die Expression des EMMPRIN-Proteins wurde in BALF-Zellen aller Pferde
identifiziert. Die Expression von EMMPRIN-Protein korrelierte mit der Expression von MMP-2-
und -9-Proteinen, der gelatinolytischen Aktivitat von MMP-9 und der Neutrophilie der
Atemwege (Rossi et al., 2017). Es wurde gezeigt, dass prakorneale Tranenfiimproben mit
Ulzera signifikant hdhere MMP-2 und MMP-9 Konzentrationen enthalten als gesunde Augen
(Strubbe et al., 2000). Man nimmt an, dass die Expression der Kollagenase MMP-1 und der
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 fir die Epithelwanderung bzw. den Umbau des hornhaut
verantwortlich sind (Mulholland et al., 2005). Obwohl die gelatinolytische Aktivitat bei Pferden
mit ulzerativer Keratitis anfangs hoch ist, nimmt sie mit der Heilung der Geschwiire ebenfalls
ab (Ollivier et al., 2004). MMP-2 und MMP-9 wurden aulRerdem aus Wundgewebe und -
flussigkeit von Pferden isoliert (Cochrane, 1997). Dort sind MMP-2 und MMP-9 wichtig flr den
Heilungsprozess. Eine weitere Studie zeigte, dass die Anderungen der MMP-2- und MMP-9-
Aktivitaten fur die Gewebereorganisation wichtig sein koénnen, die flir den Eisprung im
Eierstock des Pferdes erforderlich ist (Sessions et al., 2009). Nach Kenntnisstand gibt es
keinen endgultigen Beweis fir die Rolle von MMPs bei der Erhéhung der Darmpermeabilitat
beim Pferd, obwohl eine kirzlich durchgefuhrte Studie ergab, dass Pferde mit Koliken im
Vergleich zu gesunden Kontrolltieren hdhere Serumkonzentrationen von MMP-2 aufwiesen.
(Arosalo et al., 2007) zu der Annahme, dass MMP-2 bei der Pathogenese von Koliken eine
Rolle spielen kdnnte, moglicherweise Uber eine erhdhte Zellpermeabilitadt (Arosalo et al.,
2007). So wurde gezeigt, dass Pferde in den Prodromalstadien der durch Kohlenhydrate
induzierten Laminitis eine voribergehende Phase mit erhéhter Darmpermeabilitat erfahren

(Weiss et al., 2000), wahrend der Toxine aus dem Darm in den Kreislauf gelangen kdénnen.
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3 Material und Methode

Die praktischen Untersuchungen wurden im Zeitraum zwischen September 2015 und
September 2019 in der Klinik fir Pferde, allgemeine Chirurgie und Radiologie, Fachbereich
Veterinarmedizin, Freie Universitat Berlin durchgefihrt. Alle Pferde zeigten nach Aussage der
Haustierarzte Koliksymptome. In der vorliegenden Studie wurden alle diesbezliglichen
Informationen dokumentiert. Die studienbezogenen labordiagnostischen Auswertungen
erfolgten aus weiterverwendeten Proben (Plasma und Bauchhoéhlenflissigkeit), die im

Rahmen der Routinediagnostik enthnommen worden waren.

Es wurden nur Pferde in die Studien aufgenommen, bei denen aus diagnostischen Griinden
eine Abdominozentese durchgefuhrt wurde. Es handelte sich somit nach § 8a Abs. 1 Nr. 3b

des Tierschutzgesetzes nicht um einen anzeige- oder genehmigungspflichtigen Tierversuch.

3.1 Patientengut

Insgesamt wurden 47 Warmblutpferde, die in die Pferdeklinik der Freien Universitat Berlin
eingewiesen wurden, in die vorliegende Studie eingeschlossen. Diese wurden aufgrund einer
Kolik unterschiedlichen Schweregrades zur genauen Untersuchung und Therapie in die Klinik
Uberwiesen. Die Grunddaten einzelner Pferde wie Rasse, Alter, Geschlecht, Gewicht, GroRRe
und Anamnese wurden dokumentiert. Die Ergebnisse der klinischen, weiterfiihrenden und
labordiagnostischen Untersuchungen wurden in der vorliegenden Studie ausgewertet. Die

Pferde wurden nach Art der Kolik in verschiedene Gruppen aufgeteilt.

In der Anamnese wurden Kolikdauer, Kontinuitat, Vorbehandlung, Futterung, Haltung und
Nutzung des Pferdes sowie Entwurmungsstatus festgehalten. Erste Informationen wurden
vom Besitzer oder Hausarzt eingeholt. Im Rahmen der durchgefiihrten Eingangsuntersuchung
wurde eine Diagnose oder Verdachtsdiagnose erstellt und entschieden, ob die Erkrankung
medizinisch oder chirurgisch behandelt werden musste. Im Anschluss erfolgte gegebenenfalls

eine diagnostisch-therapeutische Laparotomie.
3.2 Vorbericht und Vorbehandlung
Die Dauer der Kolik umfasste die Zeit zwischen dem Auftreten der ersten Koliksymptome, wie

vom Besitzer berichtet, und der klinischen Bewertung in der Klinik. Die Information wurde in

Stunden angegeben.
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Die Symptome der Kolik wurden stindlich dokumentiert. Nach anfanglicher Behandlung der

Kolik wurde diese als intermittierend oder kontinuierlich beurteilt.

Die Beurteilung des Kolikgrades erfolgte anhand des allgemeinen Verhaltens und der Starke
der Koliksymptome: keine Kolik (allgemeines Verhalten ruhig und aufmerksam), geringgradige
Kolik (leichte Unruhe, Scharren des Bodens), mittelgradige Kolik (haufiges Urinieren, Hinlegen
und Aufstehen, langes Liegen auf der Seite) oder hochgradige Kolik (heftiges Walzen,
Schwitzen, Tachypnoe, Verletzungen des Koérpers und des Gesichts durch Walzen und

Umschlagen, Apathie).

Die vorberichtliche Behandlung durch den Uberweisenden Tierarzt beinhaltete in den meisten
Fallen Spasmoanalgetika (meist Butylscopolamin und Metamizol), selten Flunixin-Meglumin

und Xylazin und die Verabreichung von Laxantien in Form von Natriumsulfat und Paraffindl.

3.3 Klinische Kolikuntersuchung

Die Korperinnentemperatur wurde rektal mit Hilfe eines Digitalthermometers bestimmt. Die
gemessenen Werte wurden in °C angegeben. Die normale Temperatur fir ein ruhendes Pferd
betragt 37 bis 38 °C. Die Verwendung der Nasenschlundsonde wurde dokumentiert und
klassifiziert als negativ (physiologischer Mageninhalt) oder positiv (Rlckfluss von Mageninhalt,
Gas, Reflux von mehr als 3 Liter, in einigen Fallen Bestimmung des pH-Wertes). Die
Atemfrequenz wurde von schrag hinten anhand der Flankenbewegung/Flankendehnung
gezahlt. Die Atemzuge wurden pro Minute angegeben. Die normale Atemfrequenz des Pferdes
liegt bei 8 bis 16 Atemzugen in der Minute. Der Herzschlag wurde mit dem Stethoskop hinter
der linken Ellenbogenspitze abgehort und pro Minuten angegeben. Herzfrequenzen von 25-
40 Schlagen pro Minute sind bei ruhenden Pferden physiologisch. Die Pulsqualitat wurde an
der A. facialis beurteilt. Darmgerausche wurden mit dem Stethoskop durch Abhéren der
oberen und unteren Flanke auf der linken und rechten Seite ausgewertet. Bei der Bewertung
der Elastizitat der Haut wurde eine Hautfalte in der Mitte bis zum unteren Drittel des Halses
gezogen und ihr Verstreichen bewertet. Als physiologisch gilt ein vollstandiges Verstreichen
der Hautfalte innerhalb von 2 Sekunden. Eine Verzégerung von 5 Sekunden oder mehr wird

als deutlich pathologisch gewertet.

Die Kopfschleimhaute sollten rosa, glanzend und feucht sein. Blasse oder trockene
Schleimhaute sprechen fiir eine Dehydratation, ikterische Schleimhaute kénnen auf eine
Lebererkrankung hinweisen wahrend blaulich-violette Schleimhdute eine Endotoxamie
anzeigen konnen. Das Blutangebot dient der Beurteilung der Kreislaufsituation. Das
Blutangebot wurde durch Kompression der Vena jugularis im unteren Drittel des Halses und

Lésen des Staus beurteilt. Die Kapillarfullungszeit (KFZ) wurde an der Maulschleimhaut im
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Bereich der Gingiva des Ober- oder Unterkiefers geprift. Die Schleimhaut wurde durch einen
mafig festen Fingerdruck komprimiert und die Kapillarfillungszeit beurteilt. Physiologisch war
Reperfusion in unter 3 Sekunden. Die Kotbeurteilung erfolgte nach Entnahme aus der Ampulla
recti bei der transrektalen Palpation bzw. nach spontanem Kotabsatz. Der Appetit wurde als

normal oder reduziert (Inappetenz) bewertet.

Bei der rektalen Untersuchung wurden folgenden Bewertungskriterien verwendet: Position der
Darmabschnitte - Durchmesser der Darmabschnitte - Elastizitdt der Darmwand und
Konsistenz des Darminhaltes - Motilitdt des Darms - Darmoberflache - Ligament zwischen Milz

und Niere -Schmerzhaftigkeit von Darmabschnitten).

Auf Grund der klinischen Befunde, sowie der laborbefunde und gegebenenfalls vorliegenden
Operationsbefunde wurden verschiedene Kolikursachen diagnostiziert, die entweder im
Magen, Dinndarm oder Dickdarm lokalisiert waren: Dilatation, Enteritis, Gastritis, Hernie,
lleus, Invagination, Meteorismus, Obstipation, Peritonitis, spastische Kolik, Torsion,

Strangulation, Magendilatationen, Volvulus oder Dislokation (siehe Tabelle 10 im Anhang).

3.4 Labordiagnostik

3.4.1 Blutproben

Bei allen Kolikpatienten wurden Blutproben entnommen um die aktuelle HerzKreislaufsituation
und Hydratation zu beurteilen. Die Entnahme erfolgte an der Jugularvene unter sterilen
Kautelen und wurde vom jeweiligen diensthabenen Tierarzt durchgefuhrt (Abb. 1). Zu
diagnostischen Zwecken erfolgte die Bestimmung von Hamatokrit, Gesamteiweil,
Differentialblutbild und der vendsen Blutgasanalyse (siehe Tab. 13 im Anhang). Der
Hamatokrit wurde nach Zentrifugation (Mikro-Hamatokrit-Zentrifuge bei 12000 U/min fir 3
Minuten) bestimmt. Die Plasma Gesamtproteinkonzentration wurde mit einem Refraktometer

unter Verwendung der fur die Hamatokritmessung zentrifugierten Probe gemessen.
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Abbildung 1: Entnahme von venésem Blut aus der Jugularvene in einem sterilen Réhrchen

bei einem Kolikpatienten.

Zur Gewinnung von Plasma und Serum fir die Untersuchung auf MMP-9 wurden die
Blutproben in 5 ml EDTA-R6hrchen fir Plasma und in 10ml Serumréhrchen ohne Verdinner
Uberfiihrt und vorsichtig gemischt. Anschlieffiend wurden sie bei 3500 U/min 10 Minuten lang
zentrifugiert und das erlangte Material bis zur endgultigen Analyse bei -80°C eingefroren und
am Ende der Studie an ein externes Labor (fzmb GmbH, Forschungszentrum fur

Medizintechnik und Biotechnologie, Bad Langensalza) zur Messung von MMP-9 geschickt.

3.4.2 Bauchhohlenfliissigkeit

Die Bauchhohlenflissigkeitsproben wurden am stehenden Pferd unter Fixation mit einer
Oberlippenstrickbremse entnommen (Abb. 2, 3). Der Bereich zwischen dem Sternum und dem
Nabel, ca. 5 Finger breit um die Mittellinie wurde geschoren und desinfiziert. Mithilfe einer
Tuohy-Bauchhoéhlenpunktionskantle (19 Gauge), wurde die Haut in der Mittellinie an der
tiefsten Stelle des Abdomens eingestochen und die Kanule je nach Dicke von Haut/Unterhaut
und Muskulatur etwa 3-5 cm vorgeschoben. Die Peritonealflissigkeit wurde in ein 5 ml

Roéhrchen (ohne EDTA) gefiillt. Die Bauchhdhlenpunktate wurden makroskopisch analysiert,
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das Gesamtprotein per Refraktometer bestimmt, das Laktat sowie die Gesamtzellzahl
maschinell ermittelt (siehe Tab. 12 im Anhang) und der Rest der Ergussflussigkeit bei 3500
U/min far 10 Minuten zentrifugiert (Hettich Rotofix 32 Zentrifuge). Die zellfreie Probe wurde
anschlief’end zur Konservierung fir die MMP-9 Analysen bei -80 °C eingefroren und am Ende
der Studie gesammelt zur Messung von MMP-9 in ein externes Labor versandt (fzmb GmbH,

Forschungszentrum fur Medizintechnik und Biotechnologie, Bad Langensalza).

Abbildung 2: Entnahmeutensilien (a). und Entnahme von Peritonealfliisigkeit in einem sterilen

Roéhrchen.
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Abbildung 3: Sterile Entnahme von Peritonealfliisigkeit in einem sterilen Réhrchen.

3.4.3 Sepsis-Scoring

Zur Einschatzung des Schweregrads der Endotoxamie der Patienten wurden sie mittels eines
modifizierten (reduzierten) Sepsis-Scores nach Breuer und Schusser anhand ihres klinischen
Bildes und zweier Laborparameter (Leukozytenzahl in G/I und ionisiertes Kalzium in mmol/l)
beurteilt (Tab. 5). Das Allgemeinbefinden, die Herzfrequenz, die Atemfrequenz, die innere
Kdrpertemperatur, die Maulschleimhaut sowie die Anzahl der wei3en Blutkdrperchen pro Liter
EDTA-BIlut wurden festgehalten und von null bis maximal drei bewertet. Zusatzlich wurde die
per venodser Blutgasanalyse bestimmte Konzentration an ionisiertem Kalzium mit null oder
einem Punkt beziffert (siehe Tab. 9 im Anhang). Die maximal zu erreichende Punktzahl des
Sepsis-Scores lag bei 19 Punkten. Patienten mit sechs Punkten oder weniger wurden als
»negativ fir das Vorliegen einer Sepsis beurteilt (< 6/19), jene mit sieben bis neun Punkten
als ,fraglich® (7-9/19) und Pferde mit zehn oder mehr Punkten als ,positiv* (> 10/19).
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Tabelle 5 ,Sepsis Score“ modifiziert nach Breuer und Schusser (2012): Klassifikation in
negativ (< 6/19 Punkte), fragwlirdig (7-9/19 Punkte) oder positiv (2 10/19 Punkte) fiir Sepsis.

Parameter/Punkte 0 1 2 3
Allgemeinbefinden ungestort ggr. reduziert mgr. reduziert hgr. reduziert
Herzfrequenz 28-40 41-60 61-80 >80
Atemfrequenz 10-14 15-25 26-45 > 45
37,0-37,4 od. 36,5-36,9 od. 38,6-
Temperatur [°C] 37,5-38,0 <36,5 od. >39,0
38,1-38,5 39,0

hgr. gerdétet, toxic

Maulschleimhaut blassrosa ggr. gerotet mgr. gerodtet i
ine
Ca?* [mmoll/l] 1,5-1,8 <15
4,0-4,8 od. 3,0-3,9 od. 15,1-
WBC [G/1] 4,9-12,6 <3,0 od. >20,0
12,7-15,0 20,0

3.4.4 Sandwich-ELISA

Die gesammelten Blut- und Peritonealflissigkeitsproben wurden mithilfe eines ELISAs im fzmb
GmbH, Forschungszentrum fir Medizintechnik und Biotechnologie zur Quantifizierung
verschiedener Entziindungsmarker analysiert. Eine der ELISA-Techniken (Sandwich-ELISA
oder auch Antigen-ELISA) verwendet zwei Antikorper (AK), die beide spezifisch an das
nachzuweisende Antigen binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide Antikdrper an
unterschiedlichen Stellen (Epitope) an das Antigen binden, da sie sich sonst gegenseitig

behindern wirden. Der erste Antikorper (engl. coat antibody oder capture antibody) wird an
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eine feste Phase (meist Mikrotiterplatten mit 96 wells genannten Vertiefungen) gebunden. Die
Probe mit dem nachzuweisenden Antigen wird dann in die wells gegeben und eine Zeit lang
inkubiert. Wahrend dieser Zeit bindet der an die Platte gebundene Antikérper das in der Probe
vorhandene Antigen. Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte gewaschen: Die
ungebundenen Bestandteile der Probe werden dadurch entfernt, und zuriick bleibt nur das am
ersten Antikdrper gebundene Antigen. Ein zweiter primarer, unmarkierter Detektionsantikdrper
wird hinzugeflugt, um das Sandwich zu vervollstandigen. Durch erneutes Waschen der Platte
wird der Uberschissige Detektionsantikbrper ausgewaschen. Das Ergebnis kann quantifiziert
werden, indem ein markierter sekundarer Antikdrper hinzugefligt wird, der an den zweiten
primaren Antikdrper bindet und die enzymatische Farbreaktion katalysiert. FUr quantitative
Nachweise wird (Ublicherweise eine Serie mit bekannten Antigenkonzentrationen
(Standardreihe) durchgeflihrt, um eine Kalibrierungskurve flir das gemessene Signal (optische

Extinktion, emittierte Intensitat) zu erhalten.

3.4.5 MMP-9 - ELISA

Die aus dem Patientengut gewonnenen Proben und die Bestandteile des Kits wurden auf
Raumtemperatur erwarmt (18-25°C). Die Standards wurden gemaR der Anleitung erstellt und
die Verdinnungen wurden kalibriert. 100yl jeder Verdinnung von Standard, Leerwert und
Proben wurden in die entsprechenden Wells hinzugeflgt, bedeckt und bei 37°C fur 2 Stunden
inkubiert (Abb. 4). Anschlielend wurde die Flussigkeit entfernt. 100 yl Detektor (A) wurden zu
jedem Well hinzugegeben, mit Platten bedeckt und bei 37°C fur 1 Stunde inkubiert. Die
Flissigkeit wurde entfernt,350 pl Waschpuffer wurden zum Waschen verwendet und 1-2
Minuten ruhen lassen. Die Flussigkeit wurde aus allen Wells vollstandig entfernt, indem die
Platte auf absorbierendes Papier getupft wurde. Die Wells wurden dreimal gewaschen. Nach
dem letzten Waschgang wurde jeglicher verbleibender Waschpuffer entfernt. Anschlieend
wurden 100 pl der Detektor B Arbeitsldésung in jedes Well gegeben und 30 Minuten lang bei
37°C inkubiert. Die Waschschritte wurden insgesamt funfmal durchgefiuhrt. 90 ul TMB-
Substratlésung wurden zu jedem Well gegeben. Mit einer Platten bedeckt wurden die Wells
fur 30 Minuten lichtgeschitzt bei 37°C inkubiert. Die Flissigkeit wurde durch Zugabe einer
Substratlésung blau. 50 ul Stopplésung wurden in jedes Well gegeben, so dass die Flussigkeit
gelb wurde. Die Absorbtion wurde durch einen ELISA Mikroplattenleser (Fluorescence Reader

Tecan "infinite") bei 450 nm gemessen.
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Abbildung 4: ELISA — Mikroplatte fiir MMP-9.

3.5 Statistik

Die Daten wurden statistisch analysiert und mit SPSS Statistics ® (Version 25) grafisch
dargestellt. Die einzelnen numerischen Parameter wurde als Medianwerte (xM),
arithmetisches Mittel + Standardabweichung (+ SD) angegeben. Die Daten wurden mit Hilfe
des Shapiro Wilks-Tests und der Sichtprifung auf Normalverteilung getestet. Um eine
Normalverteilung der Daten zu erreichen, wurden die MMP-9-Konzentrationen in Plasma und
Peritonealflissigkeit auf die Basis von 10 logarithmiert. Der Einfluss des Sepsis-Scores, der
Rasse, des Geschlechts, des Alters und des Kdérpergewichts auf die MMP-9-Konzentrationen
in Plasma bzw. Peritonealflissigkeit wurde mit Hilfe eines allgemeinen linearen
Regressionsmodells untersucht. Die schrittweise Rickwartsauswahl wurde verwendet, um
Variablen zu eliminieren, die nicht wesentlich zum Modell beitrugen. Fir Peritonealflissigkeit
blieben Rasse und Gesamtbewertung im endgultigen Modell, fiir Plasma blieben Gewicht und
Gesamtbewertung erhalten. Das Signifikanzniveau wurde auf P < 0,05 eingestellt. Eine ROC-
Analyse wurde durchgefiihrt, um Grenzwerte fir MMP-9-Konzentrationen mit der héchsten
Sensibilitat und Spezifitat zu berechnen. Die Unterscheidungskraft der einzelnen Faktoren, die
zur Sepsisbewertung beitrugen, wurde mit Hilfe einer linearen Diskriminanzanalyse

untersucht. Mit dieser Methode kann bewertet werden, welche der Faktoren zur
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Unterscheidung zwischen den Sepsis-Bewertungsgruppen gut geeignet sind. Der Test der
Gleichheit der Gruppenmittelwerte wurde verwendet, um Variablen zu identifizieren, die
zwischen den Gruppen gut unterscheiden (p-Wert <0,05). Die Bewertung der Funktionen
erfolgte anhand des Eigenwerts, des Prozentsatzes der Varianz, der auf die Funktion
zurlckzufuhren ist, und der jeweiligen p-Werte von Wilks Lambda. Die standardisierten
kanonischen Diskriminanzfunktionskoeffizienten wurden verwendet, um die mittleren
Diskriminanzkoeffizienten zu berechnen, die den Einfluss der Variablen auf die Sepsis-

Bewertungsgruppen erklaren.
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4 Ergebnisse

Insgesamt 47 Pferde, die aufgrund von Koliksymptomen in die Pferdeklinik der Freien
Universitat Berlin eingewiesen wurden, wurden in die vorliegende Studie eingeschlossen
(Tabelle 10 im Anhang). Diese Pferde waren unterschiedlicher Rassen (Tabelle 6). Es waren
26 Stuten, 14 Wallache und sieben Hengste (Abb. 5) mit einem mittleren Alter von 14,3 £ 7,9
Jahren und einem mittleren Gewicht von512 + 135 kg KGW. Von den 47 Pferden mit einer

akuten Kolik wurden 27 konservativ therapiert, 16 operiert und vier Tiere euthanasiert.

Tabelle 6: Rasseverteilung, Gewicht und Geschlecht der Kolikpatienten.

Nr Rasse Alter  Korpergewicht Geschlecht
in kg
1 Polnisches Warmblut 14 550 3
2 Haflinger 20 550 1
3 Mecklenburger 10 1
4 Warmblut 15 600 1
5 schweres Warmblut 8 695 2
6 schweres Warmblut 11 695 2
7 Quarter Horse 23 470 2
8 Engl. Vollblut 9 2
9 Zweibriicker 16 610 1
10 Quarter Horse 23 470 2
1 Deutsches Reitpony 10 375 2
12 Traber 13 400 1
13 Araber-Mix 16 1
14 Quarter Horse 0.2 140 3
15 Warmblut 29 510 2
16 Warmblut 29 510 2
17 Islander 27 1
18 Shetlandpony 25 2
19 Warmblut 28 630 2
20 Welsh D Pony 7 550 2
21 Westfale 8 630 3
22 Brandenburger 11 2
23 Brandenburger 11 2
24 Brandenburger 11 2
25 Pony 2 200 3
26 Pony 17 400 2
27 Quarter Horse 2 240 3
28 Brandenburger 23 500 2
29 Hannoveraner 18 603 1
30 Oldenburger 8 493 1
31 Islander 15 400 2
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32 Traber 25 440 3
33 Oldenburger 9 540 2
34 Deutsches Sportpferd 11 600 1
35 Polnisches Warmblut 14 700 2
36 Polnisches Warmblut 14 700 2
37 Barockpinto 5 650 2
38 Vollblut 2 420 2
39 Westfale 10 2
40 Hannoveraner 7 600 1
41 Quarter Horse 25 500 1
42 Hannoveraner 9 3
43 Pony-Mix 10 1
44 Deutsches Reitpony 18 495 2
45 Trakehner 31 2
46 Quarab 12 490 2
47 Trakehner 12 575 1

Geschlechtsverteilung

Wallach N7; 15%

Stute N 26; 55%
Hengest N14; 30%

= Stute N 26 = Hengest N14 = Wallach N7

Abbildung 5: Geschlechtsverteilung der 47 Kolikpferde.

4.1 Sepsis Score

Bezogen auf den Sepsis Score wurden 32 Pferde als “negativ” klassifiziert (< 6/19 Punkte),
neun als “fragwurdig” eingestuft (7-9/19 Punkte) und sechs als “positiv’ (= 10/19 Punkte).
Pferde mit einer ,negativen“ Einstufung hatten einen durchschnittlichen Sepsis Score von

2,8 + 1,8, diejenigen aus der Gruppe der “fragwtrdigen” 7,6 = 0,7 und die aus der “positiven”
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Klassifizierung 11,3 + 2,0 Punkte (Tab. 4). Eine Ubersicht der einzelnen Parameter des Sepsis
Scores in der ,positiven®, ,fragwurdigen® und ,negativen® Sepsis Gruppe zeigt Tabelle 7 und
Tabelle 11 im Anhang.

Tabelle 7: Ergebnisse des Sepsis-Scores in den Gruppen ,negativ” (n = 32, < 6/15 Punkte),
Jragwidrdig” (n = 9, 7-9 / 15 Punkte) oder ,positiv’ (n = 6, 2 10/15 Punkte), Median (unteres
Quantil — oberes Quantil), signifikante Unterschiede im Vergleich zur Sepsis negativen Gruppe

sind mit * markiert.

Parameter Negativ Fraglich Positiv
Allgemeinzustand 0(0-1) 2(2-3) 3(2-3)*
Herzfrequenz/min 1(0-1) 1(1-2) 2(1-2)
Atemfrequenz/min 1(0-1) 2(1-2) 1(1-2)
Temperatur [°C] 10 (0-1) 0(0-1) 2(2-3)
Schleimhaute 0(0-0) 1(1-1) 2(2-3)*
lonisiertes Calcium 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1)
[mmol/l]

Leukozyten [G/I] 0(0-0) 2(0-3) 0(0-3)
Gesamtscoring 3(2-4) 8(7-28) 10 (10-12) *

Alle sechs Pferde mit einem ,positiven Sepsis Score wurden entweder operiert (4/6) oder
euthanasiert (2/6). Von den operierten Patienten wiesen alle Tiere eine ischamische
Darmlasion auf. Die Diskriminanzanalyse ergab, dass alle Parameter des Sepsis Scores,
auller dem ionisierten Kalzium (P =0,403), zur Unterscheidung zwischen den drei
verschiedenen Sepsis-Klassifizierungen beitrugen (P = 0,001 oder weniger). Der Wilks
Lambda Test empfahl die Nutzung zweier Diskriminanzfunktionen, obgleich die erste Funktion

bereits 90,6% der Gesamtvarianz erfasste.

Die Verfarbung der Maulschleimhaut stellte sich als der Parameter mit der grofiten
Trennscharfe heraus (mittlere Diskriminanzfunktion 7,55), gefolgt von einer Leukopenie und
dem Allgemeinbefinden (mittlere Diskriminanzfunktion 4,86 und 2,49). Die Farbe der
Maulschleimhaut hatte demnach den groRten Einfluss auf den Sepsis Score. Die

ausschliellliche Analyse dieses Faktors flihrte zu einer Fehlbewertung von lediglich vier
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Pferden. Fligte man der Erhebung dieses Parameters die zwei nachst-Wichtigen hinzu
(Leukopenie und Allgemeinbefinden), so gelang bei allen Patienten bis auf einem die korrekte
Bewertung bezuglich einer etwaigen Sepsis (3,1 % Fehlklassifikation). Alle sechs Sepsis-
.positiven* Pferde wurden korrekt gruppiert. Leider war die Probandenanzahl mit sechs
,positiven” Tieren zu klein, um die Ermittlung verlasslicher Grenzwerte zur Abschatzung der
Notwendigkeit einer chirurgischen Versorgung oder Stellung einer Prognose zum

Krankheitsverlauf zu ermoglichen.

Die Diskriminanzanalyse zeigte, dass alle Parameter des Sepsis Scorings aufler dem
ionisierten Calcium (P = 0,403) gut zwischen den Sepsisgruppen unterschieden (P= 0,001
oder niedriger). Wilks 'Lambda empfahl, zwei Diskriminanzfunktionen zu verwenden, obwonhl
die erste Funktion bereits 90,6% der Gesamtvarianz ausmachte. Die Verfarbung der
Schleimhaute zeigte die grélte Diskriminierungskraft (mittlere Diskriminanzfunktion 7,55),
gefolgt von Leukopenie und Allgemeinzustand (mittlere Diskriminanzfunktion 4,86 bzw. 2,49).
Die Kombination dieser drei Variablen klassifizierte alle Pferde mit einer Ausnahme (3,1%
Fehlklassifizierung). Alle sieben Sepsis-positiven Pferde wurden korrekt klassifiziert. Wenn nur
die Farbe der Schleimhaute eingeschlossen wird, flihrt dies zu einer Fehlklassifizierung von
vier Pferden (12,5%). Alle Pferde in der Gruppe der Sepsis-positiven wurden korrekt

klassifiziert.

4.2 Ergebnisse der Labordiagnostik

4.2.1 Ergebnisse der Bauchpunktatanalysen

Die Ergebnisse der Bauchpunktatuntersuchungen sind im Anhang in Tabelle 12 aufgefuhrt.

4.2.2 Ergebnisse der Blutuntersuchungen

Die Ergebnisse der Blutuntersuchungen sind im Anhang in Tabelle 13 aufgefuhrt.

4.2.3 MMP-9 im Blut und Bauchpunktat

Die Ergebnisse der MMP-9-Messungen waren wie folgt (Tab. 8): In der Sepsis-negativen
Gruppe lagen die MMP-9-Konzentrationen im Plasma bei 114,9 + 60,8 pg/ml und in der
Peritonealflissigkeit bei 213,3 + 853 pg/ml. In der fraglichen Gruppe betrugen die MMP-9-
Spiegel im Plasma 86,3 + 30,7 pg/ml und in der Peritonealflissigkeit 122,7 £ 194,8 pg/ml. Ein
signifikanter Anstieg beider Parameter wurde in der Gruppe mit einer positiven
Sepsisbewertung von 439,5 + 472,7 pg/ml im Plasma und 3,986,7 + 5,338,0 pg/ml in der
Peritonealfliissigkeit festgestellt. Eine Ubersicht (ber die Ergebnisse der MMP-9-
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Konzentrationen in Plasma und Peritonealflissigkeit in der positiven, fragwirdigen und
negativen Sepsis-Gruppe ist in Tabelle 8 gegeben. Eine signifikante Assoziation des Sepsis-
Scores mit der MMP-9-Konzentration wurde fur Peritonealflissigkeit (P=0,007) mit einem
Regressionskoeffizienten von 0,131 gefunden, wahrend fir Plasma (P=0,078) keine
signifikante Assoziation gefunden wurde. ROC-Analysen wurden verwendet, um den
optimalen Cut-off der MMP-9-Konzentrationen zu ermitteln, um Tiere mit einer positiven
Sepsisbewertung (= 10/15 Punkte) zu identifizieren. Ein Cut-Off wird als optimal angesehen,
wenn er eine hohe Sensitivitdt und Spezifitit aufweist. Dies kann durch Berechnen der
Sensitivitaten und Spezifitdten fir einen Bereich von MMP-9-Konzentrationen und durch
visuelle Beurteilung der Ergebnisse anhand eines ROC-Diagramms bewertet werden.
Bezlglich der MMP-9-Konzentrationen in Peritonealfllissigkeit erwiesen sich 110 pg/ml als
optimal, da die Sensitivitat 85,7% und die Spezifitat 87,5% betrug. Fir MMP-9 im Plasma war

den Wert 109 pg/ml mit einer Sensitivitat von 100%, aber einer Spezifitat von nur 59%.

Tabelle 8: Die Ergebnisse der Patienten (Sepsisgesamtscore und die MMP-9-Konzentration
in der Peritonealfllissigkeit (MMP 9 BHP) und im Plasma (MMP 9 Plasma).

Patienten-Nr. Gesamtscore MMP 9 BHP pg/ml MMP 9 Plasma pg/ml
1 10 125.9 110.0
2 8 286.4 96.3
3 2 40.9 129.9
4 4 247.0 366.9
5 3 198.3 112.5
6 2 70.4 70.6
7 3 73.2 148.4
8 6 66.5 104.2
9 10 18.3 154.3
10 1 4799.4 139.3
11 3 155.1 102.1
12 3 751 113.1
13 8 39.1 371
14 10 8268.5 672.0
15 3 57.9 206.2
16 6 74.4 134.3
17 3 41.8 54.9
18 6 281 108.0
19 8 77.8 135.4
20 3 23.3 107.8
21 7 544 .2 95.5
22 2 8.5 50.4
23 1 19.8 80.3
24 0 18.1 Probe fehlt
25 10 1331.7 1168.4
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26 1 459 114.2
27 3 22.5 68.7
28 1 63.6 80.5
29 3 128.2 158.3
30 2 8.3 159.8
31 5 14.7 75.8
32 12 119.4 Probe fehlt
33 0 77.9 73.6
34 7 13.0 68.6
35 4 70.7 171.7
36 5 64.3 79.9
37 7 8.1 76.6
38 0 14.8 119.4
39 2 7.5 132.9
40 3 4.6 106.0
41 11 13120.2 133.3
42 1 100.7 60.1
43 6 3.4 67.0
44 3 28.3 80.3
45 15 954.6 113.8
46 9 6.3 66.4
47 7 6.9 114.5
ROC-Kurve
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Abbildung 6: Spezifitdt von MMP9 im Bauchpunktat.
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MMP-9 im BHP (Bauchhdhlenpunktat) zeigte sich, dass der Wert von 110,01 pg/ml am besten
geeignet ist, da die Sensitivitat mit 85,7 % und die Spezifitdt mit 87,5 % bei diesem Wert am
hoéchsten sind (Abb. 6).

ROC-Kurve

1.0

08

06

Sensitivitat

04

02

0o 02 04 08 08 10

1 - Spezifitét

Abbildung 7: Spezifitdt von MMP9 im Blutplasma.

Im Plasma war ein &hnlicher Wert, ndmlich 109 pg/ml mit einer Sensitivitat von 100% und
einer Spezifitdt von 59% am besten geeignet. Die Spezifitat war in diesem Fall jedoch nicht
so hoch (Abb. 7).

Tabelle 9: MMP-9-Konzentrationen in Plasma und Peritonealfliissigkeit in den Gruppen
Lhegativ® (n = 32, < 6/19 Punkte), ,fraglich® (n = 8, 7-9/ 19 Punkte) oder ,positiv* (n = 6, = 10)

/ 19 Punkte) fiir Sepsis, angegeben als Median (unteres Quantil - oberes Quantil).

Parameter Negativ Fraglich Positiv

MMP-9 [pg/ml]im = 107,8 (75,8 — 134,3) 86,0 (67,5—105,4) = 143,8 (113,8 — 672,0)

Plasma

MMP-9 [pg/ml] in 51,9 (18,9-74,8) | 26,0 (7,5-182,1) @ 954,6 (119,4 — 8268,5)

Peritonealflussigkeit
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5 Diskussion

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass MMP-9 ein vielsprechender Biomarker mit
hohem diagnostischem Wert fir Sepsis und Endotoxamie bei Koliken ist. Meine Hypothese,
die besagt, dass es einen Zusammenhang zwischen der Sepsis-Bewertung und den lokalen

und systemischen MMP-9-Konzentrationen bei Pferden mit Kolik gibt, wurde bestatigt.

Kolik ist die haufigste Erkrankung im Bereich der Pferdemedizin, sie fuhrt zu hohen
Sterblichkeitsquoten. Endotoxamie ist die Hauptursache flir diese hohe Mortalitat, wobei
Endotoxine im Kreislauf zirkulieren, was zu gesamt-systemischen Veranderungen fihrt (Sykes
und Furr 2005). Daher hat die Kolik eine grof3e klinische Bedeutung. Kolik ist hierbei keine
Erkrankung an sich, sondern Symptom abdominalen Schmerzes, meistens lokalisiert im
Gastrointestinaltrakt (Tinker et al., 1997a; Ireland et al., 2011).

In vielen Studien wurde der spezifische Biomarker sowohl im Plasma als auch im Serum
gemessen. In Relation wurden hdhere Konzentrationen des Biomarkers in der
Peritonealflissigkeit als im Plasma/Serum festgestellt. Man nimmt an, dass die
Darmpermeabilitdt bei Kolik erhdht ist, diese flhrt zur gesteigerten Konzentration des
Biomarkers in der Peritonealflissigkeit. Fur die vorliegende Studie wurde keine Vorauswahl
der Tiere getroffen, es wurden alle Patienten mit entsprechender klinischer Symptomatik, die
im Untersuchungszeitraum in der Klinik fur Pferde vorgestellt und bei denen im Rahmen der
medizinischen Diagnostik Blut und Bauchhoéhlenflussigkeit enthommen wurden, in die Studie

eingeschlossen.

In der vorliegenden Studie lag der Anteil der Stuten bei 55 % und der Anteil der Hengste bei
45 %, das durchschnittliche Alter lag bei 14,3 + 7,9 Jahren und mittlerem Gewicht von 512 +
135 kg KGW. Dies entspricht der durchschnittlichen Patientenpopulation der Klinik. Die
anatomische und physiologische Konstitution spielt hierbei eine wichtige Rolle. Die
Rassenverteilung der 47 an Kolik erkrankten Pferde lag am haufigsten bei Quarter Horses mit
5 Tieren und an zweiter Stelle Warmblut sowie Brandenburger mit je 4 Tieren pro Rasse.
Quarter Horses waren im Vergleich zu den anderen Rassen im Vergleich zur Ubrigen
Patientenpopulation tUberreprasentiert, ob dies einen Einfluss auf die Studienergebnisse hatte,

ist jedoch mindestens fraglich.

Die Hauptursache der Endotoxamie bei der Kolik ist vor allem in der gestérten Durchblutung
des Darms zu sehen (Epsteinet al. 2011). Dadurch kommt es zu einem Ubertritt von
Lipopolysacchariden (LPS) aus dem Darm in die Blutbahn. Als Folgen sind Tachykardie,
veranderte Schleimhautfarbe, Fieber und Laborveranderungen wie Azidose, Leukopenie und

Dehydratation zu verzeichnen. Die Pferde wurden mit Hilfe des modifizierten Scores von
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Breuer und Schusser (2012) als endotoxamisch eingestuft. Diese Koliken filhren zu einer
fortschreitenden Ischamie der betroffenen Darmwand und Bakterientoxine gelangen in den
Blutkreislauf (Moore et al. 1981). In meiner Studie wurde die Art der Kolik nicht berlcksichtigt.
Im Weiteren soll nun diskutiert werden, warum welche Kriterien ausgewahlt wurden.
Einflussfaktoren wie Aufregung, Anstrengung oder hohe Umgebungstemperaturen kénnen die
Vitalparameter (Herzfrequenz, Atemfrequenz und Korperinnentemperatur) physiologisch
erhohen. Inflammatorische Prozesse und ihr Einfluss auf den Metabolismus kénnen zu einer

pathologischen Veranderung dieser Parameter flhren.

Eine Infusion mit Endotoxinen kann dosisabhangig innerhalb der ersten Stunde zu einer
Erh6hung der Herzfrequenz und Korpertemperatur fihren (Morris et al., 1992; Barton et al.,
1997). Dabei werden zwei Stunden nach der Infusion die Maximalwerte der Parameter
beobachtet, die sich nach drei Stunden wieder im Referenzbereich befinden (Morris et al.,
1992; Barton et al., 1997). Bei Betrachtung der Atemfrequenz zeigt sich in der Studie von
Barton et al. (1997), dass sechs Stunden nach der Endotoxininfusion eine Frequenzerhdhung
von initial 25 auf circa 34 Atemzugen pro Minute gemessen werden kann. Eine Atemfrequenz
im Referenzbereich ist erst 24 Stunden nach der Infusion wieder zu beobachten (Barton et
al.,1997). Jedoch fihrt eine artifiziell erzeugte Arthritis durch eine intraartikulare Injektion zum
Anstieg der Atemfrequenz, die 24 Stunden andauert (Hullten et al., 2002). Zwei Stunden nach
der Infusion mit Endotoxinen ist eine Erhdhung der Koérperinnentemperatur (IKT) zu
beobachten, welche nach 12 Stunden wieder im Referenzbereich liegt (Morris et al., 1992;
Barton et al., 1997; Baskett et al., 1997). Eine intraartikulare Injektion des Endotoxins flhrt
wiederum dazu, dass die IKT erst innerhalb von 18 Stunden signifikant steigt (Hawknis et al.,
1993).

Die Applikationsart (intravends oder intraartikular) der Endotoxininjektion beeinflusst den
zeitlichen Verlauf der Erhéhung der Vitalparameter (Herzfrequenz, Atemfrequenz, IKT) (Morris
et al., 1992; Hawknis et al., 1995; Barton et al., 1997; Hulten et al., 2002). Klinische Anzeichen
fur die Storung des Allgemeinbefindens (AB) sind variabel und kdnnen leicht (Lethargie) bis
sehr schwer (Kolik, Festliegen) ausfallen. Diese Symptome eines inflammatorischen
Geschehens wurden bisher selten in Studien erfasst. Auler dem Anstieg der IKT und der IL-
6-Konzentration bedingt eine Endotoxininfusion nach einer Stunde ebenfalls eine
Veranderung des AB (Morris et al., 1992).

Verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel der pH-Wert oder die Albuminbindung, haben
Einfluss auf die Kalziumkonzentration im Blut (Toribio, 2011; Vrankovic et al., 2015). Biologisch
aktiv ist allerdings nur die freie ionisierte Form von Kalzium (Ca2+). Bei einem zu niedrigen
Blut-pH-Wert (Azidose), wird weniger Kalzium an das Albumin gebunden und somit ist mehr

freies Kalzium im Blut. Dieses ist dann in der Blutchemie messbar und kann Uberhalb des
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Referenzbereichs liegen (Toribio, 2011). Eine erhdhte L-Laktat-Konzentration im Blut und eine
anhaltende Hyperlaktatdmie sind bei Pferden mit systemischer Erkrankung mit dem Tod
verbunden, es fehlt jedoch ein eindeutiger Zusammenhang mit einer Bakteriamie (Castagnetti
et al. 2010). Die Bewertung der L-Lactat-Konzentration im Blut zu einem bestimmten Zeitpunkt
ist ein schlechter Pradiktor fur die Sepsis (Borchers et al. 2012), bei Fohlen mit
Meningoenzephalitis jedoch konstant erhoht (Viu et al. 2012). Obwohl klinisch-pathologische
Befunde wie Leukopenie, Neutropenie mit degenerativer Linksverschiebung und neutrophile
Toxizitdt mit Sepsis bei Pferden in Verbindung gebracht wurden, schrankt mangelnde
Testspezifitat deren Nutzlichkeit fur einen Beitrag zur Diagnose einer Sepsis ein (Hurcombe
et al. 2008). In Bezug auf die Vorhersage des Uberlebens sind jedoch die Anzahl der weilen
Blutkérperchen (WBC) (> 6,0 x 109 / I) und die Anzahl der Neutrophilen (> 4,0 x 109 / I)
signifikant mit erhdhten Uberlebenschancen bei septischen Fohlen verbunden (Gayle et al.
1998).

Eine dritte Einschrédnkung dieser Studie besteht darin, dass der Anteil stabférmiger
neutrophiler Granulozyten als Indikator fur eine abnormale WBC-Zahl in die SIRS-Kriterien
nicht aufgenommen wurde, obwohl dies in der urspringlichen menschlichen SIRS-Definition
enthalten ist. Leider werden in der Pferdepraxis bei der Aufnahme nicht routinemaRig
Blutausstriche durchgeflihrt, so dass nicht gentigend Blutausstriche gesammelt wurden, um
Anteil stabférmiger neutrophiler Granulozyten in diese Analyse einzubeziehen. Stabformige
neutrophile Granulozyten sind jedoch Indikatoren flr eine akute und schwere
Entziindungsreaktion bei Pferden, und es wurde in einer friiheren kleineren Studie gezeigt,
dass der Anteil stabférmiger neutrophiler Granulozyten und neutrophile toxische
Veranderungen mit dem Ergebnis bei Notfallaufnahmen von adulten Pferden verbunden sind
(Lambert et al., 2016). Abgesehen von einer Uberreprasentation von Hengsten kann die
Studienpopulation als reprasentativ fir unsere Klinikpopulation angesehen werden. Das
modifizierte Sepsis-scoring von Breuer et al. wurde genutzt, um die Durchfihrbarkeit im
Notdienst zu verbessern. Zum Beispiel ist das Anlegen von Blutkulturen derzeit nicht Teil der
routinemalligen diagnostischen Aufarbeitung von Koliknotfallen. Daher wurden diese

Parameter geldscht und die Punkte reduziert.

Viele Studien haben die Rolle von Entziindungsmarkern bei Kolik im Blut untersucht, deutlich
weniger Untersuchungen gibt es allerdings an Bauchhdhlenflissigkeit. Die Ergebnisse lassen
vermuten, dass die MMP-9 Konzentration in gewonnener Bauchhdhlenflissigkeit im Vergleich
zur MMP-9 Konzentration im Plasma von héherem diagnostischem Wert ist. MMP-9 tragt zur
Stimulation der Leukozytenmigration unter dem Einfluss chemotaktischer Faktoren in vivo bei
(D’Haese et al., 2000) und kdnnte daher auch zur Entzlindung und erhéhten Permeabilitat der
Darmwand bei Pferden mit Kolik beitragen. Nach aktuellem Wissensstand gibt es keine

definitiven Hinweise fir die Rolle von MMPs bei der Erhohung der Darmpermeabilitat bei
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Pferden mit Kolik. Aktuelle Studien zeigten, dass Pferde mit Kolik eine héhere MMP-2
Konzentration im Serum im Vergleich zur Kontrollgruppe hatten, weshalb von den Autoren
eine Rolle von MMP-2 in der Pathogenese von Koliken vorgeschlagen wurde (Arosalo et al.,
2007; Bela et al., 2007). Pferde mit Koliken zeigten auferdem signifikant héhere MMP-9-
Komplex- und ProMMP-9-Aktivitaten im Urin als Pferde in der Kontrollgruppe (Arosalo et al.,
2007).

Der Korrelationskoeffizient fir MMP-9 im Plasma war anders als in der Bauchhéhlenflissigkeit
schwach und die Korrelation blieb unbedeutend, was im Einklang mit friiheren Studien an
anderen Spezies und Organsystemen steht, wo hohere Konzentrationen in lokalen Proben im
Vergleich zu Plasma gefunden wurden (Ollivier et al., 2004, Barton et al., 2015). Daher war
dies nicht unerwartet und der Grund, warum die MMP-9-Konzentration in Peritonealflissigkeit
zusatzlich zu Plasma bewertet wurde. LPS, TNF-qa, Interleukin-8 und Granulozyten-Kolonie-
stimulierender Faktor (GCSF) stimulieren unter anderem die Sekretion von MMP-9 durch
Neutrophile (Pugin et al., 1999). Die NO-Bildung durch iNOS wird durch immunstimulierende
Zytokine, bakterielle Reize oder Infektion in Makrophagen, Monozyten, Mastzellen,
Endothelzellen, Hepatozyten und glatten Muskelzellen induziert (Aktan, 2004). Die massive
NO-Bildung fuhrt zur eine Schadigung der epithelialen Barriere. Im Labor nach LPS-Zugabe
konnte die Hemmung von iINOS und das Zelliiberleben verbessert werden (Tepperman et al.,
1993; Tepperman et al., 1994). In einer Studie, die bei Ratten mit Endotoxindmie durch LPS
durchgeflihrt wurde, zeigte sich, dass die Darmpermeabilitat und die bakterielle Translokation
durch Hemmung der INOS vermindert werden konnten (Unno et al., 1997). Nach der NO-
Zugabe im Labor konnte eine erhéhte Permeabilitat beobachtet werden. Es konnte festgestellt
werden, dass sich die tight junctions in epithelialen Zellkulturen erweitert haben, das Aktin-
Skelett wurde zerstort und das ATP war reduziert (Salzman et al., 1995). Die Hemmung der
iNOS fiihrte bei Mausen zur Verbesserung der durch LPS verursachten Anderungen der tight-
junction-Proteine und der mukosalen Barrierefunktion (Han et al., 2004). Mehrere Studien
konnten einen Zusammenhang von Darmpermeabilitdtserhéhung und einen Anstieg der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IFN-y, IL-1B und IL-6 sowie Anderung der tight junction-
Proteine nachweisen (Han et al., 2003; Cui et al., 2010). Wahrend der sowohl lokalen also
auch systemischen bakteriellen Entzindung spielt die inflammatorische Reaktion eine
erhebliche Rolle bei der Bekdmpfung der Pathogene, Giberschielfende Entzindungsreaktionen

kénnen die entsprechenden Gewebe aber auch schadigen.

MMPs und TIMPs sind wichtig, um das Gleichgewicht der extrazellularen Matrix in
verschiedenen Geweben speziell bei Sepsis aufrechtzuerhalten (Nagase et al., 1999). Eine
Untersuchung an Mausen beschaftigte sich mit der Rolle von MMP-9 bei Infektionen der
Bauchhohle. Sie zeigte, dass ein Mangel an MMP-9 zu einem verstarkten Wachstum von E.coli

am primaren Infektionsort und einer verstarkten Ausbreitung der Bakterien in andere
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Kdrperkompartimente flhrte. Die Folge waren schwerere Organschadigungen (Renckens et
al., 2006). Dies ist ein Beispiel fur die wichtige Rolle von MMP-9 bei der Leukozytenmigration.
Insbesondere Peroxynitrit, ein Nebenprodukt der NO-Freisetzung, konnte MMPs aktivieren
und war bei LPS-behandelten Ratten zusammen mit NO erhoht (Cena et al., 2008; Schulz et
al., 2007; Okamoto et al.,2001). In einem sublethalen und letalen E. coli-Sepsis-Modell an
Pavianen war MMP-9 im Serum erhéht (Paemen et al., 1997). Mithilfe der real-time PCR
(gPCR), Gelatin-Zymographie und Durchflusszytometrie konnte eine Studie zeigen, dass die
Endotoxa@mie zu einer Erschdpfung von MMP-9 im Knochenmark fuhrte. Parallel dazu wurde
diese MMP-9-Verschiebung durch eine systematische Hochregulierung von TIMP-1 erganzt.
SchlieBlich bestatigte eine immunhistochemische Analyse die Migration von MMP-9-haltigen
Zellen aus dem Knochenmark in das Blut und periphere Organe (Jennifer et al., 2017). MMP-
9 stieg weiterhin bei Patientinnen mit Endometriose an und war hier in der Peritonealflissigkeit
signifikant hoher als im Serum (Paemen et al., 2016). MMP-9 ist bei Patienten mit IBD
(nflammatory bowel disease) stark erhéht. IBD-Patienten haben eine beeintrachtigte
intestinale Barrierefunktion der Tight junctions, die sich in einer Erhéhung der
Darmpermeabilitat und einer Darmentzindung aufiert. Eine Studie zeigt, dass MMP-9 in
klinisch erreichbaren Konzentrationen in vitro und in vivo eine Erhéhung der intestinalen
Permeabilitdt der Tight junctions verursacht. Zusatzlich wurde eine MMP-9-induzierte
Erhdéhung der intestinalen Permeabilitat der Tight junctions durch eine Erhéhung der Myosin-
leichtKettenKinase (MLCK)-Gen- und Proteinexpression Uber den p38-Kinaseweg vermittelt.
Die MMP-9-induzierte Erh6hung der Darmpermeabilitat wurde bei Mausen mit MLCK-Mangel
gehemmt (Al-Sadi et al., 2019). Erhdhte MMP-9-Spiegel wurden auch bei menschlichen
Sepsis-Patienten gefunden und korrelierten mit dem Schweregrad und der Mortalitat der
Erkrankung (Pugin et al., 1999; Yassen et al., 2001; Nakamura et al., 1998). Andererseits
wurde festgestellt, dass ein MMP-9-Mangel Mause in einem endotoxischen Schockmodelle
vor Mortalitdt schitzte, weshalb die Hemmung der MMP-9 als mdégliche Therapie gegen

Sepsis (Dubois et al., 2002) vorgeschlagen wurde.

In einer Studie von Gerlach et al. wurde gezeigt, dass Proben, die
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) als Antikoagulans oder Serumproben enthalten, die
Pro-MMP-9- und MMP-9-Aktivitat im Vergleich zu den anderen Sammelmethoden (in Citrat-
oder Heparin-Plasmaproben) kinstlich erhéhen kdnnen (Gerlach et al., 2007). Deshalb ist es
wichtig, Probenmaterial fur die MMP-9 Bestimmung in entsprechenden ProbengefalRen mit
Citrat oder Heparin als Antikoagulanz zu sammeln, anstatt die in der Hdmatologie des Pferdes
Ublichen EDTA Probenrdhrchen.

Bei der Berechnung der optimalen Cut-off-Werte fir die MMP-9-Konzentrationen im Plasma
und in der Peritonealflissigkeit wurde in unserer Studie offensichtlich, dass diese im Vergleich

zu den Mittelwerten bei Pferden, die negativ oder fraglich fir Sepsis waren, relativ héher
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ausfallen wurden. Fur MMP-9 BHP (Bauchhdhlenpunktat) zeigte sich, dass der Grenzwert von
110,01 pg/ml am besten geeignet ist, da die Sensitivitat mit 85,7 % und die Spezifitat mit 87,5
% bei diesem Wert am hdchsten sind. Im Plasma ist ein ahnlicher Wert, namlich 109,0 pg/ml
mit einer Sensitivitat von 100% und einer Spezifitat von 59% am besten geeignet. Die Spezifitat
ist in diesem Fall jedoch nicht so hoch. Der cut-off von 110 pg/ml in der Peritonealflissigkeit
hatte im Vergleich zu Plasma eine ausreichend hohe Sensitivitdt und Spezifitat. Da es auch
keine Korrelation zwischen Sepsis-Scoring und MMP-9-Konzentrationen im Plasma gab, kann
eine Plasmauntersuchung fir die klinische Routine nicht empfohlen werden, um die Diagnose
eines strangulierenden lleus zu unterstlitzen oder bei der Entscheidung flr eine
entsprechende Therapie zu helfen. Die Untersuchung der MMP-9-Konzentration in der
Peritonealflissigkeit ist allerdings sehr interessant, da eine Abdominozentese bei Pferden mit
Kolik haufig durchgeflihrt wird, insbesondere bei solchen Patienten, deren klinische Befunde

ein unklares Bild ergeben.

Die Ergebnisse der Diskriminanzanalyse zeigen, dass alle Parameter auf3er ionisiertem
Kalzium zur Unterscheidung zwischen den Sepsisgruppen beigetragen haben und dass es
moglich ist, die Anzahl der Variablen zu reduzieren. Die Bewertung von Schleimhautfarbe,
Allgemeinzustand und Leukozytenzahl fuhrte sehr selten zu einer Fehlklassifizierung. Da in
unserem Score nur Parameter einbezogen sind, die in den meisten Kliniken im Notdienst zu

bestimmen sind, ist dieser Score unter praktischen Bedingungen gut einzusetzen.

Zusammenfassend scheint MMP-9 in der vorliegenden Studie ein vielversprechender
entziindlicher Biomarker bei Pferden mit Kolik zu sein. Die geringe Anzahl an Probanden kann

bezlglich der Aussagekraft der Studie kritisch betrachtet werden.

In weiteren geplanten klinischen Studien sollen daher die Spezifitdt und Sensitivitat von MMP-
9 fur die Sepsis-Diagnose fiur eine grolRere Anzahl von Pferden mit klar definierter Sepsis
(Sepsis-Score) mit Nachweis der Infektion durch Blutkultur oder PCR bestimmt werden. Hier
soll auch der Zusammenhang von MMP-9 mit dem Antibiotika-Management, der Prognose

oder der Indikation zur Operation bei Pferden mit Kolik untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Diagnostischer Wert der Matrix-Metalloproteinase 9 in Plasma und Bauchh6hlenpunktat

als Marker fiir Endotoxamie und Sepsis bei Pferden mit Kolik

Das Ziel dieser Studie war es, die Konzentrationen von Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9)
in Plasma und Peritonealfliissigkeit von Pferden mit Koliken zu untersuchen und ob der
Biomark MMP-9 als Frihmarkter flr eine Sepsis oder eine Endotoxamie bei einer Kolik
geeignet ist. Die Endotoxamie ist eine der haufigsten Todesursachen bei Pferden mit Koliken.
Die Enzymmatrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) ist ein Mitglied der Matrix-Metalloproteinase-
Familie, die wahrend der Embryogenese und Wundeheilung eine wichtige Rolle bei der
Umgestaltung des Gewebes spielt. Das physiologische Gleichgewicht zwischen Matrix-
Metalloproteinase-9 (MMP-9) und ihren Gegenspielern, den tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs) ist fir das Wachstum und die Reparatur von Gewebe erforderlich.
Die Stérung des Gleichgewichts im Kérper und insbesondere im Immunsystem fuhrt zur
Uberexpression der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9).

Es wurden 47 Pferde mit einer Kolik einbezogen, die bei Einlieferung in die Klinik anhand eines
modifizierten Sepsis-Scores als endotoxamisch eingestuft wurden. Dieser Score beinhaltete
klinische und labordiagnostische Untersuchungen (Allgemeinzustand, Herz- und
Atemfrequenz, innere Korpertemperatur, Schleimhautfarbe, weiltes Blutbild (WBC) und
ionisiertes Calcium.

Unter Verwendung dieses Bewertungssystems wurden Pferde als negativ (n = 32, < 6/15
Punkte), fraglich (n = 8, 7-9 / 15 Punkte) oder positiv (n = 6, = 10/15 Punkte) fir Sepsis
eingestuft. Die MMP-9-Konzentrationen wurden in Plasma und Peritonealflissigkeit unter
Verwendung speziesspezifischer Sandwich-ELISA-Kits (equine MMP-9 kit (USCN Life
Science Inc., China)) bewertet.

Eine signifikante Assoziation der gesamten Sepsis-Bewertung wurde fir MMP-9 in der
Peritonealflissigkeit (P= 0,007) mit einem Regressionskoeffizienten von 0,131 gefunden,
wahrend flr Plasma keine Assoziation gefunden wurde (P= 0,078). Die Verwendung einer
MMP-9-Konzentration von > 110 pg/ml in der Peritonealflissigkeit erwies sich als idealer
Grenzwert zur Identifizierung einer positiven Sepsis-Bewertung (= 10/15 Punkte) (Sensitivitat
von 85,7% und Spezifitat von 87,5%).

AbschlielRend wurde festgestellt, dass MMP-9 ein vielversprechender Biomarker mit hohem
diagnostischem Wert fir Sepsis und Endotoxamie bei Pferdekoliken ist. Die Untersuchung der
Peritonealflissigkeit scheint im Vergleich zum Plasma vorteilhafter zu sein. Da die

Abdominozenthese haufig bei der diagnostischen Aufarbeitung von Pferdekoliken
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durchgeflhrt wird, ware ein Schnelltest nltzlich, um eine diagnostische Unterstitzung bei der

Entscheidung fir eine weitere Therapie zu haben.
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7 Summary

Diagnostic value of matrix metalloproteinase 9 in plasma and abdominal punctate as a

marker for endotoxemia and sepsis in horses with colic

The aim of this study was to investigate the concentrations of matrix metalloproteinase-9
(MMP-9) in plasma and peritoneal fluid of horses with colic and whether the Biomark MMP-9
is useful as an early marker for sepsis or endotoxemia in colic. Endotoxemia is one of the most
common causes of death in horses with colic. Enzyme matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) is
a member of the matrix metalloproteinase family, which plays an important role in tissue
remodeling during embryogenesis and wound healing. The physiological balance between
matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and their tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs)
is required for tissue growth and repair. Disturbance of balance in the body and especially the
immune system leads to the overexpression of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9).

For this reason, 47 horses with colic were examined based on clinical and laboratory
diagnostics (general condition, heart and respiratory rate, internal body temperature, mucous
membranes, white blood count (WBC) and ionized calcium). Horses with colic were classified
as endotoxemic based on a modified sepsis score. Using this scoring system of sepsis, the
horses were classified negative (n = 32, < 6/15 points), questionable (n = 8, 7-9 / 15 points) or
positive (n = 6, = 10/15 points). MMP-9 concentrations were assessed in the plasma and
peritoneal fluid using species-specific sandwich ELISA kits (equine MMP-9 kit (USCN Life
Science Inc., China)).

In a linear discriminant analysis, all parameters of the sepsis scoring besides calcium
separated well between the severity groups of the sepsis (P<0.05). An association of the
sepsis score with matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) was significant for peritoneal fluid (P=
0.007), with a regression coefficient of 0.131, while no association was found for plasma (P=
0.078). The matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) concentration of >110 pg/ml in peritoneal fluid
proved to be an ideal limit for identifying horses with sepsis (= 10/15 points) (sensitivity of
85.7% and specificity of 87.5%).

In conclusion, matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) could be a promising biomarker with a high
diagnostic value for sepsis and endotoxemia in horses with colic. Examination of peritoneal
fluid appears to be more advantageous compared to plasma. Since abdominocentesis is
usually performed during the diagnostic work-up of horses with colic, a pen-side assay would

be useful to provide a diagnostic support regarding further treatment and prognosis.
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9 Anhang

Tabelle 10: Allgemeine Daten, Therapie und Diagnosen der 47 untersuchten Pferde.

Das Geschlecht wurde mit S= Stute, H= Hengst und W= Wallach angegeben; Therapien

wurden mit K=konservativ, C= chirurgisch, R= Resektion und E= Euthanasie betitelt.

Name Nummer Rasse Alter Gewicht | Geschlecht | Therapie | Diagnose
in Jahren |in Kg (H, W, 5S) (K, C, E)
Polnisches
Etos 1 Warmblut 14 550 w K Magenulzera
Axel 2 Haflinger 20 550 w K Obstipation lleum
Champion de 3 Mecklenburger 10 610 w K Magenulzera
Coeur
Rech I
Gaylord 320 4 Warmblut 15 600 W C echtsverlagerung
Colon/Peritonitis
. schweres . .
Avelina 5 Warmblut 8 695 S C Torsio Coli
schweres S
Alma 6 Warmblut 11 695 S K Obstipation Colon
Lady Gold Dust 7 Quarter Horse 23 470 S C(R) Lipoma Pendulans
Goldschatzchen 8 Engl. Vollblut 9 k.A. S K Mageniberladung
Carlito B 9 Zweibrilicker 16 610 w C Lipoma Pendulans
Lady Gold Dust 10 Quarter Horse 23 470 S C(R) Lipoma Pendulans
Valdiva 11 Deutsches 10 375 s ¢ |Cbstipation+
Reitpony Torsio Coli
Torrey 12 Traber 13 400 w K Mageniberladung
Gaudi 13 Araber-Mix 16 k.A. w K Mageniiberladung
Elvis 14 Quarter Horse 0,2 140 H C Torsio Coli
Alina 15 Warmblut 27 500 S g |Neoplasie
Abdomen
Alice 16 Warmblut 29 510 S K Meteorismus Coli
Dropi Fra . V.a. Neoplasie
Vinkaergar 17 Islander 27 k.A. w K Abdomen
Lola 18 Shetlandpony 25 k.A. S K Enterocolitis
Lina 19 Warmblut 28 630 S C(R) Lipoma Pendulans
Diva 20 Welsh D 7 550 S C Torsio Coli
Leonardo 21 Westfale 8 630 H K Meteorismus Coli
Elisa 22 Brandenburger 11 k.A. S K Rechtsverlagerung
Colon
Shannon 23 Warmblut 13 k.A. S K OPstlpatlon
Cacum
. Rechtsverlagerung
Maxi 24 Warmblut 10 k.A. S K
Colon
Quarterbacks 25 Pony 2 200 H C |Peritonitis
Aurelius
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Sussy 26 Pony 17 400 S c O'I:.)st|pat|on
Cacum
M) Spanish 27 Quarter Horse 2 240 H K Magenulzera
Candyman
Petite Fleur 28 Brandenburger 23 500 S K V.a. Neoplasie
Abdomen
Santoval 29 Hannoveraner 18 603 W C Rechtsverlagerung
Colon
Deep Red Devil 30 Oldenburger 8 493 w K Obstipation Colon
Spok 31 Islander 15 400 s | Kolikunklarer
Genese
Majestix 32 Traber 25 440 H E Lipoma Pendulans
Dorette 33 Oldenburger 9 540 S C Obstipation Colon
Janosch 34 Deutsches 11 600 W K Rechtsverlagerung
Sportpferd Colon
Polnisches S
Morla 35 Warmblut 14 650 S K Obstipation Colon
Morelka 36 Polnisches 14 700 S K Meteorismus Coli
Warmblut
Douwina 37 Barockpinto 650 S C Torsio Coli
Baden-Baden 38 Vollblut 420 S K Spastische Kolik
Sourire 39 Westfale 10 k.A. S K Magenulzera
Le Niro 40 Hannoveraner 7 600 w K Obstipation Colon
Flake 41 Quarter Horse 25 500 w E Magenruptur
Weltentdecker 42 Hannoveraner 9 k.A. H K Obstipation Colon
Colorado 43 Pony-Mix 10 k.A. w K Kolik unbekannter
Genese
. Deutsches . .
Cocolina 44 . 18 495 S K Meteorismus Caci
Reitpony
Dine 45 Trakehner 31 k.A. S E Dinndarmileus
Rech I
Miss Jagq o Bel 46 Quarab 12 490 S C echtsverlagerung
Colon
Rosenstolz 47 Trakehner 12 575 w C Meteorismus Coli
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Tabelle 11: Ergebnisse der fiir den Sepsis-Score relevanten Parameter (Erhebung des

klinischen Bildes und zweier Laborparameter (Leukozytenzahl und ionisiertes Kalzium) zur

Einschétzung des Schweregrads der Endotoxdmie der Patienten).

Name AB HF AF IKT Maul-SH Leukozyten | ionisiertes
(ungestort — (Schlage | (zuge | (°C) (blassrosa — (1073/ul) Kalzium
hgr. reduziert) |/Min) /Min) hgr. gerotet) (mmol/I)

Etos mer. 80 | 24 | 387 r. gerdtet 5,45 1,508

reduziert ! 88r-8 ’ !

Axel mer. 64 | 34 | 380 r. gerdtet 2,75 1,805

reduziert ! 88r-8 ’ ¢
Champion de .
ungestort 44 12 37,7 blassrosa 8,09 1,043
Coeur
Gaylord 320 ggr. gestort 52 20 37,2 mgr. gerotet 4,16 1,367
Avelina ggr. gestort 54 18 37,0 blassrosa 5,89 1,277
Alma ungestort 40 16 37,8 blassrosa 6,8 1,321
mgr. N
Lady Gold Dust redusiert 40 18 36,5 ggr. gerotet 11,46 1,273
. mgr. N
Goldschatzchen . 76 16 37,2 ggr. gerotet 10,97 1,368
reduziert
Carlito B hgr. reduziert 80 60 36,5 mgr. gerotet 8,25 1,456
mgr. .

Lady Gold Dust reduziert 40 18 36,5 ggr. gerotet 11,46 1,273
Valdiva ggr. reduziert 44 16 38,0 ggr. gerotet 10,57 1,314
Torrey ggr. reduziert 44 18 37,2 blassrosa 11,15 1,461
Gaudi ggr. reduziert 48 20 37,0 blassrosa 3,08 1,046

Elvis mer. 80 | 24 | 389 r. gerdtet 12,46 1,313

reduziert ! 88r-8 ! ¢

Alina ggr. reduziert 60 16 38,3 ggr. gerotet 14,67 1,212

Alice ggr. reduziert 68 24 38,2 ggr. gerotet 8,08 1,221

DropiFra | o0 reduziert| 52 16 | 38,0 blassrosa 11,63 1,288
Vinkaergar
Lola ggr. reduziert 52 40 38,4 ggr. gerotet 6,58 1,341
Lina hgr. reduziert 60 32 37,8 ggr. gerotet 13,52 1,447
Diva ggr. reduziert 56 18 37,5 blassrosa 16,35 1,427
Leonardo ggr. reduziert 44 18 37,8 ggr. gerotet 7,24 1,322
Elisa ggr. reduziert 32 12 37,6 blassrosa 6,39 1,372
Shannon ggr. reduziert 36 12 37,4 blassrosa 6,5 1,234
Maxi ggr. reduziert 32 12 37,8 blassrosa 8,66 1,372
k .
Quarterbacks mer 64 | 24 | 378 | blassrosa 35,93 1,608
Aurelius reduziert
mgr.
Sussy . 40 16 37,6 blassrosa 11,21 1,412
reduziert
M ish
} Spanis ggr. reduziert 40 16 37,5 blassrosa 8,22 1,534
Candyman
Petite Fleur ggr. reduziert 36 12 37,5 blassrosa 9,69 1,391
Santoval mer: 80 | 20 | 37,8 | ggr. gerotet 12,2 0,395
reduziert
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Deep Red Devil mgf‘ 44 16 37,8 blassrosa 6,56 1,164
reduziert
Spok ggr. reduziert 44 20 37,6 blassrosa 11,62 1,372
Majestix hgr. reduziert 60 40 36,4 blassrosa 10,59 1,111
Dorette hgr. reduziert 70 20 37,5 ggr. gerotet 7,12 1,432
Janosch mer: 48 | 60 | 37,5 | blassrosa 9,21 1,236
reduziert
mgr. .
Morla . 68 18 38,2 mgr. gerotet 5,08 1,491
reduziert
mgr.
Morelka . 54 12 38,5 blassrosa 11,51 1,539
reduziert
. mgr.
Douwina . 64 20 38,2 blassrosa 6,09 1,529
reduziert
Baden-Baden | ggr. reduziert 36 16 37,5 blassrosa 9,08 1,525
Sourire ungestort 52 20 37,6 blassrosa 8,03 1,275
Le Niro ggr. reduziert 60 16 37,6 blassrosa 10,23 1,515
Flake mer. 40 | 16 | 39,3 | mar. gerdtet 2,61 1,486
reduziert
Weltentdecker | ggr. reduziert 52 16 38,6 blassrosa 9,45 1,463
Colorado hgr. reduziert 20 16 37,7 blassrosa 10,04 1,205
Cocolina ggr. reduziert 48 22 37,8 ggr. gerotet 7,56 1,619
Dine hgr. reduziert 96 36 36,0 hgr. gerotet 10,63 1,211
Miss Jaq o Bel | ggr. reduziert 40 16 37,6 blassrosa 4,34 1,689
Rosenstolz mer. 44 | 20 | 377 | blassrosa 5,43 1,694
reduziert

AB. Allgemeinbefund, IKT. Kérpertemperatur, HF.

Schleimhaut.
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Tabelle 12: Ergebnisse der makroskopischen Untersuchungen und der Laboranalysen der

gewonnenen Bauchhbhlenpunktate.

Name Menge Farbe Klarheit TP (g/dl |Laktat Zellgehalt

(in ml) (mmol/l) | (1073/ul)
Etos 0,4 gelblich ggr. trib 4,2 2,6 3,4
Axel 1,2 gelblich mgr. trib 4 kA n.m.
Cha:;:::: de 6,0 blass-gelb klar 04 1 0,77
Gaylord 320 4,2 dunkelgelb mgr. trib 4,2 8,6 25
Avelina 1,0 gelblich ggr. trib. k.A. k-A. k.A.
Alma 2,6 gelblich klar 1,8 k-A. 0,69
Lady Gold Dust 6,0 gelblich ggr. trib 2,8 k.A. 0,41
Goldschitzchen| 2,3 gelblich Klar 038 kA 1,44
Carlito B 1,8 gelblich klar 08 <1 0,6
Lady Gold Dust 6,0 gelblich ggr. trib 4,5 kA 0,41
Valdiva 3,6 gelblich ggr. trib 3 13 3,89
Torrey 2,8 gelblich klar 2,5 kA 3,1
Gaudi 4,0 gelblich ggr. trib 1 5 6,3
Elvis 1,1 dunkelgelb mgr. trib k.A. 12,1 4,5
Alina 4,2 gelblich Klar 1 L5 0,67
Alice 3,1 gelblich klar 18 1 1,35
V'?;ﬁ::e::r 4,7 gelblich Klar 1,4 1,4 1,13
Lola 2,5 gelblich Klar 038 kA 0,61
Lina 5,3 rotlich ggr. trib 3,2 5,7 2,39
Diva 4,2 blass-gelb klar 1 kA 1,86
Leonardo 3,2 gelblich klar k-A. k.A. 0,21
Elisa 6,1 gelblich klar 0,8 16 0,43
Shannon 100 | gelblich Klar 1.4 kA 0,51
Maxi 8,2 gelblich klar 18 <1 1,2
Qu::trzrl:)::ks 6,1 gelblich ger. trib 2,4 1 8,34
Sussy 2,3 gelblich Klar 2 2,8 2,66
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l\cn;nsdp;:s: 3,2 blass-gelb klar 0,2 <1 1,26
Petite Fleur 3,1 blass-gelb klar 1 <1 1,14
Santoval 5,0 gelb-rotlich mgr. trib 2 4,6 0,81
Deep Red Devil 7,2 blass-gelb klar 0,2 k.A. 0,23
Spok 8,1 gelblich Klar 0.8 <1 0,43
Majestix 4,4 rotlich hgr. trib 3 5 6,52
Dorette 5,6 gelblich klar 3 17 1,86
Janosch 43 | blass-gelb Klar 1 <1 1,43
Morla 3,1 blass-gelb klar 16 4,8 0,16
Morelka 4,0 blass-gelb klar 2,4 kA 1,96
Douwina 10,0 blass-gelb klar 0,7 18 0,92
Baden Baden 3,1 blass-gelb klar 1,2 17 0,5
Sourire 5,0 blass-gelb klar 1 2,4 0,29

Le Niro 3,2 blass-gelb klar 1,2 2 0,95
Flake 10,1 gelblich megr. trib 6 12,7 23,0
Weltentdecker 2,3 gelblich klar 1 kA 5,75
Colorado 3,8 blass-gelb klar 0,8 1 0,61
Cocolina 8,9 blass-gelb klar KA. L5 2,24
Dine 4,5 rotlich her. triib 5 17,7 21,41
Miss Jaq o Bel 2,7 gelblich klar 1 1,2 0,38
Rosenstolz 3,6 gelblich klar k-A. 12 0,59
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Tabelle 13: Ergebnisse der Laboranalysen der gewonnenen Blutproben.

Name HKT (%) | Leukozyten | TP (g/dl) | Laktat ionisiertes | Glukose PH

(1073/pl) (mmol/l) |Kalzium (mg/dl)

(mmol/1)

Etos 40 5,45 6,0 2,1 1,508 83 73
Axel 37 275 6 1,4 1,805 126 7,4
Chaz:)r;i:: de 40 8,09 6,4 <1 1,043 137 7,4
Gaylord 320 37 4,16 6 19 1,367 112 7,4
Avelina 42 5,89 > 14,3 1,277 193 7,2
Alma 43 6.8 8 2,2 1321 124 7,4
Lady Gold Dust | 27 11,46 41 2,1 1,273 150 7,4
Goldschatzchen 40 10,97 6 <1 1,368 81 7,4
Carlito B 35 8,25 6,2 <1 1,456 79 7,4
Lady Gold Dust | 31 11,46 6 <1 1273 150 7,4
Valdiva 30 10,57 6,4 <1 1314 99 7.4
Torrey 43 11,15 7 <1 1,461 88 7,4
Gaudi 38 3,08 6 6 1,046 181 7,5
Elvis 35 12,46 6,8 3,9 1313 120 7,4
Alina 27 14,67 6 13 1212 91 7,4
Alice 26 8,08 7 1,2 1221 120 7,4
poite | s g | 7 | a0 | aam | W0 0
Lola 33 6,58 5,4 4,3 1341 97 7,4
Lina 39 13,52 7 4,7 1,447 90 7,4
Diva 27 16,35 6,2 1,1 1427 102 7,4
Leonardo 38 7,24 5,2 3 1,322 98 7,4
Elisa 30 6,39 6 L4 1,372 99 7,4
Shannon 26 6,5 >4 16 1,234 143 7,4
Maxi 32 8 66 6,6 1,2 1372 91 7,4
Qu:lrjt::rllio::ks 30 3593 8 <1 1,608 84 7,4
Sussy 22 11,21 6,2 1,4 1412 115 7,4
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Petite Fleur 32 9,69 7 <1 1,391 86 7,4
Santoval 40 12,2 >8 41 0,395 125 7,4
Deep Red Devil 29 6,56 > 1 1,164 116 7.3
Spok 28 11,62 6,1 <1 1372 91 7,4
Majestix 35 10,59 >8 19 1,111 131 7,4
Dorette 16 71 >8 11 1,432 221 73
Janosch 33 9,21 6,8 <1 1,236 77 7,4
Morla 41 5,08 8 5,6 1491 121 7,4
Morelka 29 11,51 6.2 <1 1,539 170 7,4
Douwina 30 6,09 6,8 2 1,529 128 7,4
Baden-Baden 29 9,08 5,6 17 1,525 102 7,4
Sourire 38 8,03 6,6 2,8 1,275 106 7,4

Le Niro 36 10,23 6,7 L7 1,515 108 7,4
Flake 33 261 6,8 1,5 1486 105 7,4
Weltentdecker 37 9,45 7,4 <1 1,463 152 7,1
Colorado 29 10,04 6,2 <1 1,205 120 7,4
Cocolina 41 7,56 7,5 1,3 1,619 80 7,4
Dine 38 10,63 5,4 7,2 1211 292 7,4

Miss Jaq o Bel 37 4,43 > 1,6 1,689 83 7,3
Rosenstolz 37 5,43 5 1,2 1,694 79 7,4
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