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Abkilrzungen und Definitionen

Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen und Definit ionen:

a arteriell
Arteria

A korrespondierende Base zu HA

Abb. Abbildung

AG Anionenliicke (=Anion gap)

Alb Albumin

Aot Gesamtkonzentration der schwachen S&uren (=Acid total)

AUC Flache unter der Kurve (=Area under curve)

BE Baseniberschuss (=Base excess)

ca® Calcium-lon

CI Chlorid-lon

Co* Cobald-lon

CO, Kohlendioxid

CO,* Karbonat-lon

CMP Caseinomakropeptid

cu® Kupfer-lon

d Tag

Fe* Eisen-lon

GE Gesamteiweil}

h Stunde

H* Wasserstoff-lon, Proton

HA korrespondierende Saure zu A’

HCI Salzsdure

HCOs Hydrogenkarbonat-lon, Bikarbonat-lon

H,COg4 Kohlenséaure

H,O Wasser

HPLC Hochleistungsflissigkeitschromatographie (=High performance liquid
chromatography)

K* Kalium-lon

Ka Gleichgewichtskonstante

KM Korpermasse

kPa Kilopascal

Lak Laktat-lon

MAT Milchaustauscher

Max Maximum

Mg?* Magnesium-lon



Abkilrzungen und Definitionen

Min
Mn2+

mPa s

Na*
0. a.
OH
ORT
p

=]

pH

Pi
pKa
PVC
s
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SDS-Page
SID
SID,
SID,
SIG
S0,”
Tab.

u. a.

Minimum

Mangan-lon

MilliPascal Sekunden

Anzahl

Natrium-lon

oben angefihrt

Hydroxid-lon
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Partialdruck

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Anorganisches Phosphat
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Weltgesundheitsorganisation (=World health organisation)
arithmetischer Mittelwert

ungemessene Anionen

ungemessene Kationen

Zink-lon



Einleitung und Fragestellung

1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Der systemische S&uren-Basen-Status (SBS) von Kalbern und anderen Tieren wurde
anhand der Parameter der Henderson-Hasselbalchen Puffergleichung:

[HCO3]

H =pKa +log ———3°—
Pri =P 9 laxPCO,]

(a=0,226mmol/l x kPa) (1)

Uber Jahrzehnte vielfaltig untersucht. Aus dieser Gleichung resultieren die herkémmlichen
Daten des SBS wie pH, PCO,, [BE] und [HCO3], die die diagnostische Grundlage fir den
SBS im Blut in der Veterindr- und Humanmedizin bilden. Die Henderson-Hasselbalch
Puffergleichung ist korrekt, aber in folgender Hinsicht unvollstandig (de Morais, 1992;
Siegling-Vlitakis et al., 2007):
1. Sie bietet keine vollstandige Aussage Uber die pathophysiologischen Veranderungen
der nichtrespiratorischen (= metabolischen) Komponenten des SBS.
2. Sie legt die Schlussfolgerung nahe, dass Veradnderungen im SBS und im
Flissigkeitshaushalt in keinem Zusammenhang stehen.
3. Sie signalisiert nicht, dass Veranderungen des Blut-pH-Wertes eine Konsequenz aus
Veranderungen der Plasmaproteinkonzentration sein kénnen.
4. Sie impliziert, dass [HCOg3] eine unabhéngige Variable ist.
In den 80er Jahren entwickelte Peter Stewart ein neues Modell des SBS im Korper (Stewart,
1978; 1981; 1983). Nach Stewart existieren drei unabhangige Variablen des SBS im
Organismus, die die abhangigen Variablen wie pH, [HCO;3] u. a. einstellen. Die Stewart-
Variablen sind (1) [strong ion difference] ([SID]=starkbasische Kationen - starksaure
Anionen), (2) [acid total] ([A]=totale Konzentration der nichtflichtigen schwachen Sauren),
(3) PCO, (=Partialdruck des physikalisch gelésten Kohlendioxids) (Bailey und Pablo, 1998;
Constable, 1999a; Constable, 2000; Corey, 2003; de Morais, 1992; Rehm et al., 2004;
Wooten, 2004). Die neuen Parameter nach Stewart finden langsam Eingang in Veterinar-
und Humanmedizin, vor allem als Ergdnzung zur herkémmlichen Betrachtungsweise des
SBS (de Morais, 2005; Rehm, 2007). Allerdings fehlen fur die Interpretation pathologischer
Zustande geeignete Referenzbereiche der Stewart-Variablen fur die meisten Tierarten.
Neugeborene und junge Kélber leiden nicht selten an Stérungen des SBS (=Dyshydrie). Als
wichtige Ursache fir eine metabolische Azidose bei Kalbern ist die infektidse
Faktorenkrankheit Diarrhoe zu nennen (Hartmann et al., 1997). Durchfallerkrankungen sind
die haufigste Todesursache bei Kélbern in den ersten Lebenswochen (Kaske und Kunz,
2003). Durch die Totalverluste sowie durch die Behandlungskosten und Wachstumsverluste
der Kélber entstehen hohe wirtschaftliche Schaden (Baljer und Wieler, 1989; Schulte-Marter,
2000). Der Azidose, die aus der Diarrhoe resultiert, wird eine wesentliche Bedeutung fir den
Eintritt des Exitus letalis zuerkannt (Berchtold, 1998; Constable, 2002b).



Einleitung und Fragestellung

Die orale Rehydratation hat bei der Behandlung durchfallkranker Kalber einen hohen
Stellenwert (Brooks et al., 1996; Hartmann et al., 1984; Heath et al., 1989; Kaske und Kunz,
2003). Die oralen Rehydrationstranken (ORT) sollen vor allem das Flussigkeitsdefizit und die
metabolische Azidose ausgleichen. Um die Energiezufuhr der Kalber aufrecht zu erhalten,
sollte weiterhin Vollmilch gefuttert werden (Rademacher, 2003). Von Fachvertretern gibt es
kontroverse Ansichten dber den Einfluss von ORT auf die im Labmagen der Kalber
stattfindende Milchgerinnung (Kaske und Kunz, 2003; Nappert, 2003; Nappert und Lattimer,
2001; Rademacher et al., 2002). In vitro Versuche ergaben, dass einige ORT die
Caseinausfallung der Milch beeintrachtigen (Nappert und Spennick, 2003; Naylor, 1992). In
der Humanmedizin wurde die Flussigkeitstherapie anhand des Stewart-Modells in ihrer
Wirkung auf den SBS untersucht und konnte durch die gewonnenen Erkenntnisse verbessert
werden (Gunnerson und Kellum, 2003). Untersuchungen beztiglich der Bewertung von ORT
unter Bertcksichtigung der Stewart-Variablen existieren kaum. Zur weiteren Einfiihrung der
Parameter des SBS nach Stewart in Diagnostik und Therapie wurden folgende
Fragestellungen bearbeitet:

1. Welche Referenzbereiche der Stewart-Variablen ergeben sich bei Kalbern vom
ersten Lebenstag bis zu einem Alter von vier Wochen?

2. Welchen Einfluss haben ORT in unterschiedlichen Zusammensetzungen auf
abomasale Bedingungen wie pH, Osmolalitdt und Elektrolytkonzentrationen sowie die
Milchgerinnung?

3. Welche Wirkung haben die verabreichten ORT auf die Parameter des Stewart-Modell
des SBS im Blut bei Kalbern?



Literaturtibersicht

2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Stewart-Modell des SBS

Entwicklungen der Diagnostik des SBS im Organismus, die Eingang in den klinischen Alltag
gefunden haben, waren die Vero6ffentlichung der Henderson-Hasselbalch-Puffergleichung
(Formel 1) (Hasselbalch, 1916), des ,base excess" (=BE) (Astrup et al., 1960) und der
Anionenliicke ,anion gap“ (=AG) (Oh und Carroll, 1977). Die Unzulanglichkeit der
Puffergleichung nach Henderson-Hasselbalch den SBS im Organismus umfassend zu
beschreiben, bewegte 1948 Singer und Hastings zu der These, dass der Blut-pH durch zwei
unabhangige Faktoren, den PCO, und die Nettoladung der starken lonen beeinflusst wird
(Constable, 1999; Singer und Hastings, 1948). Der kanadische Physiker, Mathematiker und
Physiologe Peter Stewart hat Anfang der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts ein
alternatives Sauren-Basen-Modell begrindet, dass zusatzlich die Konzentration der
nichtflichtigen schwachen Séuren als Einflussgrof3e des SBS benennt (Stewart, 1978; 1981;
1983).

2.1.1 Physikochemische Grundlagen des Stewart-Model Is

Betrachtet man Korperflissigkeiten als physikochemisches System missen folgende drei
Prinzipien immer gegeben sein (de Morais, 1992; Eicker, 1990; Funk, 2007; Rehm et al.,
2004):

1. Das Prinzip der Elektroneutralitat: Die Summe aller positiven Ladungen entspricht der
Summe aller negativen Ladungen (3 Kationen=} Anionen).

2. Die Dissoziationsgleichgewichte aller unvollstandig dissoziierten Substanzen missen
immer gegeben sein. Dieses Prinzip gilt fur starke und schwache Elektrolyte
einschlieflich Wasser, obwohl nur schwache Elektrolyte ein
Dissoziationsgleichgewicht aufweisen.

3. Prinzip der Erhaltung der Masse: Die Gesamtmenge einer unvollstandig dissoziierten
Substanz kann immer aus der Summe der dissoziierten Menge und der
undissoziierten Menge einer Substanz berechnet werden.

Das Stewart-Modell vereinfacht die chemischen Reaktionen im Blut zu denen einfacher
lonen in einer Lésung. Diese Vereinfachung kann gemacht werden, weil die quantitativ
wichtigen Kationen (Na*, K*, Ca?* und Mg?") und Anionen (CI', HCO3, Proteine, Laktat, Sulfat
und Ketonkoérper) des Plasmas sich wie Salze verhalten (van Leeuwen, 1964; Constable,
1997). Plasmaionen, die an Redoxreaktionen teilnehmen, wie Cu®*, Fe*, Fe*, zn*, Co*
und Mn?*, sind quantitativ unwichtig fir die Einstellung des Plasma-pH, da sie im pmol-

Bereich im Blut vorkommen (Constable, 1999a).
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lonen, die Einfluss auf den SBS des Organismus nehmen, kénnen in zwei Gruppen eingeteilt
werden: starke und schwache lonen bzw. Nichtpuffer- und Pufferionen (Constable, 2000).
Starke lonen liegen bei physiologischem pH vollstandig dissoziiert vor. Sie haben also keine
Pufferwirkung. lonen 0Uben einen elektrischen Effekt aus: Die Summe der vollstindig
dissoziierten Kationen entspricht nicht der Summe der vollstandig dissoziierten Anionen.
Stewart bezeichnete diese Differenz als SID (strong ion difference) (Stewart, 1978; 1981;
1983). SID wurde schon von Singer und Hastings 1948 unter dem Namen ,buffer
base“=Pufferbase eingefiihrt (Dubin et al., 2007). Sie entwickelten ein Normogramm, das die
Kalkulation der Pufferbase aus pH, PCO, und Hamatokrit erméglichte (Siggaard-Andersen
und Fogh-Andersen, 1995).

Im Gegensatz zu starken sind schwache lonen bei physiologischen pH-Werten nicht
vollstandig dissoziiert. Die allgemeine Dissoziationsreaktion fir eine schwache Saure und
ihre konjugierte Base lautet:

HA o H* + A~ (2)
Im Gleichgewichtszustand kann die Dissoziationskonstante K, mit Hilfe des
Massenwirkungsgesetzes berechnet werden:

_[H*][A7]

TS 3)
Die schwachen lonen des Blutes konnen in flichtige (HCOjz) und nichtflichtige

(Nichtbikarbonatpuffer=Proteine und Phosphat) lonen unterteilt werden. HCO3; muss separat
betrachtet werden, weil es Teil eines offenen Systems ist. Veranderungen des PaCO, durch
die Atmung wirken sich auf die Plasma-[HCO3] aus (Constable, 1999; Haskins, 1977). Im
Gegensatz dazu ist das Nichtbikarbonatpuffer-System geschlossen und der Gehalt an
schwachen Elektrolyten feststehend, d. h. die Summe aus [HA] und [A'] ver&ndert sich nicht
(Eicker, 1990). Damit schwache Elektrolyte effektiv als Puffer im Blut wirken kénnen, sollte
ihr pKy-Wert im Bereich des pH+1,5 liegen. Weil der physiologische pH-Wert im Blut bei etwa
7,4 liegt, missen Substanzen, die als schwache S&uren wirken, einen pK, zwischen 5,9 und
8,9 aufweisen. Dazu z&hlen Phosphat und die Histidingruppen der Proteine (Constable,
1997).
Nach Stewart wird der pH-Wert in biologischen Flissigkeiten durch drei unabhangige
Variablen bestimmt (Stewart, 1978; 1981; 1983):

1. PCO;

2. SID (strong ion difference=Differenz der starken lonen)

3. A (acid total=Summe der schwachen Sauren)
Diese drei unabhangigen Parameter bestimmen neben dem pH-Wert auch alle davon
abhangigen Variablen, wie [HCO3] und [BE]. Die abhangigen Variablen kénnen nicht priméar

oder individuell verandert werden (Fencl und Leith, 1993; Fencl und Rossing, 1989). Die
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Grundlage fur die Herleitung der unabhdngigen Variablen stellt das Gesetz der
Elektroneutralitat dar. Stewart drickte diese Beziehung mit folgender Gleichung aus:

[SID] +[H*] = [OH™] -[HCO3]-[CO3"] - [AT] =0 (4)
Der postulierte chemische Mechanismus, wie die unabhangigen die abhangigen Variablen
einstellen sollen, ist die Verschiebung des Dissoziationsgleichgewichtes des
Wassermoleklls (Corey, 2003; Kaplan, 2005; Kellum, 2000). Eine Beeinflussung der
Variablen bedroht die Elektroneutralitdit des Plasmas. Dem wird mit einer verstarkten
Dissoziation von H,O begegnet:

H,O - H* +OH"~ (5)
Das dabei vermehrt anfallende H" ist fur den Abfall des pH-Wertes verantwortlich. Diese
Argumentation wurde aus der mathematischen Abhangigkeit der abhangigen Parameter von
den unabhéngigen hergeleitet. Aus chemischer Sicht ist dies fragwtirdig. Nach der Bronsted-
Definition ist CI" eine schwache Base und kann per se die H'-Konzentration in wassrigen
Lésungen nicht beeinflussen (Doberer et al., 2003; Haskins et al., 2006).

Die unabhangigen und die abhéngigen Variablen wurden von Stewart in einen
mathematischen Zusammenhang gebracht. Stewart entwickelte eine polynomische
Gleichung, die die Plasma-H'-Konzentration in Beziehung zu den drei unabh&ngigen
Variabeln und funf Konstanten setzte:

[H*1* +([SID*]+K)[H*]® + (K, ([SID*] = [A ) =K\ —K1ScooPeoz)

[H+]2 _(Ka(Kw +KlSCOZPCOZ)_KSKlSCOZPCOZ)[H+] _KaKSKlsCOZPCOZ =0 (6)

Ka=Dissoziationskonstante flr Aw; Kw=lonenprodukt des Wassers; Ki=Gleichgewichtskonstante fiir die
Henderson-Hasselbalch-Puffergleichung; Scoz=L06slichkeit von CO; im Plasma; Ks=Dissoziationskonstante fir
HCO3

Von einigen Wissenschaftlern wurde das Originalmodell von Stewart weiter bearbeitet und in
klinische Sauren-Basen-Modelle fir die Human- (Balasubramanyan et al., 1999; Corey,
2003; Fencl et al., 2000; Figge et al.,, 1991; 1992; Gilfix et al., 1993; Story et al., 2004;
Watson, 1999) und die Veterindrmedizin (Constable, 1997; 1999a; 2000) tberfuhrt (s. 2.1.3).

2.1.2 Bestandteile des Stewart-Modells

Die einzelnen Komponenten des Stewart-Modells und ihre weitere Bearbeitung sollen im

Folgenden naher beleuchtet werden.

2.1.21 PCO,

PCO, bleibt in der Betrachtungsweise des SBS des Blutes im Vergleich zu Henderson-
Hasselbalch unverandert. Der Partialdruck eines Gases ist nach Dalton der Druck, der in
einem Gasgemisch einem bestimmten Gas zugeordnet werden kann. Der Partialdruck

entspricht dabei dem Gesamtdruck, den dieses Gas beim alleinigen Ausfiillen des gesamten
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Volumens auslben wirde. Anhand des PCO,-Wertes konnen Stérungen des SBS in
respiratorische und nicht-respiratorische unterteilt werden. Verschiedene Angaben zu

Normwerten des PCO; fiir Rinder sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tab.1 Referenzbereiche fir PCO, im Blut von Rindern

PCO,-Referenzbereich (kPa) Quelle
4.8-6,4 (Hartmann, 2005)
4,7-7,0 (Kraft und Durr, 2005)
4,7-5,9 (Kaneko, 1989)
4.6-7,1 (Rosenberger, 1990)
4,6-5,8 (Smith, 2002)
4.5-6,0 (Radostits et al., 2007)

Der physiologische Stoffwechsel lasst in den Zellen des Korpers taglich zwischen 413 und
620mmol/kg® " CO, entstehen (Hartmann, 2005). In den Zellen wird aus CO, und H,O durch
das Enzym Carboanhydratase die flichtige S&aure H,CO; gebildet. Infolge guter
Lipidléslichkeit Gberwindet CO, leicht biologische Membranen und wird Gber die Alveolen der
Lunge kontinuierlich abgeatmet, so dass der PaCO, annédhernd konstant bleibt (Hartmann,
1995). Ein schwieriger Geburtsverlauf von Kélbern kann zur Erhéhung des PCO, fuhren. In
den meisten Féllen sind nach einigen Stunden die Werte wieder normalisiert (Szenci et al.,
1981).

2.1.2.2 Strong ion difference (SID)

Unter der SID verstand Stewart die Summe aller starken (vollstandig dissoziierten) Kationen
minus der Summe aller starken Anionen. [Na'] und [CI] sind die Hauptkomponenten der SID,
da ihre Konzentrationen im Extrazellularraum quantitativ am bedeutsamsten sind. Weitere
potenzielle starke lonen sind [K'], [Mg?'], [Ca?'] und [SO.?], deren Einfluss auf den SBS
geringer ausfallen durfte, da sie in niedrigen Konzentrationen mit geringer
Schwankungsbreite im Plasma vorhanden sind. Auch Laktat und andere organische Sauren
werden zur SID hinzu gerechnet, weil sie sich im Extrazellularraum aufgrund der
vollstdndigen Dissoziation in das korrespondierende Anion wie ein starkes lon verhalten
(Rehm et al., 2004). Da im Plasma vorhandene lonen, vor allem negative Ladungen [X7], wie
Sulfat, Ketonsauren und weitere organische Sauren, mit Hilfe der heutigen Labormessgerate
routinemafig nicht oder selten gemessen werden, kann die [SID] immer nur ndherungsweise
ermittelt werden (Maloney et al., 2002). Diese ,unvollstdndige SID wurde von (Figge et al.,
1991; 1992) als SIDgpparenty bezeichnet. Fiur die Berechnung der [SID,] werden folgende
Varianten unter Einbeziehung einer unterschiedlichen Anzahl von Elektrolyten
vorgeschlagen (Funk, 2007; Rehm et al., 2004; Siegling-Vlitakis et al., 2007):
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a)[SID3](mmoll) =[Na*]+[K*]-[CI]

b)[SID,] (mmol/l) =[Na*]+[K*]-[CI"]-[Lak ] (7
c)[SIDg](mmoll) =[Na*]+[K*]+2x[Mg®*]+2x[Ca®*]-[Cl"]-[Lak "]

Constable et al. (2005b) bestimmten [SID]-Werte bei neun gesunden Kalbern. Diese waren
[SID3]=43,0£2,4, [SID4]=41,1+2,7 und [SID¢]=45,4+3,6mmol/l. Referenzbereiche fir Rinder
(einschliellich Kalber) fir [SID,] liegen nicht vor.

Da einige lonen von den Labormessgeraten nicht erfasst werden, entwickelten Figge et al
(1991; 1992) eine effektive SID (SIDe), die sich aus den Werten fur pH, PaCO,, der
Phosphat- und Albuminkonzentration mit einem speziell entwickelten Computerprogramm
berechnen lasst. Vereinfacht lasst sich die [SID,] aus der [HCO3] und der Summe aller
schwachen negativen Ladungen ([A']) berechnen:

[SIDe] =[A"]+[HCO3] (8)
Wenn im Plasma keine ungemessenen starken lonen vorhanden sind, - was unter
natirlichen Bedingungen nicht gegeben ist - so ist [SID,]J=[SID¢]. Bei Vorliegen von
ungemessenen lonen bildet sich eine numerische Differenz zwischen SID, und SIDe, die als
strong ion gap (SIG) bezeichnet wird (s. 2.1.2.4).

Da der pH-Wert des Urins nur gering von [A,] und PCO, beeinflusst wird, ist die [SID] im
Harn in das Interesse der Forschung gerlckt. Die Bestimmung der [SID] im Urin kénnte die
Diagnostik des SBS verbessern (Gattinoni et al., 2006a). Constable (2007) bewertet die
Harn-[SID] als wichtiges Element zur Evaluierung des SBS von Rindern, das die Beziehung
zwischen dem pH-Wert des Urins und der Netto-Sauren-Basen-Ausscheidung (NSBA)

erklaren kann.

2.1.2.3 Acid total (A )

Die dritte unabhangige Variable des Stewart-Modells ist die totale Konzentration der
nichtflichtigen schwachen Sauren [Ay]. Stewart unterstellt in seinem Modell, das HA und A’
nicht an Reaktionen im Plasma teilnehmen, so das ihre Summe immer gleich bleibt. Diese
These wurde schon von (Reeves, 1976) unter Einbeziehung des Gesetzes von der Erhaltung
der Masse durch folgende Formel ausgedrickt:

[Awt ] =[HA]+[A7] 9)
In Stewarts Modell des SBS wird keine Methode angeboten, um [A] und den
dazugehorigen K,- und pk,-Wert zu bestimmen. Stewart berechnete [Aw] aus der
Gesamteiweil3konzentration und einem Faktor von van Slyke (1928). Van Slyke untersuchte
die negativen Ladungen von Albumin und Globulinen, die aus Pferdeserum gewonnen
wurden und setze diese in Beziehung zum pH-Wert der Losungen. Figge et al. (1991;1992)
machten mit ihren Untersuchungen darauf aufmerksam, dass vor allem Albumin und

Phosphat Einfluss auf den SBS des Menschen haben. Globuline spielen eine untergeordnete
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Rolle. Im Gegensatz zum Menschen hat bovines Globulin eine negative Nettoladung und
seine Beteiligung am SBS beim Rind ist nicht ganzlich zu verneinen (Constable, 2002a;
Darrow und Hartmann, 1929).

Besonders Albumin beeinflusst also den SBS im Blut (Russell et al., 1996; Wilkes, 1998). Es
macht 95% von Ay aus, Phosphat hat einen Anteil von 5% (de Morais, 1992; Whitehair et
al., 1995). Der Syntheseort des Albumins ist das endoplasmatische Retikulum der
Hepatozyten. Es zahlt neben den Globulinen zu den zwei Hauptproteinfraktionen des Blutes.
Es erfillt vor allem Transportfunktionen (Scheunert und Trautmann, 1987). Die Halbwertszeit
des extrazellularen Albumins betragt beim Rind 16,5d. Unter physiologischen Bedingungen
werden taglich zwischen 150 und 200mg Albumin je kg Koérpermasse (=KM) produziert
(Hartmann, 1995). Albumin ist eine komplexe mehrprotonige Saure mit vielen dissoziierbaren
Gruppen entsprechend der Aminosaurezusammensetzung des Molekils (Meloun et al.,
1975; Takahashi et al., 1987). Tanford et al. (1955) identifizierten 215 dissozierféahige
Gruppen am bovinen Albumin, die in sieben Kategorien unterteilt werden kénnen. In dem er
den Mittelwert dieser Daten bildete, berechnete Constable (2002a) den pky,-Wert fir bovines
Albumin. Bei 37<C betragt er 7,01. Um die Ladung des bovinen Albumins kalkulieren zu
kénnen, kombinierte Constable die Methode von Figge et al. (1992) mit den Daten von
Darrow und Hartmann (1929). Die Ladung des bovinen Albuminmolekuls lasst sich anhand
nachstehender Formel berechnen:

[Alb =] (mmol/l) = ([Alb] (g/l) x0,141) x (pH - 5,42) (10)
Das anorganische Phosphat im Serum ist zu 10 bis 20% an Proteine gebunden, wéhrend der
andere Teil als freies Anion oder komplexgebunden vorliegt. Bei physiologischem pH-Wert
von ~7,4 Uberwiegt Hydrogenphosphat (sekundares Phosphat):

P, =[H;PO,]+[H,PO,] +[HPO§1'] +[PO§[] (12)
Die Serum-[Phosphat] ist normalerweise niedrig. Daher kann eine Hypophosphatamie keine
metabolische Alkalose erzeugen (de Morais und Muir, 1995). Hyperphosphatamie, z. B. bei
Niereninsuffizienz, ist fir einen Abfall des Blut-pH mit verantwortlich (Fencl und Leith, 1993;
Fencl und Rossing, 1989; Figge et al., 1991).

Die Ladung des Phosphatgehaltes im Plasma kann nach Figge et al. (1992) mit folgender
Formel berechnet werden:

[P, 1 (mmol/l) =([P;](mmol/l) x0,309) x (pH - 0,469) (12)
Durch Zusammenfassung der Formeln zur Ladung des Albumins und des Phosphat kann der
negativ geladene Anteil von Ay, [A7] kalkuliert werden:

[A~](mmolll) = ([Alb] x0,141) x (pH - 5,42) + ([P, ] x 0,309) x (pH - 0,469) (13)
Die Referenzbereiche des Gesamtprotein- und Albumingehaltes sowie des Albumin-
Globulin-Verhaltnisses im Blut des Rindes sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. In den

herangezogenen Fachbiichern existieren nur vereinzelt Referenzwerte fur Kalber. Einige

8
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Studien belegen etwas niedrigere Werte der Gesamtproteinkonzentration beim Kalb als bei
alteren Rindern (Jaster et al., 1977; Knowles et al., 2000; Steinhardt et al., 1993). Es konnte
gezeigt werden, dass Kélber mit Plasma-[Albumin]-Werten unterhalb des Referenzbereiches
von Rindern geboren werden. Die Werte steigen in den ersten Lebenstagen an und liegen
nach etwa 13 Lebenstagen auf dem Niveau von adulten Rindern (Knowles et al., 2000;
Steinhardt et al., 1993).

Tab. 2 Referenzbereiche fur den Gesamtprotein- und Albumingehalt, des Albumin-
Globulin-Verhaltnisses und des Phosphatgehaltes im Serum von Rindern

Gesamtprotein Albumin A-G-Quotient Phosphat Quelle
(a/l) ((o70)) (mmol/l)
67-75 31-36 - 1,8-2,1 (Howard, 1993)
67-75 30-36 0,84-0,94 1,8-2,1 (Kaneko, 1989)
o ] ) o o (Kraft und Ddirr,
60-80 35-42 0,80-1,20 1,6-2,3 2005)
60-80" 30-40 0,80-1,20 1,6-2,3 (Rosenberger,
' ' e 1990)
68-86 30-43 0,84-0,94 1,8-2,1 (Smith, 2002)
i i i i (Radostits et al.,
57-81 21-36 1,1-2,8 2007)

"Kalber 50-70g/l ~ Kalber 2,6-3,5mmol/l
'Kalber 59-70g/l *Kalber 2,0-3,5mmol/l

Constable (2002a) ermittelte durch Titrationsversuche Werte fir [Ayw] von 25mmol/l und
K,=0,87x10" beim Rind. Anhand dieser Daten berechnete der Autor Faktoren, mit denen

sich [Aw] aus der Albumin- bzw. Gesamtproteinkonzentration des Blutes kalkulieren lasst:

a) [A iot-ap 1 (mmol/l) =0,76 (mmol/g) x[Alb] (g/l)
B) [A it -pro ] (mmol/l) = 0,36 (mmol/g) x[GE] (g/l)

2005b bestimmten Constable et al. etwas geringere Werte fur [Ay] im Kalberserum.

(14)

Daraufhin wurde die Berechnung von [Ay] fur Kalber prazisiert. Die fur das Kalb kalkulierten
Faktoren sind statistisch nicht verschieden zu denen fiir Rinder ermittelten Werten:

a) [A - 1 (mmol/l) =0,622 (mmol/g) x[Alb] (g/l)
b) [A ot -pro ] (mmol/l) = 0,343 (mmol/g) x[GE] (g/l)

(15)
Die voranstehenden Faktoren zur [Ai]-Berechnung orientieren sich an den Referenzwerten
von Serum-[GE]=70g/l und Serum-[AlIb]=33g/l. Voraussetzung fir diese Berechnung von
[Awt] aus [Alb] und [GE] ist eine Serum-[Phosphat] innerhalb des Referenzbereiches und fir
die [Awtrro]-Berechnung ein normales Albumin-Globulin-Verhéaltnis im Serum.

Fur viele Spezies wurden inzwischen Serumwerte fur [Aw] und K, bestimmt. Vor allem fir
den Menschen existieren diverse Angaben (Anstey, 2005; Corey, 2003; Staempfli und
Constable, 2003; Story et al., 2004; Watson, 1999; Wilkes, P., 1998). Die bisher ermittelten

Daten fir [A] und K, fir verschiedene Tierarten sind in Tabelle 3 zusammengestellt.
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Tab. 3  Mittelwerte fir [Aw] und K, im Plasma von verschiedenen Spezies

Spezies [A o] (mmolll) K a Quelle
Rind 250 0.87 x107 (Constable, 2002;
' ' . Constable et al.,
(Kalb) (19,2-23,1) (0,84x10) 2005)
Pferd 15,0 2,22x107 S(CO”?Itab'e’ 1997?|
. tampfli, H. R. et al.,
(Rennpferde) (14,9) (2,11x10) 1999)
7 (Constable und
Hund 17,4 0,17x10 Stampfli, 2005)
7 (McCullough und
Katze 24,3 0,67x10 Constable, 2003)
Vogel 78 2 15x107 (Stampfli, H. et al.,

2006)

2.1.2.4 strongion gap (SIG)

Ein klinisch wichtiges Problem ist die Identifikation von starken Anionen im Plasma, wie R3-
Hydroxybutyrat, Azetoazetat und Sulfat, die routinemaRig nicht oder selten bestimmt werden
(Constable, 1997; Constable et al.,1997, 1998).

Genau wie die AG basiert das Konzept der ,strong ion gap“=starke lonenliicke auf dem
Gesetz der Elektroneutralitat und wurde von Figge et al. (1992) entwickelt.

Die SIG bietet eine préazisere Methode, die ungemessenen starken lonen im Plasma zu
identifizieren als die AG (Constable et al., 1997; 1998; Kellum, 2003; Story et al., 2001), da
ausschlie3lich die starken lonen in die Berechnung mit einbezogen werden. Die AG ist die
Differenz aus allen ungemessenen Kat- und Anionen, dazu zahlen auch Albumin, Globuline
und Phosphat.

Die SIG setzt sich aus der Differenz der ungemessenen starken Kationen (X*) und den
Anionen (X)) zusammen (Kellum et al., 1995):

[SIG] (mmol/l) =[X*]-[X"] (16)
Anders als die anion gap ist die [SIG] im Blut eines gesunden Organismus nahezu null
(Corey, 2003). [SIG] steigt an, wenn [X'] zunimmt, [X] abnimmt oder beides zutrifft. Haufiger
kommt es klinisch zu einem Abfall von [SIG]. Dies resultiert vor allem aus einem Anstieg von
[X7], seltener durch einen Abfall von [X*] (Constable, 1999b; 2000).

In der Humanmedizin wird die [SIG] nach der Figge-Fencl-Methode aus der Differenz von
[SID,] und [SID,] berechnet (Figge et al., 1992; Gilfix et al., 1993; Kellum et al., 1995; Rehm
et al., 2004):

[SIG] (mmol/l) =[SID,]-[SID,] (17)
Weichen SID, und SID. voneinander ab, kann auf das Vorliegen von ungemessenen
Anionen geschlossen werden (Funk, 2007). Der Normwerte der [SIG], die fur den Menschen

bisher vorliegen, reichen von 2 bis 8mmol/l (Kellum, 2005).

10
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Fur die Veterindrmedizin hat Constable 1997 ein vereinfachtes ,Strong ion model” entwickelt

(s. 2.1.3). Nach diesem Modell kann die [SIG] folgendermalf3en bestimmt werden:

_ Aot _

Constable et al. (2005) schlagen einen Referenzbereich von -3 bis +3mmol/l fir die
entsprechend dieser Berechnung ermittelte [SIG] bei Kélbern vor.

Viele Intensivpatienten zeigen bedeutsame Stérungen des SBS mit relativ hohen
Konzentrationen von ungemessenen Anionen im Plasma. Durch die gleichzeitig vorhandene
Hypalbuminamie ist die SIG in der Detektion von [X] der traditionellen Anionenliicke deutlich
Uberlegen (Fencl et al., 2000; Kellum, 2003).

In einigen Studien wurde die Korrelation zwischen der [SIG] und der Mortalitdt von humanen
Patienten untersucht. Einige Autoren konnten einen Zusammenhang zwischen erhdhter
[SIG] und Mortalitat messen (Balasubramanyan et al., 1999; Dondorp et al., 2004; Durward
et al, 2005; Kaplan und Kellum, 2004). Andere Untersuchungen bestatigen diese
Ergebnisse nicht (Cusack et al., 2002; Rocktaeschel et al., 2003). Die unterschiedlichen
Studienergebnisse kénnen im Zusammenhang mit dem Gebrauch von gelatinebasierten
Infusionslésungen stehen. Gelatine ist eine exogene Quelle ungemessener lonen (Hayhoe et
al., 1999; Kellum, 2005).

2.1.3 Simplified strong ion model nach Constable

Das vereinfachte “strong ion model” (Constable, 1997) beschreibt Plasmaionen als starke
lonen, fliichtige (HCO3) oder nicht fliichtige Pufferionen (A’). Plasma enthalt demnach drei
Arten geladener Teilchen: SID*, HCO; und A". Wendet man auf diese Vereinfachung das
Prinzip der Elektroneutralitat an, gilt:

[SID*]—[HCO;]—[A']=0 (29)
Diese Gleichung stellt die Basis fir das vereinfachte ,strong ion model“ dar. Die
Einbeziehung von [CO3?], [OH] und [H'] wie in Stewarts Gleichung (Formel 6) wird als
unbedeutend voraus gesetzt, da die Plasmakonzentrationen dieser Parameter im pmol- bzw.
nmol-Bereich liegen (Constable, 2000).

Durch die Kombination der Gleichung fir die Erhaltung der Masse, des vereinfachten
Prinzips der Elektroneutralitéat (Formel 19) und der Dissoziationsgleichgewichte von H,CO;
und der schwachen Sauren des Plasmas wurde eine logarithmische Gleichung entwickelt.
Sie enthalt die drei unabhangigen Stewart-Variablen Ay, SID und CO, und drei Konstanten
(Ka, Ky, S):

2xSID

pH =log
(K, xSxPCO,)+ (K, xA,;)- (K, xSID) + (20)

J(Ky xSXPCO,) + (K, xSID) + (K, XA )? = (4K2 xSIDX A )
Ka=Dissoziationskonstante von Ay, Ki=Dissoziationskonstante von H,CO3; S=Lo6slichkeit von CO, im Plasma
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Diese Gleichung ist algebraisch einfacher als die Gleichung von Stewart, da hier der pH eine
Funktion von 6 Faktoren ist, bei Stewart sind es 8 Faktoren (Formel 6). Nicht alle 6 Faktoren
des ,simplified strong ion model“ haben einen unabhéngigen Effekt auf den pH-Wert im
Plasma. Die Dissoziationskonstanten K, und K; sind abhangig von der Temperatur und der
lonenstarke (Putnam und Roos, 1991). S ist sowohl temperaturabhangig als auch abhangig
von der lonenstarke und der Proteinkonzentration (Austin et al., 1963). [Aw] und K, sind
abhangig von den relativen Anteilen der nichtflichtigen Pufferionen (Albumin, Globulin,
Phosphat) (Constable, 1997). Verdnderungen in der lonenstarke konnen klinisch
vernachlassigt werden, da ihr Ausmald gering ist (Constable, 1999a). Die wichtigsten
Parameter, die Einfluss auf den pH-Wert nehmen, sind demnach: PCO,, [SID], [Aw] und die
Temperatur. Eine Verédnderung dieser Variablen ruft eine direkte und vorhersagbare pH-

Werténderung hervor (Constable, 2000).

2.1.4 Regulation des SBS

Der SBS ist einer der am straffesten regulierten Systeme im Korper. Akute Verédnderungen
des Blut-pH induzieren starke regulatorische Effekte auf der Ebene der Zelle, des Organs
und des Organismus. Abweichungen des SBS fihren zu Stérungen von transmembranaren
Stoffwechselvorgangen, Beeintrachtigung der Wirkung von Enzymen und Veranderung der
Affinitat von Rezeptoren gegentber Hormonen (Berchtold et al., 1982; Hartmann und
Berchtold, 1997).

Die Regulation der unabhangigen Parameter des SBS nach Stewart geschieht im
Organismus Uber die Lunge, die Nieren, den Gastrointestinaltrakt und die Leber. Das Herz-
Kreislaufsystem, das fir den Transport der Gase und Metabolite verantwortlich ist,

beeinflusst durch die Durchblutung der o. a. Organe die Bilanz des SBS im Korper.

2.1.4.1 Pulmonale Regulation

Die Lunge kontrolliert durch die alveolare Ventilation den PaCO,. Steigt oder fallt der PaCO,
oder die [H']-Konzentration im Blut, reagiert die Lunge innerhalb von Sekunden mit Hyper-
bzw. Hypoventilation (DiBartola, 1992; Stewart, 1981). Die Uberwachung dieser
RegelgréfRen geschieht an peripheren, in der Aorta und der A. carotis gelegenen und an
zentralen Chemorezeptoren in der Medulla oblongata. Dieser Mechanismus ist schon bei der
Geburt von Tieren funktionsfahig und sorgt fir die Umstellung des fetalen Gasaustausches
auf die postnatale Lungenatmung (Kaske, 1994). Nichtrespiratorische Stérungen des SBS
werden durch vermehrte oder verminderte CO,-Abatmung kompensiert. Die respiratorische
Kompensation normalisiert den Blut-pH nicht vollstandig, da die pulmonale Ventilation durch
Veranderungen des PaCO, und des PaO, limitiert ist (Berchtold, 1998; Berchtold et al.,

2000). Zur pulmonalen Kompensation einer metabolischen Azidose ist beim Menschen eine
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Verminderung des PaCO, auf etwa 1,3kPa, beim Hund auf 2,0kPa mdglich (Adams und
Polzin, 1989; Hartmann, 2005).

2.1.4.2 Renale Regulation

Die Nieren kontrollieren durch Ultrafiltration und tubulare Reabsorption oder Sekretion die
Plasma-[SID] und Plasma-[Ay]. Die Regulation der Plasma-[SID] und der Plasma-[P;] durch
epitheliale Transportvorgange in den Nieren ist mit der Ausscheidung oder Rickgewinnung
von H* oder HCO; verknuipft. Die traditionelle Betrachtungsweise des SBS geht davon aus,
dass die Nieren primar Protonen ausscheiden und HCOj3; reabsorbieren oder generieren,
womit immer auch ein Austausch von starken Kationen (vor allem Na® und K*) und des
starken Anions CI" verbunden ist. Nach der Theorie von Stewart ist die Einstellung von [H]
und [HCO3] in der Niere nicht unabhéngig, sondern wird durch die Regulation der
unabhangigen Variablen bestimmt (Fencl und Leith, 1993).
Nach der herkdmmlichen Theorie des SBS geschieht die renale Einstellung des SBS auf
verschiedene Weise (Gabel, 2005):

1. tubulare Reabsorption des im Glomerulus filtrierten HCO3

2. Regeneration von HCOj™ in Tubuluszellen

3. Ausscheidung von HCOg3 im Endharn

4. Ausscheidung von Protonen: a) als freies H*-lon

b) als titrierbare Aziditat
c) als Ammoniumion (NH,")

Bei der HCO4-Reabsorption werden die in das Tubuluslumen sezernierten H*-lonen von dort
vorhandenen HCOj-lonen neutralisiert. H,CO; dissoziert in CO, und H,O. Das CO,
diffundiert in die Tubuluszelle. Dort entsteht durch das Enzym Carboanhydratase wieder H*
und HCO5. Das H" wird gegen Na® aus dem Tubuluslumen ausgetauscht und Na® und
HCO; ans Blut abgegeben (Verlander, 1997). Nach Stewarts Theorie erhdht sich die [SID]
durch die Reabsorption des Na*, dies hat Einfluss auf die abhangigen Parameter des SBS.
Die Regeneration von HCOj3 steht im Zusammenhang mit der Ausscheidung von Protonen.
Durch die Carboanhydratase entstehen aus CO, und H,O HCO; und H'. H" und Na*
werden gegeneinander ausgetauscht, um die Elektroneutralitét zu erhalten (Brobst, 1983).
Na® und HCOs; werden Uber die basolaterale Membran ans Blut abgegeben. Die
Regeneration von HCOj3™ geht also auch mit einer Erhdhung der Plasma-[SID] einher.
Bei der alkalotischen Stoffwechsellage von Pflanzenfressern wird HCO3; ausgeschieden,
d. h. es werden weniger HCO3 bzw. nach dem Stewart-Modell weniger Na* im proximalen
Tubulus reabsorbiert und HCO3™ im kortikalen Sammelrohr im Antiport mit CI" ausgetauscht
(Madias und Adrogue, 2003). Durch die verminderte Na*-Riickgewinnung und die erhohte CI
-Reabsorption sinkt die Plasma-[SID].
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Die Sekretion von H*-lonen in das Tubuluslumen geschieht im proximalen Tubulus durch
einen Na'/H*-Antiport und im kortikalen Sammelrohr durch einen K*/H*-Antiport sowie eine
H*-ATPase (Verlander, 1997). Die Reabsorption von Na* und K* erhoht die Plasma-[SID].
Die meisten H'-lonen werden im Harn nicht als freie Protonen ausgeschieden. Sie werden zu
40% Uber die Bindung an HPO,* als H,PO, eliminiert. Phosphat wird aufgrund einer
niedrigen Phosphatschwelle nicht reabsorbiert und steht als Harnpuffer zur Verfigung (Lang,
2005). Diese Form der H*-Ausscheidung wird als titrierbare Aziditat bezeichnet (Scheid,
1996). Dieser Ausdruck beschreibt die Menge einer starken Base (z. B. NaOH), die ndtig ist,
um die Uber 24h ausgeschiedene Harnmenge eines Tieres auf den pH von 7,40 zu bringen.
Wendet man das Stewart-Modell auf diese Form der H*-Ausscheidung an, ist
hervorzuheben, dass hier neben der [SID]-Erh6hung auch [A] durch die
Phosphatelimination eingestellt wird. Beides hat nach Stewart die Erhéhung des Blut-pH zur
Folge. Der groRte Teil der Protonen wird im Harn als NH," ausgeschieden. Das
Ammoniumion entsteht aus NH3, welches in der Tubuluszelle aus Glutamin gebildet wird und
leicht in das Tubuluslumen diffundiert (Fromm und Gabel, 2005).

Neuere Studien belegen, dass bei der renalen H'- bzw. HCO5-Ausscheidung immer starke
An- bzw. Kationen beteiligt sind und dadurch die Plasma-[SID] eingestellt wird (Corey et al.,
2006; Moviat et al., 2006; Ring et al., 2005).

Die renalen Regulationsmechanismen des SBS koénnen respiratorische SBS-Stdérungen
kompensieren. Sie setzen aber erst nach Stunden ein und erreichen ein Optimum nach 2-3
Tagen (Hartmann, 2005).

2.1.4.3 Gastrointestinale Regulation

Stewart benennt 1981 den Gastrointestinaltrakt als wichtiges Organ fir den SBS, da er
direkten Einfluss auf die [SID] nimmt. Durch Verdnderungen in den Absorptions- und
Sekretionsraten der starken lonen wird die [SID] beeinflusst. Es wird davon ausgegangen,
dass der epitheliale Transfer der starken Kat- und Anionen nicht in Abhangigkeit von ihrer
Wirkung auf den SBS geschieht. Allerdings lasst sich durch die [SID] der Nahrung eine
Wirkung auf den SBS erzielen. Dies geschieht z. B. bei der DCAB (dietary cation anion
balance) basierten Fitterung der Milchkiihe zur Prophylaxe der Hypocalcdmie (Goff und
Horst, 2003; Hu et al., 2007; Vagnoni und Oetzel, 1998). Einige Untersuchungen existieren,
in denen auf unterschiedliche Absorptions- und Sekretionsraten von Elektrolyten bei
Azidosen und Alkalosen hingewiesen wird. Diese in vivo Studien an Ratten unterstutzen die
These, dass der Gastrointestinaltrakt einen kompensatorischen Effekt beztglich [SID] bei
respiratorischen und nicht-respiratorischen Stérungen des SBS haben koénnte (Charney und
Feldman, 1984).
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2.1.4.4 Hepatische Regulation

Je nach Stoffwechsellage werden in der Leber vermehrt H*-lonen durch Proteinkatabolismus
oder anaerobe Glykolyse produziert oder durch vollstandige Metabolisierung von Laktat,
Citrat, Azetat und anionischen Aminoséauren verbraucht (Marshall, 1995). Die Leber ist fur
die Bildung der Plasmaproteine zustandig und stellt damit [A,] ein. Die hepatische
Produktion von Albuminen und a- und R-Globulinen unterliegt nicht ihren potenziellen
Wirkungen auf den SBS (Fencl und Leith, 1993). Bei Storungen des SBS durch Hypo- oder
Hyperproteinamie kann keine Kompensationsreaktion durch die Nieren oder die Lunge
beobachtet werden. Bei chronischer Hypoproteinamie wurde sogar paradoxerweise

Hyperventilation beobachtet (Rossing et al., 1988).

2.1.5 Pathophysiologischer Hintergrund und Einteilu ng der Funktionsstérungen des
SBS nach Stewart

Stérungen des SBS sind stets sekundére Folge von primaren Organdysfunktionen. Liegt der
pH-Wert unterhalb des Normalbereichs, spricht man von einer Azidose, liegt er dartiber, von
einer Alkalose. Der Referenzbereich des pH-Wertes fir das Kalb ist 7,35 bis 7,45 (Berchtold,
1998). Je nach Ursache werden die Stérungen des SBS in respiratorische oder nicht-
respiratorische (metabolische) eingeteilt. Azidosen bzw. Alkalosen kdnnen kompensiert
werden (s. 2.1.4).

Um eine respiratorische SBS-Stérung zu diagnostizieren, wird sowohl traditionell als auch
nach Stewart der PaCO, beurteilt. Funktionsdiagnostisch werden nach der herkdmmlichen
Betrachtungsweise des SBS [HCO;3] und [BE] herangezogen, um eine Aussage uber die
metabolische Komponente des SBS vornehmen zu kdnnen. Bei der Analyse der Stewart-
Variablen ergibt sich eine differenziertere Klassifikation der metabolischen SBS-Stérungen

im Vergleich zu Henderson-Hasselbalch:
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Tab. 4  Einteilung der Stérungen des SBS nach Henderson-Hasselbalch und Stewart im

Vergleich
SBS- Henderson- Stewart
Stoérungen Hasselbalch
. _ Azidose (CO,1) Azidose (CO,1)
Respiratorisch
P Alkalose (CO,|) Alkalose (CO,|)
Hyperchloramische Azidose (CI-1)
L[SID] Organische Azidose (z. B. Laktat?)
Verdinnungs-Azidose (Na+])
Azidose .
Vetablisch (HCOs4-|, BE) ASID] HprocthIokr?ch:Iek Allkalols\le E,CH)
Alkalose ontraktions-Alkalose (Na+1)
(HCOs-1, BEY) ™ Hyperproteinamische und/oder
T hyperphosphatamische Azidose
AW Hypoproteindmische Alkalose
Gemischt Respiratorisch- Alle Stdérungen in Kombination denkbar

metabolisch

Es existieren zwei grundsatzliche Mechanismen, wie sich [SID] verandern kann. Erstens
kann sich allein das Volumen des freien Wassers im Plasma andern. Die starken lonen
werden proportional verdinnt oder konzentriert. Diese metabolische Stérung des SBS, die
durch Hyper- oder Hyponatridmie gekennzeichnet ist, wird als Kontraktions-Alkalose bzw.
Verdinnungs-Azidose bezeichnet. Die zweite Mdglichkeit einer Verdnderung der [SID] ist
eine isotonische Imbalance der starken lonen. Wenn [Na’] konstant bleibt, kann durch
Anstieg von CI' eine hyperchloramische Azidose oder durch Akkumulation von starken
organischen Sauren eine Laktazidose oder eine Azidose durch ungemessene Anionen
hervorgerufen werden (de Morais und Muir, 1995). Neben Na" ist CI" das einzige starke lon,
dessen Konzentrationsabfall eine SBS-Stdrung (hypochloramische Alkalose) hervorrufen
kann. Die Konzentrationen aller anderen starken Kat- und Anionen sind zu gering, um [SID]
nachhaltig zu veréandern (Fencl et al., 2000; Fencl und Rossing, 1989). Der Begriff
hyperchlordmische Azidose ist mittlerweile weitgehend akzeptiert (Rehm et al., 2007). Es
existieren zahlreiche Studien zu dieser Form der metabolischen Azidose, die nach der
Infusion gréRerer Mengen 0,9%iger NaCl-Losung auftritt (Moon und Kramer, 1995; Prough
und Bidani, 1999; Scheingraber et al., 1999; Skellett et al., 2000; Wilkes, N. J. et al., 2001).
Isotone Kochsalzlosung (Na“=154mmol/l,CI'=154mmol/l, SID,=0mmol/l) enthalt im Verhaltnis
zum Blutplasma (Na'=140mmol/l, ClI=110mmol/l, SID,=30mmol/l) zu viel CI, daraus
resultiert eine Erniedrigung der [SID] (Constable, 2003; Durward et al., 2001). Dies wird nur
unzureichend durch eine hypoproteiname Alkalose durch die Verdinnung der
Plasmaproteine ausgeglichen (Rehm et al., 2004). Aus einer Studie von (Morgan et al.,

2004) geht hervor, dass Infusionslésungen, die aus NaCl und NaHCO; hergestellt wurden,
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eine [SID,] von 24mmol/l aufweisen sollten. Lag die [SID,] darlber verursachte die
Infusionslésung eine Alkalose, bei geringeren Werten eine Azidose. Fur das Rind ist vor
allem die hypochlorame Alkalose klinisch beachtenswert. Bei der Labmagenverlagerung des
Rindes kommt es regelméaflig zur Hypochloramie und metabolischen Alkalose aufgrund des
abomasalen Refluxes (Constable, 1999a; de Barros Filho, 2002; Dirksen et al., 2006;
Hartmann, 2005).

In vitro ist der Zusammenhang zwischen Proteinen und pH-Wert im Plasma wiederholt belegt
worden (Figge et al.,, 1991; 1992; Watson, 1999). Hypoproteindmie ist haufig bei
Intensivpatienten ein Grund fur eine metabolische Alkalose (Fencl et al., 2000; Fencl und
Rossing, 1989; Rossing et al., 1988; Ystgaard, 1982). Hyperproteindmie und -phosphatamie
durch Hamokonzentration soll fur die Azidose veranwortlich sein, die bei Cholera auftritt
(Wang et al., 1986). Durch Albumininfusionen bei Menschen konnte experimentell eine
hyperproteindmische Azidose erzeugt werden (Bruegger et al., 2005). Ursachen fir die
verschiedenen metabolischen Stérungen des SBS nach Stewart sind in Tabelle 5 aufgefihrt.

Tab.5 Metabolische SBS-Stérungen nach dem Stewart-Modell und deren Klinische
Ursachen

Veranderungen der [SID] Ursachen

Infusion elektrolytarmer(-freier) Losungen,

Verdinnungs-Azidose [SID]] Wasserintoxikation

Kontraktions-Alkalose [SID]t Wassermangel, Diabetes insipidus

Nierenversagen, Diarrhoe, NaCl-Infusion,

Hyperchlordmische Azidose [SID]} Kompensation der chronischen Hypokapnie

Labmagenverlagerung, Erbrechen,

Hypochloramische Alkalose [SID]t Kompensation der chronischen Hyperkapnie

Laktazidose [SID]| Gewebehypoperfusion, Hypoxie
Azidose durch ungemessene Anionen [SID]] Uramie, Ketoazidose
Veranderungen von [A ] Ursachen
Hyperproteinamische Azidose [Aw] 1t Dehydratation

Leberinsuffizienz, Unterernahrung, Entero-

Hypoproteinamische Alkalose [Aw]] und Nephropathien, groRe Wunden

Hyperphosphatamische Azidose [Aw] T Niereninsuffizienz

2.1.6 Normwerte und Referenzbereiche von Variablen

Eine wichtige Aufgabe des Tierarztes ist die Interpretation von Laborparametern. Er
analysiert, ob sich die ermittelten Blut- und Harnwerte eines Patiententieres im
Normalbereich befinden (Kaneko, 1989). Der Begriff des ,Normalen® ist schwer definierbar.
Er wird haufig benutzt, um Individuen in krank und nicht krank zu unterteilen. Diese
Schlussfolgerung ist nicht korrekt, Individuen mit ,Normalwerten“ kénnen krank und mit

Werten aul3erhalb des Normalbereiches gesund sein (Marshall, 1995). In der Interpretation
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von Laborergebnissen wird daher der Begriff Referenzbereich benutzt (Kraft und Dirr, 2005).
Um einen Referenzbereich festzulegen, missen Grenzwerte festgelegt werden. Grenzwerte
sind keine biologischen Konstanten, sondern statistisch gewahlte Werte zur diagnostischen
Beurteilung kontinuierlicher Messdaten unter Einhaltung bestimmter Qualititsvorgaben
(Greiner, 2003). Es gibt grundsatzlich zwei mathematisch-statistische Methoden, um einen
Referenzbereich festzulegen: (1) parametrisch und (2) nichtparametrisch.

Eine parametrische Berechnungsgrundlage setzt voraus, dass die erhaltenen Werte analog
zur Gauf¥’'schen Normalverteilung vorliegen. Die Gauly'sche Normalverteilung wird durch ihre
Dichtefunktion definiert (Weif3, 1999):

y = e 2la) (21)

ov21m
x=MessgroRe; y=relative Haufigkeit von x; y=Erwartungswert; c=Standardabweichung; m=3,1416; e=2,7183

Theoretisch kann x jeden Wert annehmen. Die Gaul’'sche Normalverteilung ist symmetrisch
und glockenférmig. Die Streuung (8) fir 68% aller Einzelwerte fur x ist X+1xo. Fast alle
Einzelwerte (99,73%), die normal verteilt sind, befinden sich im Streubereich X+3xo.
Referenzbereiche fur normal verteilte Messdaten werden festgelegt, in dem man eine
reprasentative Stichprobe aus einer Population gesunder Tiere nimmt (Kaneko, 1989). Aus
Mittelwert (X) und Standardabweichung (s) der Messwerte wird Ublicherweise der
Referenzbereich folgendermalRen ermittelt: X+1,96xs. In diesem Bereich liegen 95% aller
normal verteilten Messdaten. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass auch 5% aller
Einzelwerte von gesunden Probanden auf3erhalb dieses Referenzbereiches liegen (Marshall,
1995).

Es gibt labordiagnostische Messwerte, die nicht der Normalverteilung entsprechen. Die
Verteilungskurve verlauft z. B. links steil und rechts flach oder einige Messgréf3en besitzen
einen einseitigen Referenzbereich, d. h. von 0 bis zum Grenzwert gilt der Messwert als
.hormal“. Fir solche MessgroRen werden Perzentile als Grenzwerte verwandt. Im
Allgemeinen wird das 95%-Perzentilintervall bevorzugt. Hierbei werden in der nach GroRe
geordneten Reihe der Einzelbefunde 2,5% der niedrigsten und 2,5% der hdchsten
gemessenen Werte ausgeschlossen. Bei einseitigem Referenzbereich werden nur an einer
Seite 2,5% der Werte eliminiert (Kraft und Durr, 2005).

Das grofdte Problem bei der Schaffung eines Referenzbereiches ist nicht die Frage nach der
Berechnungsgrundlage, sondern nach dem Umfang der reprasentativen Stichprobe. Die
Antwort auf die Frage, ob die Ergebnisse einer Stichprobe auf die Grundgesamtheit zu
Ubertragen sind, beruht in der Medizin haufiger auf sachlogischen als auf
wahrscheinlichkeitstheoretischen Uberlegungen und ist eng mit dem Forschungsvorhaben

verknipft. Oft lasst sich die entsprechende Grundgesamtheit gar nicht konkret angeben
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(Weil3, 2005). Fur die Bestimmung des minimal erforderlichen Stichprobenumfangs bei

normal verteilten Messwerten kann folgende Formel genutzt werden (Werner, 1992):

Uig/2\2 52
N min z(T") x3 (22)
ui-qp=Vertrauensintervall, bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a<0,05 und n—« betrdgt der dazugehorige

Tabellenwert 1,96; A=gewiinschte Prazision der Schatzung, d. h. die Lange oder Breite, die das aus den

Messdaten zu berechnende Konfidenzintervall hochstens haben soll; 62:Varianz, kann aus s? geschatzt werden.

Mit zunehmendem Stichprobenumfang erhdht sich die Genauigkeit fir die Schatzung des

Referenzbereiches.
2.2 Abomasale Verdauungsphysiologie des Kalbes

2.2.1 Besonderheiten des Verdauungstraktes neugebor  ener Kélber

Der neugeborene Wiederkduer ist als Saugetier wahrend der ersten Lebenswochen
ausschlie3lich auf Milch als Nahrungsquelle angewiesen. Der Labmagen nimmt bei der
Geburt etwa 50% des gesamten Magenkomplexes ein (Mornet und Espinasse, 1990). Das
Vormagensystem ist zunachst klein, nicht mit Mikroorganismen besiedelt und somit praktisch
funktionslos (Kaske, 2005).

Die beim Saugen geschluckte Milch gelangt unter Umgehung der Vormagen direkt in den
Labmagen. Realisiert wird dies durch den Haubenrinnenreflex, eine spiralige Drehung der
beiden Haubenlippen bei gleichzeitiger Offnung des Ostium reticuloomasicum und des
Psalterkanals. Dieser Reflex wird durch Chemorezeptoren in Maulhéhle und Pharynx
ausgelost, unterliegt aber auch psychischen Einflissen (Rosenberger, 1990). Das Kalb muss
die Tranke freiwillig in kleinen Schlucken aufnehmen, darf nicht beunruhigt oder im
Allgemeinbefinden gestdrt sein, sonst schlie3t die Haubenrinne unvollsténdig und es laufen
erhebliche FlUssigkeitsmengen in die Vormagen. Dies wird als Pansentrinken bezeichnet
(Breukink et al., 1988). Unter dem Einfluss der langsam einsetzenden Rauhfutteraufnahme
bildet sich das Vormagensystem aus und der Haubenrinnenreflex geht verloren, bei einigen

Tieren bleibt er allerdings tber Jahre erhalten (Pfeffer, 1987).

2.2.2 Physiologie des Labmagens

Der Labmagen der Wiederkduer entspricht funktionell dem Magen des monogastrischen
Tieres (Pfeffer, 1987). Der Labmagen dient als Nahrungsspeicher, damit wird die
Diskontinuitat der Nahrungsaufnahme ermdglicht. Die Entleerung des Labmagens wird
prazise reguliert. Die Entleerungsrate nach Aufnahme von isotoner energiearmer Flissigkeit
erfolgt exponenziell. Enthalt Flissigkeit kalorische Zusatze, wie Glukose, ist die
Magenentleerungsrate linear, so dass Nahrstoffe in einer anndhernd konstanten Rate in den
Dunndarm gelangen. Je mehr Glukose enthalten ist, desto langsamer erfolgt der Transport

von Flussigkeit durch den Labmagen (Nouri und Constable, 2006). Hypertone Ldsungen
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(>300mosmol/l) verweilen langer im Labmagen als isotone. Die abomasale Entleerungsrate
beeinflusst die Anflutung der Elektrolyte im Dinndarm und damit die Geschwindigkeit ihrer
dort stattfindenden Absorption (Sen et al., 2006). Bei fester Nahrung beginnt die Entleerung
verzogert, da die Nahrungsbestandteile zunachst zerkleinert und verfliissigt werden miissen
(Ehrlein, 2005). Andere wichtige Regulationsmechanismen der Labmagenentleerung sind:
Protein- und Fettgehalt der Nahrung sowie der pH der Ingesta im Duodenum (Constable et
al., 2006). Neben der Speicherfunktion leitet der Magen die Verdauung der

Nahrungsbestandteile ein.

2.2.2.1 Gastrale Sekretion

Im Magen werden drei Drisenzonen unterschieden, die Cardia-, die Fundus- und die
Pylorusdrisenzone. Cardia- und Fundusdrisen sowie die Nebenzellen der
Fundusdrusenregion sezernieren Schleim zusammen mit HCOj; zum Schutz des
Magenepithels. In der Fundusdriisenzone erfolgt dartiber hinaus die Sekretion von HCI durch
die Belegzellen und von Verdauungsenzymen durch die Hauptzellen (Murer und Berger,
1992). Die intrazellulare HCI-Bildung wird durch die enzymatisch beschleunigte
Hydratisierung von CO, eingeleitet. Die entstehenden Protonen werden aktiv durch
Austausch mit K* ins Labmagenlumen befordert. Das HCO5™ gelangt im Austausch mit Cl" ins
Blut. Das sich anhaufende CI" gelangt Uber einen Kanal ins Lumen des Labmagens (Young
et al., 1996).

Labmagenlumen Belegzelle Blut

v
HCI
H+\HCO§

K* Carbo-
an hydratay

Abb.1 Schema des Elektrolyttransfers in einer Belegzelle der Labmagenmukosa bei der
Bildung von HCI

Die HCI-Sekretion wird durch sich Uberlappende nervale, hormonale und parakrine

Mechanismen reguliert. Daran beteiligt sind u. a. der Parasympathicus (Transmitter:

Acetylcholin), Gastrin, Gastrin-releasing Peptid (GRP), Ghrelin, Orexin, L-Aminosauren,

Atrionatriuretisches Peptid (ANP), Leptin sowie Histamin (Hou und Schubert, 2006). Der

durch die HCI-Sekretion bedingte niedrige pH-Wert in den Ingesta wirkt bakteriostatisch,
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Uberfuhrt die Enzymvorstufen Pepsinogen und Prochymosin in ihre aktiven Formen (Berghen
et al., 1987; Pedersen et al., 1979) und kann aufgenommene Proteine fallen, das ist u. a. fur
die Sauregerinnung der Caseine wichtig (s. 2.3.4).

In der Fundusdrisenregion werden Pepsinogen und Prochymosin, inaktive Vorstufen der
Endopeptidasen Pepsin und Chymosin, durch die Hauptzellen synthetisiert (Andren et al.,
1982). Chymosin wird beim Milchkalb und Milchlamm sowie eingeschréankt auch bei den
anderen Haussaugetieren nach der Geburt sezerniert. Es ist vor allem fiur die
Milchgerinnung im Labmagen verantwortlich (s. 2.3.3 und 2.3.5).

Pepsinogen wird bei pH-Werten <5,0, am schnellsten bei pH=2,0-2,5, durch Abspaltung
einer Peptidsequenz -bestehend aus 45 Aminosduren- vom N-Terminus zu Pepsin aktiviert
(Berghen et al., 1987; Harboe et al., 1974). Pepsin spaltet vor allem Peptidbindungen von
Proteinen mit aromatischen Aminosauren. Das pH-Optimum der Pepsin-Aktivitat liegt bei
pH=2,0 (Henschel, 1973; Williams et al., 1976). Die Produktion von Pepsinogen bei Kalbern
ist schon bei der Geburt vorhanden und bleibt bis zum Absetzen von Milch auf dem gleichen
Niveau. Nach dem Entzug von Milch nimmt die Pepsinaktivitat zu (Guilloteau et al., 1985; Le
Huerou-Luron et al.,, 1992). Dies ist sinnvoll, da Pepsin im Gegensatz zu Chymosin

pflanzliche und mikrobielle Proteine hydrolysieren kann (Raymond et al., 1972).

2.2.2.2 Luminale Bedingungen des Kélberlabmagens

Das praprandiale Volumen im Kalberlabmagen betragt 20 bis 137ml (Wittek et al., 2005). Bei
Futterung von Milch werden innerhalb von 12 Stunden etwa 42ml Flussigkeit pro kg KM
durch die Labmagenmukosa sezerniert (Mylrea, 1966b). Bei Futterentzug ist die abomasale
Sekretion auf 28ml/kg KM reduziert (Mylrea, 1968). Williams et al. ermittelten 1976 bei
pH=1,6 folgende Elektrolytkonzentrationen im abomasalen Sekret: [Na']=35,0mmol/l,
[K"]=11,8mmol/l und [CI=117,4mmol/l. Die [SIDs;] des Labmagensekrets betragt demnach:
[SIDs]= -70,6mmol/l. Die Nuchternwerte des pH in den Labmageningesta von Kélbern liegen
im Mittel bei pH~2,0, vereinzelt treten auch Werte <1,0 auf (Ahmed et al., 2001; 2002a;
2002b; 2005; Constable et al., 2005a; 2006; Williams et al., 1976). Nach Fitterung von 2|
Milch oder MAT steigt der abomasale pH auf Werte zwischen 4,0 und 6,0 an, bleibt fir etwa
2h auf diesem Niveau und fallt dann langsam ab. Nach 4 bis 8 Stunden werden die
Ausgangswerte wieder erreicht (Constable et al., 2005a; 2006; Reinhold et al., 2006;
Williams et al., 1976). Der abomasale pH-Wert des Kalbes liefert Anhaltspunkte tber die
Entleerung des Labmagens. Werden die Niichternwerte des pH wieder gemessen, hat die
Nahrung den Labmagen passiert (Marshall et al., 2004). Die Steigerung der
Futterungsfrequenz unter Beibehaltung der Fitterungsmenge fihrt zu einem Anstieg des
préaprandialen abomasalen pH-Wertes. Der mittlere 24h-pH-Wert in den Labmageningesta ist
bei zweimaliger Fitterung niedriger als bei drei-, vier- oder achtmaliger Fitterung (Ahmed et

al., 2002b). Die pH-Wert-Auslenkung in den Labmageningesta ist nach Fitterung von MAT
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groBer als nach Fitterung von Milch (Constable et al., 2005a). Williams et al. (1976)
untersuchten die Auswirkungen der Proteinquellen in den MAT auf den abomasalen pH-
Wert. In diesen Untersuchungen waren die pH-Werte in den Labmageningesta am
niedrigsten nach Fitterung von MAT aus mittelgradig erhitztem Milchpulver. Eine héhere pH-
Wert-Auslenkung in den Labmageningesta wurde bei hocherhitztem Milchpulver,
Fischproteinkonzentrat und Sojamehl als Proteinquelle im MAT beobachtet. Nach Fitterung
von ORT steigt der pH postprandial auf hthere Werte als nach Milchfiitterung. Dabei kann
nicht allein vom Gehalt an HCO3™-lonen in den ORT eine Aussage Uber das Ausmal} der
postprandialen pH-Wert-Veranderungen im Labmagen gemacht werden (Reinhold et al.,
2006). Bei adulten Rindern besteht ein kontinuierlicher Fluss von Nahrungsbestandteilen
durch den Labmagen, so dass der abomasale pH anndhernd konstant bei 2,1-2,2 gehalten
wird (Geishauser et al., 1996; Sarashina et al., 1990; Van Winden et al., 2002).

Ein niedriger abomasaler pH-Wert stellt eine Saurebarriere flr sauresensitive
Mikroorganismen dar und soll die Inzidenz und den Schweregrad der neonatalen
Kalberdiarrhoe vermindern (Constable et al., 2006; Jaster et al., 1990). Andererseits werden
niedrige pH-Werte in den Labmageningesta fir die Entstehung von Labmagengeschwiren
bei Kalbern und Kihen verantwortlich gemacht, da bei niedrigen pH-Werten Pepsin und
Chymosin aktiviert werden (s. 2.2.2.1 und 2.3.5). Ein wichtiges Ziel in der Behandlung und
Prophylaxe von abomasalen Geschwiren ist, den pH-Wert in den Labmageningesta
anzuheben. Dies kann bei Kélbern durch Erhéhung der Fitterungsfrequenz (Ahmed et al.,
2002b) oder durch Gabe von Antacida (Ahmed et al., 2002a), H,-Blockern (Ahmed et al.,

2001) sowie lonenpumpen-Blockern (Ahmed et al., 2005) erreicht werden.
2.3 Milchgerinnung

2.3.1 Zusammensetzung von Milch

Milch enthalt neben Wasser im Durchschnitt 3,8% Fett, 3,3% Protein, 4,5% Lactose und
0,7% Mineralstoffe (Souci et al., 1986/87). Unter der Bezeichnung Milch wird im allgemeinen

und gesetzlichen Sprachgebrauch Kuhmilch verstanden.

2.3.1.1 Milchproteine

Die zwei Hauptfraktionen der Milchproteine sind Caseine und Molke- oder Serumproteine
(Whitney et al., 1976). Caseine (Kéasestoff) fallen per definitionem im Gegensatz zu den
Molkenproteinen bei Ansduerung von Milch auf pH<4,7 bei 20C aus. Caseine sind
Phosporproteine, die in unterschiedlichem Ausmald an Serin- und Threoninresten
phosphoryliert sind (Swaisgood, 1992). Neben den eigentlichen Molkenproteinen enthéalt
Molke auch Minorproteine und zahlreiche Enzyme sowie 0,04-0,08% Proteose-Peptone, die

vorwiegend durch Plasmin aus [-Casein freigesetzt werden (Wong et al., 1996). Der
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Proteingehalt der Kuhmilch ist abhéngig von der Rasse, der Fitterung, dem genetischen
Potential und dem  Gesundheitszustand der Kuhe. Mal3geblich fur die
Gerinnungseigenschaften der Milch sind die Caseine, die 80% des Gesamtproteingehaltes
ausmachen. Etwa 20% des Gesamtproteingehaltes entfallen auf die Molkenproteine
(Kielwein, 1994).

Tab. 6 Proteine der Kuhmilch

Proteine Molekulargewicht Ami'?l\gégglren Gesgrgttes:;tgn %
Caseine
Os1 23000 199 30,6
Os2 25000 207 8,0
K 19000 169 0,1
B 24000 209 28,4
Y1 20500 181 2,4
Y2 11900 104 2,4
Y3 11600 102 2,4
A Spuren
Molkenproteine
B-Lactoglobulin 18300 162 9,8
a-Lactoglobulin 14200 123 3,7
Serumalbumin 66000 582 1,2
IgG, 163000 1,2-3,3
gG, 150000 0,2-0,7
IgA 390000 0,2-0,7
IgM 950000 0,2-0,3
Enzyme Spuren
Minorproteine Spuren

Nach Kielwein (1994)

2.3.1.2 Casein-Fraktionen

Die Caseine kdnnen anhand ihrer Mobilitdt im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Zu den
Hauptkomponenten der Caseinfraktion gehdren as-, B- und k-Caseine. Die y- und A-Caseine
zéhlen zu den Minorkomponenten. Sie entstehen durch Einwirkung milcheigener Enzyme auf
ao- und B-Caseine. Milchproteine gehdren zu den am meisten untersuchten
Lebensmittelproteinen. Die Primarstruktur aller bovinen Caseine ist bekannt (Grappin und
Ribadeau-Dumas, 1992). Alle Caseine zeigen genetischen Polymorphismus. Die
genetischen Varianten unterscheiden sich durch Substitution einer oder mehrerer

Aminosauren in der Peptidsequenz (Wong et al., 1996).
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2.3.1.3 Struktur und Eigenschaften des  k-Caseins

Die Peptidkette des k-Caseins besteht aus 169 Aminosauren und besitzt einen amphipolaren
Charakter. Der N-terminale Teil (bis AS 105) ist hydrophob und wird als para-k-Casein
bezeichnet. Der C-terminale Abschnitt ist hydrophil und kann glykosyliert vorliegen. Der
Glykosylierungsgrad variiert stark. N-Acetylneuraminséaure (Sialinsdure), Galactose und N-
Acetylgalactosamin kénnen an die Aminosaure Threonin 133 gebunden sein (s. Abb. 2). Der
hydrophile Anteil des k-Caseins wird als Caseino- bzw. Glykomakropeptid (CMP/GMP)
bezeichnet. Das Makropeptid wird bei der Labgerinnung (s. 2.3.3.1) abgespalten. k-Casein
bleibt in der Anwesenheit von Calciumionen, im Gegensatz zu den anderen Caseinen, bei
jeder Temperatur wasserloslich (Rollema, 1992; Swaisgood, 1992).

GLU—GLU-GLN—ASN-GLN-GLU-GLN—PRO-ILE—A;S—CYS-GLU—LYS‘ASP—GLU-ARG-PHE—PHE—SER-Agg-
LYS-ILE-ALA-LYS-TYR-ILE—PRO-ILE—GLN—Tig—VAL-LEU—SER—ARG—TYR-PRO—SER-TYR—GLY—L28~
ASN-TYR—TYR-GLN—GLN-LYS—PRO—VAL-ALA—LEB-ILE—ASN-ASN-GLN-PHE-LEU-PRO—TYR-PRO-ng-
TYR—ALA-LYS-PRO—ALA—ALA—VAL-ARG-SER—P;g—ALA—GLN~lLE—LEU—GLN-TRP-GLN-VAL-LEU—SEE-
ASP—THR-VAL-PRO—ALA-LYS—SER—CYS-GLN-AEg-GLN—PRO-THR-THR-MET'ALA-ARGrH]S—PRO—é?g

Pro-H1s-LEu-SER-PHE
\%—CHYMOS] N —
110 120
MeFALA-ILE-Pro-Pro-Lys-Lys-AsN-GLN-AspP-Lys-THR-GLU-]LE-PRO

130
THR-ILE—ASN-THR-ILE—ALA—SER-GLY-GLU‘PRO-THR—SER-THR—PRO-THR-ILE-GLU—ALA-VAL—&ES-

]

N-AceTyL-NEURAMINSAURE
1 -GLYCOMACRO-
GALACTOSE
] PEPTID
N-ACETYLGALACTOSAMIN

150 1
SER-THR-VAL-ALA-THR-LEU—GLU-ALA-SER—PRO-GLU-VAL-ILE—GLU~SER-PRO—PRO-GLU-ILE-Agg—

THR-VAL-GLN—VAL—THR-SER—THR-ALA—&?E-OH
Abb. 2  Aminosauresequenz des k-Caseins aus Kielwein (1994)

2.3.1.4 Casein-Micellenmodell

Caseine existieren in Form von Caseinmicellen, die zwischen 20 und 300.000
Caseinmolekile enthalten und sich in einem dynamischen Gleichgewichtszustand mit dem
sie umgebenden Milchserum befinden (Schlimme und Buchheim, 1995; Schmidt und
Payens, 1976). Zu etwa 94% besteht ihre Trockensubstanz aus Proteinen und zu 6% aus
Calcium-, Phosphat-, Magnesium- und Citrat-lonen, die unter der Bezeichnung kolloidales
Calciumphosphat zusammengefasst werden (Ruettimann und Ladisch, 1987). Die
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen sauren Gruppen und Ca?*- und Mg*-lonen
sowie auch die hydrophoben Bindungen gewéhrleisten den Zusammenhalt der einzelnen
Monomeren. Die native Caseinmicelle kann als assoziiertes Kolloid betrachtet werden und ist
mit durchschnittlich 3,7g Wasser pro g Casein hoch hydratisiert (de Kruif, 1999).

Zur Erklarung der Struktur der Caseinmicellen wurden verschiedene Modelle entwickelt, die

aber nicht komplett sichere Aussagen zulassen. Das Submicellen-Modell hat sich in jlingerer
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Zeit etabliert (Walstra, 1990). Es wird angenommen, dass die Caseinmicelle von pordser
Struktur und aus einer Vielzahl von Subeinheiten aufgebaut ist. Die Submicellen bestehen
aus Caseinmonomeren, die Uber Calciumbriicken zur eigentlichen Caseinmicelle vernetzt
sind. Wie die einzelnen Caseine in der Submicelle angeordnet sind, ist nicht restlos geklart.
Es wird angenommen, dass sich die k-Casein enthaltenden Submicellen an der Oberflache
der Micelle und die anderen im Kern befinden. Der hydrophile Teil des k-Caseins ragt in die

Umgebung hinein (Rollema, 1992).

Caseinmicelle Caseinsubmicelle

Hydrophober Kern
CMP/GMP=,haarige* Schicht

4— Mit k-Casein belegte
Oberflache

Abb. 3  Submicellen-Modell nach Walstra (1990)

2.3.1.5 Caseino(Glyko-)Makropeptid (CMP)

CMP wird als essentielle Komponente fir die Stabilitat der Caseinmicelle angesehen, da es
die calciumempfindlichen Caseine vor Ausfallung im lonenmilieu der Milch schitzt (Rollema,
1992). Das CMP ragt in die wassrige Phase der Milch und bildet eine Hydrathiille (Dalgleish,
1992; de Kruif, 1999). CMP hat rechnerisch aus der Aminosaurenzusammensetzung
ermittelt ein Molekulargewicht von 7kDa (Minikiewicz et al., 1996). Coolbear et al. (1996a)
ermittelten per SDS-Page scheinbare Molmassen von 20kDa. Durch Gelfiltration konnten in
Abhangigkeit vom pH-Wert scheinbare Molmassen von 20-50kDa bestimmt werden
(Kawasaki et al., 1993). CMP ist heterogen. Es existieren drei genetische Varianten: A, B
und E, die einen unterschiedlichen Glykolysierungs- und Phosphorylierungsgrad aufweisen
(Miranda et al., 1993; Swaisgood, 1992). Dem CMP werden verschiedene biologische und
physiologische Funktionen zugeschrieben. CMP kann Cholera- und E.-coli-Enterotoxine
binden. Es verhindert die bakterielle und virale Adhdsion am Darmepithel, unterdriickt die
gastrale Sekretion und férdert das Wachstum von Bifidobakterien. Dartiber hinaus kann es
die Immunantwort modulieren (Brody, 2000). Aufgrund dieser Eigenschaften gilt CMP als

potentieller Inhaltsstoff von ,functional food“(Tolkach und Kulozik, 2005).
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2.3.2 Zusammensetzung von Milchaustauschern

Am Ende der Kolostralperiode erhélt das Kalb nur Vollmilch oder einen aus einem
Aufzuchtfuttermittel hergestellten Milchersatz (Milchaustauscher). Bis Ende der 70er Jahre
bestanden die Milchaustauscher im Wesentlichen aus Milch, in der das Milchfett durch
kostenginstigere, aber ernahrungsphysiologisch minderwertigere Energietrdger ersetzt
wurde. In der folgenden Zeit wurde dann die Magermilch durch andere Proteinquellen
ersetzt, um eine echte ,Synthesemilch* herzustellen (Mornet und Espinasse, 1990). Im
Handel wird eine Vielzahl verschiedener Milchaustauscher angeboten. Nach Kaske und
(2003)

wertbestimmenden Bestandteilen beurteilt werden (Tab. 7). Dazu gehdéren in erster Linie die

Kunz kénnen die Milchaustauscher am besten qualitativ nach ihren

verwendeten Eiweildtrager.

Tab. 7 Einstufung von Milchaustauschern
Magermilch- Nullaustauscher mit Nullaustauscher mit
MAT austauscher mit Molkenpulver und

Magermilchpulver

Molkenpulver

pflanzlichem Eiweil3

Preissegment

Oberes
Preissegment

Mittleres
Preissegment

Unteres
Preissegment

Mind. 50%
Magermilchpulver

Molkenpulver

Molkenpulver
verschiedener

Molkenpulver
verschiedener

unterschiedlicher Qualitat Qualitat
Zusammensetzung Qualitat
Pflanzliche
Keine pflanzlichen Keine pflanzlichen Protelnf[rager,_ z.B.
intrs g Sojaprotein
Proteintrager Proteintrager _
verschiedener
Qualitat

Die Verdaulichkeit von MAT ist meist schlechter als die von Milch (Naylor, 1991). Die
Verdaulichkeit der Komponenten des MAT hangt in hohem Mald vom Entwicklungszustand
Kalber ab.
Verdauungssystem des Kalbes nur eingeschréankt in der Lage, milchfremde Eiweil3e zu
2003). Vor

(Nullaustauscher) kénnte sich negativ auf durchfallkranke Kélber auswirken, da diese im

des Verdauungsapparates der In den ersten Lebenswochen ist das

verwerten (Kunz, allem die Verabreichung von MAT ohne Caseine
Labmagen nicht ausreichend oder gar nicht gerinnen (Khorasani et al., 1989). Constable et
al. (2005a) nehmen an, dass fehlende Gerinnung durch die héhere Osmolalitdt des MAT
ausgeglichen wird, da in seiner Studie keine vorzeitige Labmagenentleerung nach Fitterung
von MAT, der in vitro keine Gerinnung zeigte, auftrat. In anderen Studien war die
Entleerungsrate des Labmagens hoher nach Fitterung von MAT, die ausschlie3lich Molken-,
Fisch- oder Sojaprotein enthielten (Caugant et al., 1992). Enthalt der MAT Soja als

Eiweiquelle, konnte dies Durchfall auslésen. Das in Soja enthaltene Glycinin sowie R3-
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Conglycinin haben eine stark antigene Wirkung, die zur Zerstérung der Darmzotten und
damit zu Maldigestion und -absorption fihren kdénnen (Barratt et al., 1978; Kilshaw und
Sissons, 1979).

2.3.3 Prozess der Labgerinnung

2.3.3.1 Reaktionsmechanismus von Chymosin

Chymosin EC Nr. 3.4.23.4 (Labferment, Rennin) ist ein Enzym, das traditionell aus den
Labmagen geschlachteter Milchkdlber gewonnen wird (Foltmann et al.,, 1979; Garg und
Johri, 1994; Kleinert et al., 1988). In der Kéaseherstellung werden auch andere tierische,
pflanzliche und mikrobielle Proteasen genutzt. Mit Hilfe gentechnischer Methoden wurde das
Gen fir Chymosin aus den Schleimhautzellen der Kalber isoliert und in das Genom eines
Mikroorganismus (z. B. E. coli) eingebracht. So kann reines Chymosin hergestellt werden,
das mit dem Kalberlab identisch ist (Kammerlehner, 1999; McCaman et al., 1985).

Chymosin ist eine saure Proteinase, die durch Spaltung einer labilen Peptidbindung
zwischen den Aminosauren 105 = Phenylalanin und 106 = Methionin des k-Caseins das
CMP und das hydrophobe para-k-Casein freisetzt (s. Abb. 2) (MacDonald, 1970; Foltmann,
1969). Durch den Verlust der hydrophilen Teile des k-Caseins sind die Caseinmicellen nicht
mehr 18slich und fallen aus (Ruettimann und Ladisch, 1987). Das Labenzym entfaltet seine
proteolytische Wirkung auch an den ag- und B-Caseinen (Kielwein, 1994; Larsson und
Andren, 1997; Larsson et al., 1997). Bei pH=6,6 konnten Shammet et al. (1992) keine
Hydrolyse des CMP durch Chymosin beobachten. Bei pH-Werten <4,5 kann es zur Spaltung
von CMP durch Chymosin kommen (Coolbear et al., 1996b).

Die Labgerinnung ist ein Dreistufen-Prozess: Die Primarphase beinhaltet die enzymatische
Reaktion von Chymosin. In der Sekundarphase bilden die Ca?'-sensitiven Caseine
Calciumbriicken, so dass zusammenhangende Kugelketten entstehen, die ein Gelnetzwerk
bilden. Das abgespaltene CMP wandert in die Molkephase. In der Tertiarphase kommt es
zur Synarese, d. h. das Gel verfestigt sich und die Molke tritt aus (Dalgleish, 1992; Fox et al.,
1996).

2.3.3.2 Einflussfaktoren auf den Milchgerinnungspro zess

Hauptfaktoren, die die Hydrolyse von k-Casein beinflussen, sind der pH-Wert, die
Temperatur, das Substrat-Enzym-Verhéaltnis und die lonenstéarke (Dalgleish, 1992). Die
Hitzebehandlung der Milch hat vor allem Einfluss auf die Sekundéarphase der Milchgerinnung
(Fox et al., 1996). Aufgrund der Bildung der Ca*-Caseinate in der zweiten Phase der
Gerinnung ist die Milchgerinnung von einer kritischen Ca?Konzentration abhangig
(Dalgleish, 1983). Eine Erhéhung der Ca*'-Konzentration bewirkt keine Veranderung der

Enzymaktivitat (van Hooydonk et al., 1986b).
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Zum pH-Optimum von Chymosin gibt es in der Literatur diverse Angaben. Die Unterschiede
ergeben sich vor allem aus den experimentellen Bedingungen. An isoliertem k-Casein ist die
Chymaosinaktivitat am grof3ten bei pH=5,0-5,5 (Fox et al., 1996; Miyoshi et al., 1976; Visser et
al., 1980). Andere Veroffentlichungen geben pH-Werte fiir das Optimum der proteolytischen
Aktivitdt von Chymosin an, die unter 5,0 liegen (Foltmann, 1969; Garg und Johri, 1994;
Ruettimann und Ladisch, 1987). Fir die Milchgerinnung soll das pH-Optimum von Chymosin
bei pH=6,0 liegen (van Hooydonk et al., 1986a). Bei pH-Werten unter 5,0 wird die Aktivitat
von Chymosin durch die bereits sauregeféllten Caseine (s. 2.3.4) behindert (Dalgleish,
1992). Viele Veterindrmediziner gehen von einem niedrigen pH-Optimum von pH=3,5 aus
(Kolb, 1989; Nappert und Lattimer, 2001; Scheunert und Trautmann; 1987). Chymosin soll
bei pH-Werten von 3,0-4,0 rasch seine Aktivitat einblfRen, wahrscheinlich durch
Autodegradation (Chitpinityol und Crabbe, 1998). Untersuchungen von Fox (1969) zeigen,
dass Chymosin auch noch bei pH-Werten von 6,8 aktiv ist. Damit wird Milch auch bei
nativem pH-Wert (~6,7) dickgelegt. Bei Temperaturen unter 25T ist die Enzymaktivitat sehr
niedrig (Dalgleish, 1983). Die Milchgerinnungszeit sinkt mit der Erhéhung des Enzymanteils
im Substrat-Enzym-Gemisch (Chitpinityol und Crabbe, 1998).Die lonenstarke des zu
gerinnenden Mediums ist ebenfalls fur die Aktivitdt von Chymosin wichtig (Payens und
Visser, 1981). Dalgleish (1992) findet dafur folgende Erklarung: Das Enzym und sein
Substrat sind beide negativ geladen und stof3en sich gegenseitig ab. Das kann durch
Erh6hung der lonenstéarke Uberwunden werden. Ist die lonenstarke zu hoch, wirkt sie sich
negativ auf die ladungsspezifische Interaktion zwischen Enzym und Substrat aus (Dalgleish,
1983). Die Anwesenheit von bestimmten Anionen behindert die Reaktion von Chymosin und
K-Casein. Die negativen Effekte von Anionen nehmen in folgender Reihenfolge zu: ClI'< Br
<NO3z<SCN, d. h. je groRRer das Anion desto grofRer die Hemmung der enzymatischen
Aktivitat (Bringe und Kinsella, 1986).

2.3.4 Prozess der Sauregerinnung

Die Saurefallung der Caseine tritt bei pH<4,7 ein. Dies ist der isoelektrische Punkt der
Caseine. Durch den Ladungsausgleich an Amino- und Carboxylgruppen verliert die
Caseinmizelle ihre Stabilitéat (Kielwein, 1994). Die Caseine fallen aus. Die Molkenproteine
sind saurestabil und bleiben in Losung. In Untersuchungen von Bringe und Kinsella (1991)
konnte festgestellt werden, dass Kationen die Milchgerinnung durch Saure hemmen, d. h. die
Caseinfallung tritt erst bei niedrigeren pH-Werten ein. Anionen kénnen bei niedrigeren H'-
Konzentrationen zur S&uregerinnung von Milch beitragen. Die Autoren nehmen an, dass,
wenn Kationen, wie Mg, Ca®* und Na* vorhanden sind, diese an die Phosphat- und
Carboxylgruppen von Caseinen binden. Nachfolgend wird eine groRere Menge an H*
bendtigt wird, um die Suregerinnung einzuleiten, da die Protonen die Bindung der Kationen

an den Caseinen uUberwinden mussen. Anionen, wie CI, Br, NO; und SCN’, binden an
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Lysin, Arginin und Histidin und erniedrigen die repulsiven Kréafte zwischen den

Caseinmicellen.
2.3.5 Milchgerinnung im Labmagen

2.3.5.1 Physiologie und Funktion der Gerinnung

Bei Beginn der Nahrungsaufnahme wird Prochymosin, die inaktive Vorstufe von Chymosin,
durch die Hauptzellen der Magenmukosa sezerniert und durch die Salzsaure des
Magensaftes aktiviert. Bei pH-Werten <5,0 werden die 42 N-terminalen Aminosauren
abgespalten (Foltmann et al., 1979). Je niedriger der pH-Wert desto schneller verlauft die
Aktivierung des Enzyms (Foltmann, 1969). Die Umformung des Zymogens in seine aktive
Form ist ein komplexer Prozess, der eine Reihe von Konformationsénderungen und Spaltung
von Bindungen beinhaltet (Richter et al., 1998). Nach Pedersen et al. (1979) entsteht bei pH-
Werten <2,5 sogenanntes Pseudochymosin, das 15 Aminosauren langer ist als das
eigentliche Chymosin, aber ebenfalls aktiv ist. Es wird bei pH=55 zu Chymosin
umgewandelt. Bei pH=4,0-5,0 entsteht direkt Chymosin. Die proteolytische Aktivitdt von
Chymosin ist bereits zum Zeitpunkt der Geburt relativ hoch (Le Huerou-Luron et al., 1992).
Die Sekretion von Chymosin durch die Magenmukosa korreliert mit der Milchfutterung und
dem Alter der Kalber (Garnot et al., 1977). Nach dem Absetzen von Milch in der
Kalberfitterung tUberwiegt die Pepsinwirkung (Andren und Bjorck, 1986; Guilloteau et al.,
1984). Caseine in der Futterungsration stimulieren die Prochymosinsynthese durch die
Hauptzellen (Andren et al., 1982; Ruckebusch et al., 1983). Die Spaltung des k-Caseins
durch Chymosin ist die erste proteolytische Aktivitat im Labmagen. Die ausgeféllten Caseine
bilden ein festes Koagulum, in dem auch Milchfett eingeschlossen ist (Hartmann, 2002). Die
flussige Molke kann schneller in den Dinndarm Ubertreten. Nach Untersuchungen von Yvon
und Pelissier (1987) und Scanff et al. (1992) ist CMP das einzige Spaltprodukt der Caseine,
welches in den ersten 30-60min nach der Aufnahme von Milch den Labmagen verlasst.
AnschlieRend werden ag;- und R-Casein im Labmagen hydrolysiert und deren Fragmente
erscheinen im Dunndarm. Die Ausféllung des Caseins nach Fitterung von Milch/MAT
verzogert den Ubertritt der Proteine und des Milchfetts in den Dunndarm, da deren
Labmagenpassage verzogert wird. Dies wirkt einer Uberforderung des Verdauungs- und
Absorptionskapazitat des Dinndarmes entgegen. Bei Storungen der Milchgerinnung im

Labmagen kdonnte Durchfall auftreten (Scharrer und Wolffram, 2005).

2.4 Pathophysiologie der Kalberdiarrhoe

Unter Diarrhoe wird eine Stérung der Darmfunktion verstanden, bei welcher der
Trockensubstanzgehalt des abgesetzten Kotes vermindert und der Flissigkeitsanteil auf

Uber 80% erhoht ist (Dirksen et al., 2006). Diarrhoe tritt bei Kéalbern vorwiegend als akute,
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bestandsweise gehéaufte Erkrankung in den ersten Lebenswochen auf (Doll, 2006;
Rademacher, 2003).

2.4.1 Ursachen der Diarrhoe

Grundsatzlich wird zwischen nicht-infektiosen (alimentaren) und infektibsen Ursachen fir
Durchfallerkrankungen unterschieden (Kaske, 1993). Klinische Erkrankungen treten jedoch
Uberwiegend durch das Zusammenwirken alimentarer und infektiéser Ursachen auf.
Kalberdiarrhoe ist somit als komplexe Faktorenerkrankung anzusehen (Kaske und Kunz,
2003; Whitlock, 1992). Die mdglichen auslésenden Faktoren des Kélberdurchfalls sind in
Tabelle 8 zusammengefasst.

Tab. 8 Infektibse und alimentare Ursachen der Kalberdiarrhoe (Kaske und Kunz, 2003;
Naylor, 2002; Rademacher, 2003)

Infektiése Ursachen Alimentére Ursachen
Viren Hygieneverhaltnisse
-Rota-, Coronaviren -in der Abkalbebox
-BVD/MD -im Kélberstall
-andere, z. B. Breda-, Calici- und Parvoviren | -bei der Zubereitung der Tranke
Bakterien Immunstatus der Kalber
-E. coli -Kolostrumversorgung
-Salmonellen -Muttertierimpfung
-andere, z. B. Clostridien -ausreichende Ernahrung
Protozoen Fehler in der Tranketechnik
-Kryptosporidien -zu hohe oder niedrige Tranketemperatur
-Eimerien -Fehler in der Zubereitung des MAT
Pilze -unregelmafiige Futterungszeiten

2.4.2 Pathologische Mechanismen und Formen der Diar  rhoe

Die gastrointestinale Funktionsstérung beim durchfallkranken Kalb manifestiert sich im
Wesentlichen Uber funf pathologische Mechanismen (Hartmann, 2002): (1) Maldigestion, (2)
Malabsorption, (3) Hypersekretion, (4) Permeabilitatsstéorung und (5) veranderte
Darmmotilitat. Der erhdhte Verlust von Flussigkeit und Elektrolyten kann also das Resultat
erhohter Sekretion und/oder verminderter Absorption sein (Argenzio, 1992; Naylor, 2002).
Infolge der gestorten Absorptions- und Sekretionsvorgédnge im Darm konnen bei Diarrhoe
20-40fach hohere Mengen an Na*, Cl und Wasser mit den Faeces ausgeschieden werden
als beim gesunden Kalb (Bywater und Logan, 1974; Lewis und Phillips, 1972). Das Ausmalf3
der Elektrolytverluste ist primar von der Kotmenge abhangig. Die Elektrolytkonzentrationen
im Kotwasser erhéhen sich bei Diarrhoe nur wenig, die ausgeschiedene Kotmenge kann

jedoch bis auf etwa das 20fache ansteigen (Doll, 1992). Die Durchfallerkrankungen werden
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anhand ihres pathophysiologischen Hintergrunds in zwei Kategorien unterteilt: (1)
hypersekretorische Diarrhoe, die vor allem durch Enterotoxin produzierende Bakterien
ausgelost wird, und (2) osmotische Diarrhoe, die durch den Verlust von Enterozyten und
daraus resultierender Zottenatrophie mit nachfolgender Stérung der Absorption und
Digestion gekennzeichnet ist. Bei osmotischen Diarrhoen dominiert die virale Genese
(Argenzio, 1985; 1992; Hartmann, 2002).

2.4.3 Systemische Auswirkungen der Diarrhoe

Unabhéngig von der Ursache der Diarrhoe entwickeln sich folgende systemische
Funktionsstérungen im Kaélberorganismus: (1) Dehydratation, (2) metabolische Azidose, (3)
Elektrolytimbalancen, wie Hyponatramie und Hyperkaldmie und (4) negative Energiebilanz
(Berchtold et al., 1982; Hartmann, 2002; Kaske, 1994; 2002; Phillips et al., 1971). Diese
systemischen Auswirkungen der Diarrhoe kdnnen zum Tod der Kalber flihren. Besonders
der metabolischen Azidose mit Hyperkalamie wird beachtliche Bedeutung fir den
Todeseintritt beigemessen (Berchtold, 1998; Constable, 2002b; Fisher, 1971; Groutides und
Michell, 1990a; 1990b; Hartmann et al., 1984; Kasari, 1990; Phillips und Knox, 1969).
Constable (2002b; 2004) zahlt die Veranderung der intestinalen Flora des Dinndarms als
wichtige Folge der Diarrhoe hinzu, da etwa 30% der durchfallkranken Kalber eine

Bakteridmie aufweisen (Fecteau et al., 1997; Lofstedt et al., 1999).

2.4.3.1 Einfluss der Diarrhoe auf den SBS der Kalbe r

Durchfall ist die wichtigste Ursache fur metabolische Azidosen bei Kélbern (Kasari, 1999).
Eine metabolische Azidose kann sich aufgrund unterschiedlicher pathologischer
Mechanismen entwickeln (DiBartola, 1992). Als Ursachen fir die metabolische Azidose
durchfallkranker Kélber kommen in Frage (Hartmann, 2005; Hartmann und Berchtold, 1997):
(1) Additions-, (2) Subtraktions-, (3) Retentions- und (4) Verteilungsazidose.

Die Additionsazidose entsteht durch verstarkte endogene Bildung von S&uren, beim
Durchfallkalb z. B. durch eine Uberproduktion von Milchsaure (Laktazidose). Wahrend
zirkulatorischer Minderperfusion von Koérpergewebe infolge der durchfallbedingten
Dehydratation kann eine periphere Gewebshypoxie entstehen. Unter O,-Mangel wird im
Intermediarstoffwechsel Uber anaerobe Glykolyse vermehrt Laktat produziert, dessen
Verstoffwechselung in der Leber durch die Azidose und die Minderperfusion zusatzlich
verringert ist (Kaske, 1994). Eine Laktazidose wurde fast ausschlieB3lich bei Kéalbern
innerhalb der ersten Lebenswoche beobachtet. Altere Kalber (>7d) entwickeln metabolische
Azidosen anderer Genese mit signifikant niedrigeren Blut-pH-Werten als jingere Kalber
(Binding et al., 2000; Demigne et al., 1980; Groutides und Michell, 1990a; Grove-White,
1996; Naylor, 1987; Naylor und Forsyth, 1986; Tremblay, 1990). Bei alteren Kalbern steigt

die Serum-[Laktat] erst kurz vor dem Verenden stark an (Hartmann et al., 1984; Lewis et al.,
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1975). Wird der Laktatspiegel im Blut gemessen, wird i. d. R. das koérpereigene L-Laktat
bestimmt (Ewaschuk et al., 2004; Uribarri et al., 1998). Neuere Studien haben das D-Laktat
als wichtige Ursache fir die Entstehung der metabolischen Azidose durchfallkranker Kalber
identifiziert (Ewaschuk et al., 2004; 2005; Navetat et al., 1997; Omole et al., 2001). D-Laktat
wird durch bakterielle Fermentation von Milch oder ORT in Pansen oder Dickdarm produziert
und absorbiert. D-Laktat wird deutlich langsamer zu Pyruvat metabolisiert als L-Laktat
(Giesecke et al., 1976; Lorenz et al., 2005; Oh et al., 1985). Die dafur verantwortliche D-a-
Hydroxy-Sauren-Dehydrogenase ist aul3erdem bei niedrigen Blut-pH-Werten in ihrer Aktivitat
gedrosselt (Tubbs, 1965). Bakterielle Fermentationsprodukte wurden auch schon friher von
einigen Autoren als mogliche Ursache fur die Entstehung der Additionsazidose beim
Durchfallkalb genannt (Groutides und Michell, 1990a; Roussel und Brumbaugh, 1991;
Tennant et al., 1972). Weiterhin kann es bei anhaltender Anorexie von Durchfallkalbern und
negativer Energiebilanz zur vermehrten Bildung von Ketonkdrpern kommen, so dass eine
Ketoazidose entsteht. Schlie3lich bewirkt der Katabolismus von Proteinen das
Uberdurchschnittliche Entstehen von Phosphat- sowie Sulfationen, die auch Anteil an der
metabolischen Azidose von Durchfallkélbern haben kénnen (Hartmann et al., 1997).

Eine Subtraktionsazidose resultiert aus einer erhdhten Basenausscheidung. Beim
durchfallkranken Kalb werden die enteralen Basenverluste fur die Stdérung des SBS
verantwortlich gemacht. Der Verlust von HCOj3 galt bislang als Hauptursache der Azidose
bei der Kalberdiarrhoe (Demigne und Remesy, 1979; Groutides und Michell, 1990b;
Hartmann et al., 1997; Tennant et al, 1972). Constable et al. (2005b) fassen
Untersuchungen von Bywater und Logan (1974), Ewaschuk et al. (2004) und Lewis und
Phillips (1972) zu der These zusammen, dass nicht fakale HCOj-Verluste Hauptgrund far
die metabolische Azidose durchfallkranker Kalber sind. Auch Kaske (1994) ist der Ansicht,
dass die Azidose nicht primér durch die intestinalen HCOj3-Verluste bedingt ist. Allerdings ist
der Kot durchfallkranker Kalber mit 5,6-6,3 etwas basischer als der von klinisch gesunden
Individuen (5,3-6,1) (Doll, 2006).

Ist die pulmonale und renale S&ureelimination pathologisch vermindert, spricht man von
einer Retentionsazidose. Bei Durchfallerkrankungen wird nahezu regelmaRig eine Oligurie
und eine erhohte Harnstoffkonzentration im Blut gefunden (Dalton et al., 1965; Groutides und
Michell, 1990b; Maach et al., 1992). Die Oligurie kann kurzfristig noch als ein physiologisch
sinnvoller Anpassungsmechanismus der Nieren an Hypovolamie und Blutdruckabfall
angesehen werden. Ist die Nierendurchblutung jedoch langerfristig vermindert, so entwickelt
sich eine préarenale Ausscheidungsinsuffizienz (Klee et al.,, 1985), die zur Retention
harnpflichtiger Substanzen und Protonen fiihrt. Die zunehmende Hamokonzentration von
durchfallkranken Kaélbern fihrt auch zu Stérungen der inneren Atmung sowie der

Gastransportfunktion des Blutes. Durch die verminderte CO,-Elimination kann es bei
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durchfallkranken Kalbern zur gemischt metabolisch-respiratorischen Azidose kommen
(Berchtold et al., 2000).

Bei der Verteilungsazidose ist die Bilanz von S&uren und Basen im Korper physiologisch. Die
Auslenkung des SBS kommt durch Verdiinnung des Blutes, z. B. nach exzessiver Aufnahme
elektrolytarmer Flissigkeit oder Infusion elektrolytarmer Lésungen, zustande (Hartmann,
2005) (s. auch 2.1.5). Diese Form der Azidose kdnnte nach unsachgemalier Therapie bei
durchfallkranken Kalbern auftreten. Einige Autoren zahlen die hyperkalamische Azidose
ebenfalls zu den Verteilungsazidosen (Hartmann et al., 1997; Miuller-Plathe, 1982). Die
Hyperkalamie entsteht durch Austausch von K* und H* zwischen intra- und extrazellularem
Kompartiment. Sie ist allerdings nicht Ursache, sondern Resultat der Azidose. Die vermehrt
aus dem Blut in die Zelle strémenden oder in der Zelle selbst gebildeten H'-lonen
verdrangen dort K*-lonen. Letztere werden vermehrt nach extrazellular transportiert (Kaske,
1994; Kaske und Kunz, 2003). Trotz vorhandener Hyperkalamie existiert im Organismus eine
negative Kaliumbilanz (Hartmann, 2005).

Anhand des Stewart-Modells kann das Vorliegen der metabolischen Azidose bei
Kalberdiarrhoe durch die Absenkung der Plasma-[SID] und die Erhdhung von [Ay] erklart
werden. Die erniedrigte Plasma-[SID], hervorgerufen durch Hyponatramie, Hyper-D- und -L-
Laktatdmie begleitet von Normo- bis Hyperchlordmie beim durchfallkranken Kalb, ist als
Hauptursache fir die metabolische Azidose zu sehen. Der Anstieg von [Ax] durch die
bestehende Hyperproteindmie hat einen geringeren Einfluss (Constable et al., 2005). Die
Kalkulation der [SIG] kann helfen, ungemessene Anionen, wie L- und D-Laktat, Sulfat und
Ketonkorper, als Ausléser der metabolischen Azidose zu identifizieren (Constable, 2002;
Constable et al., 1998; Kellum et al., 1995). Grove-White und Michell (2001) ermittelten eine
Absenkung der [SID3] bei durchfallkranken Kéalbern und eine signifikante Korrelation wahrend
der oralen Rehydratationstherapie zwischen dem Anstieg der [SID;] und des Gesamt-CO,-

Gehaltes des Blutes.
2.5 Therapie der Azidose durchfallkranker Kalber

2.5.1 Madglichkeiten der Behandlung von Kalberdiarrh  oe

Da eine kausale Therapie vor allem bei virusbedingten Diarrhoen nicht mdglich ist, werden
durchfallkranke Kalber primar symptomatisch therapiert. Die wichtigsten Ziele der
symptomatischen Therapie sind die Korrektur der Flissigkeitsverluste, der metabolischen
Azidose und des Energiedefizits (Berchtold, 1999; Berchtold et al., 1974; Hartmann, 2002;
Kaske, 2002; Phillips, 1985; Rademacher et al., 2002). Die orale Rehydratation ist angezeigt
bei Kalbern, die noch selbstandig trinken (Kaske, 2002; Naylor, 1999). Die intravendse
Infusion von Elektrolytldsungen ist bei festliegenden inappetenten Kalbern die Methode der
Wahl (Berchtold und Prechtl, 2002; Groutides und Michell, 1990c; Naylor, 2002). Kontrovers
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wird der Einsatz von Antibiotika im Behandlungsregime der Kalberdiarrhoe diskutiert. Einige
Autoren befirworten die Gabe antimikrobieller Substanzen an Durchfallkéalber. Diese
Antibiotika sollten vor allem eine Wirksamkeit gegen gramnegative Bakterienspezies, wie E.
coli und Salmonellen, aufweisen, die bei durchfallkranken Kalbern durch die geschadigte
Darmschleimhaut eine Sepsis auslésen kdnnen (Constable, 2004; Naylor, 2002). In anderen
Publikationen wird der Einsatz von antimikrobiellen Substanzen in der Mehrzahl der Falle
abgelehnt (Michell, 1998; Rademacher et al., 2002; Sadiek und Schlerka, 1996). Einige
Autoren empfehlen auch die Anwendung nicht-steroidaler Antiphlogistika, um einen
antisekretorischen und analgetischen Effekt zu erzielen (Constable, 2002b; Kaske und Kunz,
2003).

2.5.2 Orale Rehydratation

Die Einfuhrung der oralen Rehydratationstherapie in den 50er Jahren des letzten
Jahrhunderts beim Menschen wird von der WHO und UNICEF als Meilenstein in der
Medizingeschichte bezeichnet, da sie die Uberlebensrate von Kindern mit schwerer Diarrhoe
nachhaltig verbessert hat. Sie ist die effektivste, einfachste und billigste Therapie der
durchfallbedingten  Dehydratation (Avery und Snyder, 1990; Michell, 2005).
Veterinarmedizinische ORT waren ab 1970 kommerziell erhéltlich und erlangten schnell eine
gute Akzeptanz in der Behandlung durchfallkranker Tiere (Naylor, 1990).

Die Behandlungsziele der oralen Rehydratationstherapie sind der Ausgleich der Flissigkeits-
und Elektrolytverluste sowie der metabolischen Azidose und die Zufuhr von Energie (Nappert
et al.,, 1997; Naylor, 1999; Phillips, 1985; Rademacher et al., 2002). ORT bekampfen also
nicht kausal die Ursachen, sondern lindern die Auswirkungen der Diarrhoe auf den
erkrankten Organismus.

Bis vor einigen Jahren waren Experten der Ansicht, dass durchfallkranken Kélbern, die
Milchtréanke flr einige Mahlzeiten entzogen werden sollte. Es wurde befirchtet, dass der
Durchfall durch Maldigestion und -absorption von Milchbestandteilen (Laktose, Fett), die den
osmotischen Druck in den Ingesta erhéhen, verstarkt werden konnte (Hartmann et al., 1985;
Naylor, 1999; Radostits et al., 1975). Nicht absorbierte Kohlenhydrate wurden fir die
bakterielle Uberwucherung des Darmes verantwortlich gemacht (Blaxter und Wood, 1953).
Untersuchungen zur Absorptions- und Verdauungskapazitédt des Dinndarms bezogen auf
N&hrstoffe und Elektrolyte konnten Unterschiede zwischen gesunden und durchfallkranken
Kalbern demonstrieren (Halpin und Caple, 1976; Nappert et al., 1993; Woode et al., 1978;
Youanes und Herdt, 1987). Gesunde Kalber haben eine hohe Kapazitat fir die
Milchverdauung. Milch muss in der Menge von 20-25% der KM an Kalber verabreicht
werden, um die Verdauungskapazitat des Darmes zu Uberfordern (Mylrea, 1966a; 1966c).
Die nutritiven Bestandteile der Milch (Proteine, Fette und Laktose) missen im

Gastrointestinaltrakt verdaut werden bevor ihre Absorption moglich ist. Laktase sowie Di-
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und Tripeptidasen konnen als membranstandige Enzyme durch das geschadigte
Darmepithel wé&hrend einer Durchfallerkrankung eine verminderte Aktivitdt aufweisen
(Bywater und Penhale, 1969; Dargel und Hartmann, 1984). Diarrhoe fihrt auch zu einer
verminderten Verdaulichkeit der Milchfette (Doll et al., 2004). Durch die Schadigung der
Darmzotten kann aufRerdem die Absorption der Spaltprodukte der Laktose, Milchproteine
und -fette vermindert sein (Hartmann, 2002). Die enterale Absorption fir Monosaccharide
bleibt jedoch auf beachtlichem Niveau erhalten (Hartmann et al., 1985). In einigen Studien
wurden der Milchentzug und der Einsatz von ORT mit der unveranderten Milchfiitterung der
durchfallkranken Kalber verglichen. Die Kélber in den Gruppen, die ORT erhielten, wiesen
eine geringere Mortalitdt auf als jene, die nur Milch erhielten (Booth und Naylor, 1987;
Bywater, 1980) Diese Erkenntnisse fuhrten zu der Empfehlung, die Milchtranke fur einige
Mahlzeiten zu entziehen und durch dieselbe Menge an ORT zu ersetzen, um den
Gastrointestinaltrakt funktionell zu entlasten (Hartmann, 1995; 2002; Nappert et al., 1997,
Radostits, 1965; Radostits et al., 1975). Ein Problem des langerfristigen Milchentzugs ist die
verminderte Energiezufuhr, die zur Kachexie der kranken Tiere fihren kann (Naylor, 2002;
Rademacher, 2001a; 2001b). Nach Untersuchungen von Fettman et al. (1986) verlieren
selbst gesunde Kalber erheblich an Kérpermasse, wenn sie nur mit ORT getrankt werden.
ORT decken nicht annahernd den Energiebedarf eines durchfallkranken Tieres (Phillips,
1985; Rademacher, 2003; Rademacher et al., 2002). Der Energiegehalt von 11 Milch
entspricht einer Menge von 10l ORT, die nach WHO-Richtlinien hergestellt wurde (Michell,
1998). Als weiteres Problem des Milchentzugs bei durchfallkranken Kalbern kann die
Abnahme der Aktivitat der Verdauungsenzyme, insbesondere Laktase, sein. Die Enterozyten
adaptieren sich an den Substratmangel und synthetisieren weniger membranstandige
Enzyme (Hartmann, 2002; Nappert et al., 1997). In vielen Studien konnte belegt werden,
dass die unverminderte Gabe von Milch in Kombination mit der Verabreichung von ORT
keine negativen Effekte auf den Krankheitsverlauf von Kalbern mit Diarrhoe hat und dass
sich dieses Therapieregime gunstig auf die Kérpermasseentwicklung der Kélber auswirkt
(Fisher und Martinez, 1976; Garthwaite et al., 1994; Heath et al., 1989; Hinderer et al., 1999;
McLean und Bailey, 1972; Sadiek und Schlerka, 1996). Deswegen wird allgemein
empfohlen, die Milchtranke bei durchfallkranken Kélbern beizubehalten (Constable, 2002b;
Doll, 2006; Kaske und Kunz, 2003; Rademacher, 2003). Dies kann auch positive
Auswirkungen auf die Regenerationsvorgange im Dinndarm haben, da die Enterozyten ihre
Néhrstoffe direkt aus den Ingesta beziehen (Levine et al., 1974). Seit Einfihrung der ORT
beim Menschen wird bei Sauglingen die unverminderte Gabe von Milch angeraten (Chung
und Viscorova, 1948).
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Es existieren kontroverse Auffassungen dartiber, ob die Gabe von ORT zeitlich versetzt zur
Milchfiitterung oder gleichzeitig erfolgen kann, da die Milchgerinnung im Labmagen gestort

werden koénnte (s. 2.5.5).

2.5.3 Inhaltsstoffe von oralen Rehydratationstrdnke  n (ORT)

Es gibt diverse Angaben in der Literatur wie eine ORT beschaffen sein sollte, um das
Flissigkeits- und Energiedefizit sowie die Azidose durchfallkranker Kalber auszugleichen
(Brooks et al., 1996; Constable, 2002; Constable et al., 2001; Hartmann, 2002; Last, 2005;
Michell, 1998; Michell et al., 1992; Nappert et al., 1997; Naylor, 199a; 1999; Naylor et al.,
1990; Phillips, 1985; Rademacher, 2001a; 2001b; Rademacher et al., 2002; Stampfli et al.,
1996).

Folgende Inhaltsstoffe in variablen Konzentrationen sollten anhand dieser Publikationen
immer enthalten sein (1) Elektrolyte, (2) Energiesubstrate und (3) Puffer.

Die ORT sollte (ber einen ausreichenden Betrag an Na' verfugen, um den
Flissigkeitshaushalt zu normalisieren (Constable et al., 2001). Die Rehydratation ist
abhangig vom Grad der Na'-Absorption, da der transepitheliale Na'-Gradient fur den
passiven Wassertransport vom Darmlumen in das Blut verantwortlich ist (Nappert et al.,
1997). K" sollte auch in den ORT enthalten sein, da trotz Hyperkalamie ein K*-Defizit besteht
(Phillips, 1985). Der Betrag an Kationen muss durch denselben Betrag an Anionen ergéanzt
werden. In ORT sollte das stark saure Anion CI in geringeren Konzentrationen als im Plasma
vorkommen. Stattdessen sollten Anionen, die eine basische Wirkung im Kdrper entfalten,
enthalten sein (Hartmann, 2002).

Na" und Wasser werden schneller absorbiert, wenn Glukose oder Aminosauren in der ORT
enthalten sind, da der Transport von Na® und Glukose/Aminosauren Uber die
Enterozytenmembran gekoppelt ablauft (Avery und Snyder, 1990). Glukosehaltige Lésungen
kénnen auch den Blutfluss in den Darmzotten verbessern (Flynn et al., 1992). Aul3er
Glukose beinhalten einige kommerzielle ORT die Aminosdure Glyzin. Glukose bzw.
Aminosauren liefern zusatzlich schnell verwertbare Energie flr die Enterozyten und den
ganzen Organismus (Naylor, 1999).

Zur Korrektur der Azidose werden folgende Substanzen in den ORT eingesetzt: HCOg3,
Azetat, Propionat, Citrat, Laktat und Gluconat (s. 2.5.4.).

ORT, die nach Empfehlungen der WHO bei Séauglingen mit Durchfall eingesetzt werden,
enthalten 3,5g NaCl, 2,5g NaHCOs;, 1,5g KCI und 20g Glukose pro Liter (Doll, 2006). Diese
Zusammensetzung entspricht 90mmol Na*, 20mmol K*, 80mmol CI, 30mmol HCO; und

111mmol Glukose. Die L6sung ist mit einer Osmolaritat von 331mosmol/l leicht hyperton.
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Tab. 9 Vorschlage diverser Autoren fur die Konzentration von Elektrolyten und
Energietragern in ORT in mmol/l

Na* K* CI Puffer Glukose/Glycin Quelle
Bis 145 10-20 k. A. 40-80 <400 (ng'g)r-
105-120 20 50 50-80 120-180 (';ﬁpfggg <)at

~140 4-5 <110 k. A. 220 (Hf;rérggnn.
70-120 20-30 40-70 60-80 150-200 (An%%T)OUS’
90-130 k. A. k. A. 40-80 < 400 (C%%sggsle,
80-120 20-30 k. A, 50-80 100-150 éﬁﬁik‘;ggg)

k. A. = keine Angabe

Wie aus den Angaben fir die Zusammensetzung der ORT hervorgeht, wird die ideale
Elektrolytkonzentration und Osmolalitdt der ORT noch diskutiert. Hypertone Losungen mit
einem hohen Anteil an Na* (>120mmol/l) kénnen zu Kochsalzvergiftungen fiihren, wenn die
Kélber keinen freien Zugang zu frischem Wasser haben (Constable, 2002b; Kaske und
Kunz, 2003). Diese Annahme ist bei Kélbern eher von theoretischer Natur, da bei einem
geringen Fliussigkeitsverlust von 5% schon 280mmol Na* im Organismus ersetzt werden
missen. Nicht miteinbezogen sind die laufenden Na'-Verluste durch das Fortbestehen der
Diarrhoe und die insuffiziente Na'-Absorption im Dinndarm (Michell, 1998). Hypotone ORT
mit verringerter [Na'] <100mmol/l reduzieren die Plasma-[Na’] (el-Mougi et al., 1994). In der
Humanmedizin wird trotzdem von einigen Forschergruppen der Einsatz von hypotonen ORT
vorgezogen, da sie die Menge der Faeces als Anhaltspunkt fir die klinische Wirksamkeit der
ORT verwenden (Michell, 2005).

Um die Energiedichte von ORT zu verbessern, bevorzugen einige Autoren hohe
Konzentrationen von Glukose bzw. Glyzin bis zu einer Osmolalitat von 600-700mosmol/kg.
Diese ORT fuhren zur besseren energetischen Versorgung und Rehydration (Brooks et al.,
1996; Constable et al., 2001). Solche ORT sollten besonders bei durchfallkranken, im
Allgemeinbefinden stark beeintrachtigten, kachektischen Tieren eingesetzt werden (Naylor,
1999). Hyperosmolale Losungen werden langsamer absorbiert als isotone. Diese
Differenzen sind so klein, dass sie klinisch unbedeutend sind (Naylor, 2002) Allerdings ist
beim Einsatz von hypertonen ORT die Labmagenentleerung verzdgert. Die abomasale
Entleerungsrate beeinflusst die Anflutung der Elektrolyte im Dinndarm und damit die
Geschwindigkeit der Rehydratation (Nouri und Constable, 2006; Sen et al., 2006). Die
Gegner hypertoner ORT befiirchten, dass diese zu einer hyperosmotischen Diarrhoe fiihren
konnten (Kaske und Kunz, 2003; Nappert, 2003).
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In einigen der in Europa und den USA kommerziell erhdltichen ORT sind weitere
Bestandteile enthalten: quellfahige und/oder schleimbildende Substanzen, z. B. Reisschleim
oder Bananenflocken, Pra- und Probiotika sowie Heilpflanzenextrakte, wie Anis, Fenchel und
Kamille. Der Nutzen dieser Inhaltsstoffe in ORT ist bislang wenig untersucht worden. Durch
Zusatz von Psyllium (Flohsamen), einem quellfahigen, schleimbildenden Produkt, zu den
ORT konnten in zwei Studien keine positiven klinischen Effekte erzielt werden (Cebra et al.,
1998; Naylor und Liebel, 1995). Die Futterung einer Reis enthaltenen ORT loste bei
gesunden Kalbern Durchfall aus (Sweeney, 2000). Vielfach wurde der Nutzen von Glutamin
auf die Darmschleimhaut untersucht. Glutamin férdert die intestinale Na'-Absorption in
hoherem MalRe als Glukose und Glyzin (Soares et al., 1991) Glutamin soll auRerdem eine
schnellere Regeneration der Darmschleimhaut bewirken, da die Aminosaure Glutamin eine
wichtige Energiequelle fir die Enterozyten darstellt (Nappert et al., 1997). Die Gabe von
glutaminhaltigen ORT an Kalber erzielte einen positiven Effekt bezogen auf die Korrektur der
Hyponatramie und der metabolischen Azidose und der Verbesserung der Struktur der
Darmschleimhaut (Brooks et al., 1997; 1998). Die unerwartete Korrektur der metabolischen
Azidose durch Glutamin konnte durch die verbesserte renale H*-Elimination tiber NH,*, das
in der Niere aus Glutamin gebildet wird (s. 2.1.4.2), erklart werden (Michell, 1998). In einer
anderen Studie wurde keine Verbesserung in der Therapie von durchfallkranken Kalbern
beim Zusatz von Glutamin zur ORT festgestellt (Naylor et al.,, 1997). Hinsichtlich des
Nutzens von Glutamin und der Zusammensetzung der optimalen ORT bedarf es noch
weiterer Untersuchungen (Naylor, 1999).
Michell (1998; 2005) teilt anhand der Entwicklung von ORT in der Veterindrmedizin diese in
drei Typen ein:

1. ORT, die sich an den WHO-Empfehlungen orientieren

2. ORT, die &hnliche Elektrolytkonzentrationen wie die WHO-LAsungen haben, aber

eine wesentlich héhere Glukosekonzentration

3. ORT, die Inhaltsstoffe enthalten, die zusatzliche Wirkungen entfalten
Auf dem deutschen Markt sind alle drei Typen von ORT in flissiger, gelartiger oder
Pulverform erhéltlich (Anonymous, 2001). Die Deklaration der Inhaltsstoffe ist haufig
ungenugend, so dass die Auswahl der ORT fur die Therapie durchfallkranker Kalber

erschwert ist (Rademacher et al., 2002).

2.5.4 Wirksamkeit der ORT beziiglich der Korrektur d  er metabolischen Azidose

ORT sollen neben dem Flissigkeitsersatz vor allem auch die Azidose bekédmpfen. Friher
nahm man an, dass die Rehydratation der Durchfallkdlber ausreichend sei, um die renale
Kompensation der azidotischem Stoffwechsellage einzuleiten (Bywater, 1977). Nach
Untersuchungen von Booth und Naylor (1987) und Naylor et al. (1990) kann eine

metabolische Azidose (pH<7,2) mit pufferfreien ORT nicht zufrieden stellend behandelt
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werden. Durch die Korrektur der Azidose wird das Allgemeinbefinden, das Stehvermégen
und die Trankeaufnahme der Kalber deutlich verbessert (Kasari, 1990). Die schnelle
Korrektur des SBS kann den Ausfall des Saugreflexes beim durchfallkranken Kalb
vermeiden (Kasari und Naylor, 1985; 1986). Fur die Behandlung der metabolischen Azidose
des Durchfallkalbes stehen die Na- bzw. K-Salze von HCOj;, Azetat, Laktat, Citrat und
Gluconat als Inhaltsstoffe in ORT zur Verfiugung. HCO3 kann direkt basische Wirkung im
Organismus entfalten:

HCO3; +H* - H,0+CO, (23)
Die anderen Anionen miuissen zur Bekampfung der Azidose erst zu CO, und H,O
metabolisiert werden (Naylor, 2002). Die Therapie der metabolischen Azidose geschieht
analog zum Stewart-Modell also Uber CO, und die Erhéhung der [SID]. Wird CO, abgeatmet,
ist [SID] die einzige Stewart-Variable, die nach der Therapie verandert ist (Gattinoni et al.,
2006b).

Alle genannten metabolisierbaren Puffer werden in den Citratzyklus eingeschleust und dort
verwertet. Laktat wird in der Leber und in der Herzmuskulatur verbraucht. Azetat wird in
Herz- und Skelettmuskulatur sowie Drisen- und Fettgewebe metabolisiert. Die
Verstoffwechselung von Propionat erfolgt ausschlie3lich in der Leber. Citrat und Gluconat
kénnen von allen Geweben als Energiesubstrat benutzt werden (Kasari, 1999). Die Leber
von Tieren kann ihre Laktatutilisation auf das drei- bis vierfache steigern. Sinkt jedoch der
Blut-pH unter 7,1, kommt die hepatische Laktatverwertung zum Erliegen (Hartmann, 2005).
Die Wirkung der metabolisierbaren Puffern kann bei stark dehydratisierten Tieren
eingeschrankt sein, weil die Organe nicht ausreichend perfundiert werden (Kasari, 1999). Bei
gesunden Kalbern wurden &hnliche basische Effekte bei der intravendsen Gabe von
NaHCO; und der Na-Salze von L-Laktat, Azetat und Propionat beobachtet. D-Laktat wird
langsamer verstoffwechselt und ist daher als alkalisierender Zusatz in der
Rehydratationstherapie ungeeignet. Gluconat und Citrat entfalten mafige Wirksamkeit bei
intravendser Gabe (Kasari, 1999; Naylor und Forsyth, 1986). Fir ORT sind Gluconat und
Citrat als Pufferzusatz geeignet, um die metabolische Azidose der durchfallkranken Kalber
zu behandeln (Nappert et al., 1997). Azetat und Propionat stimulieren nach einer
Untersuchung von Demigne et al. (1983) zusatzlich die Absorption von Na* und Wasser im
Dunndarm.

Die in ORT und in Infusionslésungen fur das Kalb zugelassenen Puffer sind fir ihre
Wirksamkeit an die ausreichende CO,-Abatmung gebunden. Verbleibt das entstandene CO,
auch nur teilweise im Organismus erhoht sich der Gehalt an H,CO3. Damit verstarkt sich
zwangslaufig die bei den erkrankten Tieren bereits bestehende Azidose (Hartmann und

Berchtold, 1997; Hartmann et al., 1997). Bei respiratorischer oder gemischt respiratorisch-
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metabolischer Azidose sollten Puffer ohne CO,-Bildung, wie Trispuffer, eingesetzt werden.
Die Verwendung von Tris-Puffern ist beim Kalb derzeit nicht zugelassen (Hartmann, 2005).

Die optimale Menge an Puffer in ORT variiert von 40-80mmol/l (s. Tab. 9). In
Vergleichsuntersuchungen von kommerziell erhdltlichen ORT waren jeweils jene am
wirkungsvollsten in der Korrektur der metabolischen Azidose durchfallkranker Kalber, die die
hdchste Konzentration an Puffer aufwiesen (Dupe et al., 1989; Michell et al., 1992; Naylor et
al., 1990). In einer neueren Untersuchung wurde die Effektivitat einer ORT anhand der
Stewart-Theorie beurteilt (Stampfli et al.,, 1996). Diese ORT mit einer [SID] von
durchschnittlich  88+4,7mmol/l konnte erfolgreich die metabolische Azidose aller
Versuchskalber bekampfen. Das Stewart-Modell eignet sich fur die Formulierung von ORT
und Infusionslésungen (Constable et al., 2005; Kaske und Kunz, 2003; Morgan, 2005;
Stampfli et al., 1996). Bei einigen in Deutschland erhéltlichen ORT ist die [SID] auf dem
Produkt deklariert. Sie lasst sich andernfalls aus den Herstellerangaben der

Elektrolytkonzentrationen von Na*, K* und CI" berechnen (Anonymous, 2001).

2.5.5 Effekte von oralen Rehydratationstrénken auf  die Milchgerinnungszeit

Bei unveréanderter Fitterung der durchfallkranken Kalber mit Milch stellt sich die Frage, ob
die ORT gleichzeitig oder zeitlich versetzt zur Milchtrnke verabreicht werden sollen. Die
meisten Autoren befirworten die strikte Trennung der Gabe von ORT und Milch. Zwischen
der Milchtranke und der Verabreichung der ORT sollten mindestens 1-2 Stunden liegen
(Kaske und Kunz, 2003; Rademacher, 2003) Es wird befiirchtet, dass die Gerinnung der
Milch durch die gleichzeitige Verabreichung von ORT im Labmagen gestoért werden kénnte
(Kaske, 2002; Naylor, 1999; Rademacher et al., 2002). Vor allem HCO;s-haltige ORT sollen
die Caseinfallung im Labmagen beeintrachtigen, da sie zu einer gréReren pH-Wert-
Auslenkung in den Labmageningesta fuhren (Constable et al., 2001). In einer Studie fltterten
Heath et al. (1989) durchfallkranke Kalber mit Milch und Milch-ORT-Gemischen. In der
Futterungsgruppe, die HCOs-haltige ORT und Milch erhielten, verloren die Kalber am
meisten an Kérpermasse. Aus diesen Ergebnissen wurde von den Autoren die Empfehlung
abgeleitet, dass bei Milchfutterung HCOjs-haltige ORT vermieden werden sollten. Die
gleichzeitige Gabe der vollen Milchration zusammen mit einer azetathaltigen ORT hatte in
einer Untersuchung von Garthwaite et al. (1994) keine negativen Effekte, wie verlangerte
Erkrankungsdauer, im Vergleich zum totalen und partiellen Milchentzug bei durchfallkranken
Kélbern. In einer Studie prufte Constable (2002b) die abomasalen pH-Werte nach Gabe von
Azetat- und HCOj-haltiger ORT in Wasser. Die basische Auslenkung des abomasalen pH-
Wertes war nach Futterung der HCOgs-haltigen ORT groRer, allerdings unterschieden sich
die eingesetzten ORT sehr in ihrer Zusammensetzung. Die azetathaltige ORT war iso-
(307mosmol/l), die ORT mit HCO3 hyperosmolar (697mosmol/l). Nach Untersuchungen von
Reinhold et al. (2006) fuhren HCOj3-haltige ORT zu keiner signifikant héheren pH-
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Auslenkung in den Labmageningesta als HCOs-freie ORT. Einige Autoren empfehlen die
sogenannte ,Halbmilchtranke”, d. h. Milch gemischt mit ORT, oder die gleichzeitige Gabe
von Milch und ORT, wenn als Puffersubstanz Azetat oder Propionat enthalten sind, da Citrat
und HCO; in hoher Konzentration, die Labgerinnung verhindern kénnten (Last, 2005;
Nappert, 2003). Diese Annahme geht auf in vitro Studien zuruck, bei denen die
Milchgerinnung im Reagenzglas durchgefiihrt wurde. HCO3-und citratreiche ORT (> 40
mmol/l) verhinderten die Caseinféallung. Als Erklarung fir die ausbleibende Gerinnung bei
Zusatz von HCOjs-haltigen ORT zur Milch wurde der Anstieg des pH-Wertes genannt. Die
citrathaltigen ORT entziehen der Milch die fur die Gerinnung essentiellen Ca**-lonen durch
Bildung von Calciumchelaten (Nappert und Spennick, 2003; Naylor, 1992). In neueren
Untersuchungen wurde die Labmagenentleerung bei Kélbern mit Hilfe der Szintigraphie
dargestellt (Marshall et al., 2005; Nappert und Lattimer, 2001). In ihrer Studie konnten
Nappert und Lattimer (2001) zeigen, dass zumindest geringe Mengen an HCOj3 (13 mmol/l)
keine ungunstigen Effekte auf die Milchféallung im Labmagen aufweisen, da die Passagerate

der Ingesta durch den Labmagen nicht erhéht war.

2.5.6 Verabreichung von ORT

Als Voraussetzungen fir eine erfolgreiche orale Rehydrationstherapie werden allgemein die
Schmackhaftigkeit der ORT und ein vorhandener Saugreflex der durchfallkranken Kalber
angesehen (Berchtold und Prechtl, 2002; Naylor, 1990). Trinkt das kranke Kalb nicht
selbstandig, empfehlen einige Autoren die Zwangstrankung per Sonde (Nappert et al., 1997;
Naylor, 1999). Andere raten wegen der Gefahr des ,Pansentrinkens” kategorisch davon ab
und therapieren bei fehlendem Saugreflex sofort durch intraventse Gabe von Flissigkeit
(Kaske und Kunz, 2003; Rademacher, 2003). ORT sollten zeithah zum Auftreten erster
Symptome der Diarrhoe verabreicht werden (Kaske und Kunz, 2003). Grundlage flr eine
wirksame Dosierung der ORT sind Kenntnisse zum Flissigkeitsverlust der durchfallkranken
Kalber. Beurteilungsschemata zur Abschatzung des Dehydratationsgrades sind zahlreich
vorhanden (Constable et al.,, 1998; Hartmann, 1995; Hunt, 1985; Kaske und Kunz, 2003;
Lewis und Phillips, 1979; Perez Garcia, 1999; Rademacher et al., 2002). Klinisch macht sich
die Dehydratation durch herabgesetzten Hautturgor, Enophthalmus, erniedrigte Rektal- und
Hautoberflachentemperatur an den Akren (Gliedmafien, Ohren, Nase) bemerkbar (Doll,
2006). Constable et al. (1998) untersuchten die Korrelation zwischen dem
Dehydratationsgrad und einigen Untersuchungsparametern. Die beste Abschétzung des
Dehydratationsgrades gelang anhand: (1) Grad des Enophthalmus (in mm zwischen Bulbus
und nasalem Lidrand), (2) Hautturgor im Hals- und Brustbereich und (3)
Gesamtproteinkonzentration im Plasma. Aus diesen Ergebnissen entwickelten Constable et

al. (1998) die nachfolgenden Gleichungen zur Berechnung des Dehydratationsgrades:
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a) Dehydratat ionsgrad (%) = 1,71xEnophthalm us (mm) + 0,38

b) Dehydratat ionsgrad (%) = 1,77 x Verstreich en der Hautfalte (s) - 3,1 (24)
c) Dehydratat ionsgrad (%) = 5,46 x[GE] (g/l) - 31,5

Der Gesamtbedarf an Flussigkeit setzt sich aus dem Grundbedarf (10% der Kdrpermasse),
dem aktuellen Volumendefizit (=Dehydratationsgrad x KM (kg)/100) und den fortlaufenden
Flissigkeitsverlusten (100-200ml /kg KM) zusammen (Hartmann, 1995). Der téagliche
Grundbedarf an Flussigkeit wird durch die Milchtranke abgedeckt (12% der KM). Das
aktuelle Flussigkeitsdefizit sowie die laufenden Volumenverluste missen durch ORT oder
Infusionen ausgeglichen werden (Rademacher et al., 2002). Anhand der Kotkonsistenz
konnen die fortlaufenden Flissigkeitsverluste abgeschatzt werden. Kalber mit mafigem
Durchfall verlieren etwa 1-2|1 Wasser innerhalb von 24h. Bei schwerem Durchfall werden 2-6l,
im Extremfall bis 8| Flussigkeit tber den Darm ausgeschieden (Kaske und Kunz, 2003). Fur
ein 50kg schweres Kalb mit einem Dehydratationsgrad von 7% und leichtem Durchfall ergibt
sich damit folgender Flissigkeitsbedartf:

Tab. 10 Flussigkeitsbedarf eines 50 kg schweren, leicht dehydratisierten Kalbes mit
maligem Durchfall

Liter/Kalb (50 kg KM)

Grundbedarf (10% der KM) 5l

Aktuelles Flussigkeitsdefizit

(Dehydratationsgrad x KM/100) 3.5
Laufende Flussigkeitsverluste 1-2
Gesamtbedarf 9,5-10,5
Bedarf an ORT 4555

(Gesamtbedarf-Grundbedarf)

Ein durchfallkrankes Kalb sollte mdglichst dreimal taglich 1,5-2,0 Liter ORT aufnehmen
(Kaske und Kunz, 2003; Rademacher, 2003). Bei hochgradiger Dehydratation
(Flussigkeitsverlust >8%) erfolgt initial die Korrektur des Flussigkeitsdefizits wegen des
schlechten Allgemeinbefindens in der Regel intravends (Kaske, 1994). Dabei muss
parenteral meist nur ein Teil des gesamten Defizits ausgeglichen werden. Nach Besserung
des Allgemeinbefindens und des Saugreflexes wird der verbleibende Rest per os verabreicht
(Phillips, 1985; Sadiek und Schlerka, 1996).

Zur korrekten Beurteilung der Azidose ware die Mdoglichkeit einer Blutgasanalyse
winschenswert. Der Pufferbedarf des azidotischen Kalbes kann anhand des BE-Wertes
ermittelt werden (Glawischnig et al., 1990):

Basenbedar f (mmol/l) =BE (mmol/l) x0,3 xkg KM (25)

Die Blutgasuntersuchung scheidet leider aufgrund der relativ hohen Kosten und der
Notwendigkeit der sofortigen Analyse der entnommenen Blutproben in der Praxis meistens

aus. Klinisch lasst sich der Verdacht auf das Vorliegen einer Azidose relativ sicher bei
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folgenden Symptomen stellen: (1) Allgemeinverhalten apathisch, depressiv oder komatds,
(2) Stehvermogen unsicher, schwankend oder festliegend, (3) Muskeltonus herabgesetzt
und (4) Saugreflex schwach oder unregelméfRlig kauend (Berchtold und Prechtl, 2002).
Infolge respiratorischer Kompensation der metabolischen Dyshydrie kann die Frequenz bzw.
die Tiefe der Atmung beim durchfallkranken Kalb erhoht sein (Hartmann und Berchtold,
1997) Die Abschatzung des Schweregrades der Azidose gelingt aber nur unzureichend
(Booth und Naylor, 1987; Groutides und Michell, 1990a; Heath et al., 1989; Perez Garcia,
1999). Meist geht die Dehydratation von durchfallkranken Kéalbern mit einer Azidose einher,
jedoch korreliert der Grad der Dehydratation nicht mit dem Azidosegrad (Grove-White, 1998;
Grove-White und White, 1993; Kasari, 1990; Naylor, 1987). Der pH-Wert des Urin bietet
auch keine sichere Aussage Uber den Grad der Azidose (Schlerka et al., 1996). Der
Schweregrad und die Art der metabolischen Azidose der durchfallkranken Kalber sind
altersabhangig (s. 2.4.3.1). Kaske und Kunz (2003) bieten auf der Grundlage des
Dehydratationsgrades und des Alters des durchfallkranken Kalbes ein Schema an nach dem
der Bikarbonatbedarf zum Ausgleich der metabolischen Azidose geschéatzt werden kann.

Tab. 11 Abschatzung des Bikarbonatbedarfes zum Ausgleich der metabolischen Azidose
durchfallkranker Kélber anhand des Dehydratationsgrades und des Alters

Natriumbikarbonatbedarf (g/Tier)

_ Alter der Kélber
Dehydratationsgrad
<8 Tage >8 Tage
gering 10 20
mafig 20 30
hoch 20 40
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3 VERSUCHSTIERE, MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchstiere

Fur die Erstellung der Referenzwerte der Stewart-Variablen (Teil 1 der Untersuchungen an
Kalbern) wurden insgesamt 17 Kalber, die in der Tierklinik fir Fortpflanzung der Freien
Universitat Berlin in den Jahren 2003 und 2004 geboren wurden, verwendet. Die Probanden
waren achtmal weiblichen und neunmal mannlichen Geschlechts. 12 der Kalber waren der
Rasse Deutsches Schwarzbuntes Rind zuzuordnen. Bei den verbleibenden funf Kélbern
handelte es sich um Kreuzungsprodukte aus Deutschen Schwarzbuntem Rind und
verschiedenen Fleischrassen. Die zeitabhdngigen Probenentnahmen erfolgten zu den
Zeitpunkten 1., 3., 7., 14. und 28. Lebenstag, jeweils vormittags zwischen 10.00 und 13.00
Uhr.

Die Futterungsversuche an Kalbern mit einer Labmagenfistel erfolgten im Rahmen eines
genehmigten Tierversuchs (TV) mit jahrlicher Verlangerung der Versuchserlaubnis (TV-
Genehmigungsnummer 0116/03). Fiur diese Versuche (Teil 2 der Untersuchungen an
Kalbern) wurde drei Kalbern, die aus Betrieben des Bundeslandes Brandenburg stammten,
eine Labmagenfistel operativ eingesetzt (s. 3.2.3). Die Versuchstiere waren alle mannlichen
Geschlechts. Zwei Kalber gehorten der Rasse Deutsches Schwarzbuntes Rind an, ein Kalb
war ein Kreuzungstier. Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns waren die Probanden 14, 18

und 26 Tage alt. Die Kalber wogen zu Versuchsbeginn im Mittel 63,3+5,8kg.

3.1.1 Selektionskriterien

Fir alle Untersuchungen wurden ausschlie3lich Kélber verwendet, die als klinisch gesund
befundet wurden (s. 3.2.1).

Die Probenentnahmen fiir Teil 1 der Untersuchungen wurden nur an Kalbern durchgefihrt,
die unmittelbar post natum eine APGAR-Punktzahl von sechs oder mehr aufwiesen. Damit
wurde gewaéhrleistet, dass ausschlielBlich die Werte klinisch gesunder Kalber fur die
Ermittlung der Referenzbereiche herangezogen wurden.

Zu Beginn der Futterungsversuche sollten die Kalber nicht alter als 28 Tage sein, da die
Faktorenkrankheit Kéalberdiarrhoe vorwiegend bei Kélbern im Lebensalter von unter vier
Wochen auftritt (Kaske, 1993; Nappert et al., 1997).

3.1.2 Haltung und Fitterung

Die Kélber wurden in der Tierklinik fir Fortpflanzung in Einzelboxen mit Stroheinstreu und
Gummimattenunterlage gehalten. Die Futterung der Kalber erfolgte taglich viermal um 8:00,
14:00, 19:00 und 22:30 Uhr. Die Tranke wurde handwarm uber einen Nuckeleimer an die

Tiere verabreicht. Fur Teil 1 der Untersuchungen erhielten die Kalber Vollmilch bzw.
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Kolostrum, die von den laktierenden Milchkihen der Tierklinik fir Fortpflanzung stammte.
Die Trankemenge betrug 12% der Korpermasse. Sie wurde auf die vier Mahlzeiten
gleichmaRig aufgeteilt. Au3erdem stand den Tieren Leitungswasser aus Trankeeimern und
Heu ad libitum zur Verfligung.

Im 2. Teil der Untersuchungen erhielten die Kélber Milchaustauscher (MAT, s. 3.2.6), orale
Rehydratationstréanken (ORT, s. 3.2.7) gelost in MAT oder Wasser laut Futterungsplan (s.
3.2.5). Bei den untersuchten Fitterungen um 8:00 und 14:00 Uhr wurden jeweils 21 Tréanke
verabreicht. Um 19:00 und 22:30 Uhr wurde die Trankemenge mit MAT an 12% der
Korpermasse angepasst. Leitungswasser stand den drei Versuchskalbern nach Beendigung

der Probenentnahmen von 18:00 bis 7:30 Uhr zur Verfigung.
3.2 Experimentelles Design

3.2.1 Klinische Untersuchung der Probanden

Das Befinden der Probanden wurde mit einer klinischen Untersuchung bei Teil 1 und 2 der
Untersuchungen vor der Probenentnahme Uberwacht. Es wurden die Herz- und
Atemfrequenz sowie die Rektaltemperatur ermittelt. AnschlieRend erfolgte die Beurteilung
der Kot- und der Nabelbeschaffenheit. AuRerdem wurde anhand der Geschwindigkeit der
Trankeaufnahme sowie der aufgenommenen Trankemenge der Appetit beurteilt. Die

erhobenen Daten wurden in einem Befundbogen dokumentiert (s. Tab. 12).

Tab. 12 Befundbogen der klinischen Untersuchung

Tag Datum

DE-Nr. Alter (d)

Rasse Geschlecht

Herzfrequenz (Schlage/min) Atemfrequenz (Zuge/min)
Temperatur () Kotkonsistenz
Nabelbeschaffenheit Appetit

DE-Nr.= Nummer, die Uber die Ohrmarke jedes in Deutschland geborene Rind kennzeichnet

3.2.2 Probenentnahmen

Fur Teil 1 der Untersuchungen wurden die Proben am entsprechenden Lebenstag der Kélber
gewonnen. Es erfolgte die Entnahme von arteriellem und vendsem Blut sowie Harn.

Die Probenentnahmen bei den Fuitterungsversuchen (Teil 2) erfolgten nach einem
festgelegten Schema unmittelbar vor sowie %, 1, 2 und 4 Stunden nach der Fitterung (s.

Tab. 13). Es wurden venoses Blut und Labmageningesta entnommen.
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Tab. 13 Tagesplan der Probenentnahmen

Uhrzeit Proben
7.30 Serum, Blutgase, Labmageningesta
8.00 Futterung
8.30 Labmageningesta
9.00 Labmageningesta
10.00 Serum, Blutgase, Labmageningesta
12.00 Serum, Blutgase, Labmageningesta
13.30 Serum, Blutgase, Labmageningesta
14.00 Fltterung
14.30 Labmageningesta
15.00 Labmageningesta
16.00 Serum, Blutgase, Labmageningesta
18.00 Serum, Blutgase, Labmageningesta
3.2.2.1 Blut

Das venotse Blut wurde Uber Punktion der Vena jugularis externa mit einer 0,8 x 40mm
sterilen Einmalkaniile (Microlance™, BD) gewonnen. Zunéchst wurde ein mit Lithium-Heparin
beschichtetes 2,3ml Blutgasrohrchen (Kabevette®, KABE) zur Bestimmung der SBS-
Parameter aufgesetzt und das vendse Blut luftblasenfrei aufgezogen. AnschlieBend wurde
vendses Blut noch in ein 7,5ml Serumrdhrchen (Primavette®, KABE), das Kunststoffgranulat
enthielt, geflllt. Fir Teil 1 der Untersuchungen wurde zusatzlich ein mit Natriumfluorid
beschichtetes Réhrchen (Monovette®, Sarstedt) firr die Blutglukose- und Laktatbestimmung
beflllt. Das arterielle Blut wurde durch Punktion der A. carotis communis mit einer 0,8 x 40
mm sterilen Einmalkanile (Microlance™, BD) gewonnen. Fir die arterielle
Blutgasbestimmung wurde ebenfalls ein mit Lithium-Heparin beschichtetes R6hrchen
verwendet. Falls das Blut fur die Blutgasbestimmung nicht luftblasenfrei gewonnen werden
konnte, wurden durch Beklopfen die Luftblasen in den Konus der Entnahmespritze beférdert
und durch Verwerfen der ersten Blutstropfen entfernt. Nach der Entnahme wurden beide
Blutgasrbhrchen unmittelbar in einen mit Eis gefillten Styroporbehalter verbracht. Die
Bestimmung der Blutgasparameter erfolgte immer direkt im Anschluss an die Blutentnahme,
so dass die Proben nicht langer als 30min auf Eis gelagert wurden. Dadurch sollten sich die
gemessenen Blutgasparameter nicht signifikant verandert haben (Haskins, 1977). Die taglich

gemessene Rektaltemperatur diente der Korrektur der Blutgasparameter.

3.2.2.2 Harn

Far Teil 1 der Untersuchungen wurde Spontanharn durch manuelle Stimulation des
Dammbereiches gewonnen und in einem neutralen 10ml R6hrchen aufgefangen. Bis zur

Untersuchung wurde der Harn bei -20C aufbewabhrt.
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3.2.2.3 Labmageningesta

Zur Entnahme des Labmagensaftes wurde der Schraubverschluss der Labmagenfistel
geoffnet und etwa 7-10ml der austretenden Labmageningesta in einem neutralen 10ml
Roéhrchen aufgefangen. Der pH-Wert des Labmageninhaltes wurde unmittelbar bestimmt (s.
3.3.1.3). Bis zur Durchfuhrung weiterer Laboruntersuchungen wurden die
Labmageningestaproben bei -20C aufbewahrt. Fir die CMP-Bestimmung (s. 3.3.3) in den
Labmageningesta nach Futterung von MAT und MAT-ORT-Gemischen (ORT-1Ayat, -1Cwuar,
-2AmaT, -3Awar und 4Ayar) wurde zum Zeitpunkt 30min nach der Fltterung 1ml des
entnommenen Labmagensaftes unverziglich in 1,5ml Eppendorfréhrchen pipettiert und in
ein -70C Tiefgefrierbehaltnis verbracht, wo sie bis zur Durchfihrung der Bestimmung des

CMP-Gehaltes aufbewahrt wurden.

3.2.3 Operatives Einsetzen der PVC-Fistel inden La bmagen

Das operative Einsetzen der selbst hergestellten Kunststofffistel' in den Labmagen der
Kalber wurde unter der Leitung von Herrn Dr. Sebastian Arlt in der Tierklinik far

Fortpflanzung vorgenommen.

aulere Haut

/

] €— Muskulatur

/f Labmagenlumen

Labmagenwand Peritonaeum,
ringférmig vernaht
mit der Labmagenwand

1 = Schraubverschluss 2 = Schraubgewinde
3 = Kontermutter zur Fixierung der auf3eren Scheibe 4 = aullere Scheibe
5 = Verbindungssttick 6 = innere Scheibe

Abb. 4  Labmagenfistel aus Polyvinylchlorid (PVC) und schematische Darstellung der Lage
im Labmagen; MalRe: HOhe 50mm, @ innere Scheibe 31mm, @ &ul3ere Scheibe
40mm, @ Schraubgewinde/Verbindungsstick 10mm

! Fir die Herstellung der PVC-Fistel bedanke ich mich bei Frau Alexandra Fischer.
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Als Verfahren des chirurgischen Einsetzens der Labmagenfistel wurde die in der Dissertation
von Reinhold (2007) beschriebene Technik verwandt. Die Position der Fistel in der linken
Flanke erwies sich in ihren Untersuchungen als gut geeignet zur problemlosen Entnahme
von Labmageningesta tUber einen Versuchszeitraum von zwei bis drei Wochen.

Die Operation erfolgte unter Vollnarkose des Versuchstieres. Die Injektionsnarkose,
bestehend aus Xylazin (Rompun® 2%, Fa. Bayer, 0,2ml/50kg Kérpergewicht) und Ketamin
(Ursotamin®, Fa. Serumwerk Bernburg, 1ml/10kg Koérpergewicht) in einer Mischspritze,
wurde dem Probanden Uber Punktion der Vena jugularis externa mit einer 0,8 x 40mm
sterilen Einmalkaniile (Microlance™, BD) verabreicht. War wéhrend der Operation eine
Nachdosierung erforderlich, wurde 1ml Ketamin in die lange Sitzbeinmuskulatur appliziert.
Nach dem sich das Kalb niedergelegt hatte, wurde es in die rechte Seitenlage auf den
Operationstisch verbracht und mit Stricken an den Gliedmalfien in dieser Position fixiert.

In der linken Flanke wurde das Operationsfeld parakostal der letzten Rippe mit einer
elektrischen Schermaschine geschoren, mit Wasser befeuchtet und mit Flissigseife
eingeseift. Dann wurden die Haare im Operationsgebiet mit einem Nassrasierer entfernt und
die Haut grundlich mit Alkohol desinfiziert. Anschlieend wurde der Bereich mit einem
geschlitzten Operationstuch abgedeckt.

Der vertikale Schnitt durch die auf3ere Haut verlief eine Handbreit kaudal des Rippenbogens
auf einer Lange von etwa 10 bis 15cm. Die darunter liegenden Muskelschichten (M.
obliquus abdominis externus, M. obliquus abdominis internus und M. transversus abdominis)
wurden stumpf durchtrennt. Zur Eréffnung der Bauchhohle wurde das parietale Peritoneum
mit einer Schere eingeschnitten. Der Labmagen wurde manuell erfasst und zu ca. einem
Drittel vorverlagert. Danach wurde der Labmagen in der Néahe des Pylorus mit mehreren
Einzelheften (Vicryl®, Fa. Braun) kreisférmig an das parietale Peritoneum geheftet. Um die
Kunststofffistel in den Labmagen einsetzen zu kénnen, wurde dieser mit einer Schere auf
einer Lange von 3cm er6ffnet. Nach dem Einsetzen der inneren Scheibe der Labmagenfistel
wurde der Schnitt im Labmagen um das Verbindungsstick herum mit einer
Tabaksbeutelnaht abgedichtet. AbschlieRend erfolgte die Naht der Bauchwandschichten und
die dichte Verschraubung der PVC-Fistel. Auf die Hautnaht wurde Aluminiumspray (Fa.
Albrecht) aufgetragen.
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Abb. 5 Sitz der Fistel bei einem Versuchskalb

3.2.4 Postoperative Behandlung der Versuchstiere

Zur Infektions- und Schmerzprophylaxe erhielten alle drei Probanden utber einen Zeitraum
von 5 Tagen post operationem einmal taglich ein Antibiotikum sowie ein Analgetikum. Dafir
wurden die Praparate Procain-Penicillin-G (Fa. WDT) und Vetalgin® (Fa. Intervet)
ausgewahlt. Die Injektionslosungen wurden in der Dosierung 10.000 — 15.000 I. E.
Penicillin/kg KM und 2.500mg Metamizol/kg KM in die Oberarmmuskulatur injiziert.

3.2.5 Futterungsplan der Versuchstiere

Es wurden vier verschiedene ORT und der MAT ausgewahlt, die in ihrer Wirkung auf die
Vorgénge im Labmagen und auf den systemischen SBS untersucht werden sollten. Die ORT
wurden jeweils in MAT und Wasser geldst (Zusammensetzung s. 3.2.6 und 3.2.7). Die

Fatterungen wurden wie in den Futterungsplanen (s. Tab. 14-16) angegeben vorgenommen.
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Tab. 14 Fuitterungsplan Kalb 1: ,Luzifer"

Versuchstag
Zeit

1 2 3 4 5 6. 7 8 9 10

ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT-
8.00 MAT MAT

1Avat | 3Awat | 1Avat | SAvat | 1Auat | 3Amat | 1Avat | 1Cuar
ORT- | ORT- ORT- | ORT- | ORT- | ORT- ORT-

14.00 MAT - MAT
1CMAT 3BHZO SBHZO 1CMAT 3BHZO 1BH20 1BH20
19.00/22.30 | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT

Tab. 15 Fuitterungsplan Kalb 2: ,Mickey Maus*

Versuchstag
Zeit
1 2 3 4 5 6. 7 8 9 10

8.00 MAT ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT-
' 1AMAT 2AMAT 1AMAT 2AMAT 1AMAT 2AMAT 1AMAT 1CMAT 1BH20
ORT- | ORT- | ORT- ORT- | ORT- | ORT- | ORT-

14.00 MAT - MAT
2Bh20 | 2AmaT | 2Bu2o 2Bh20 | 1Bh2o | 2Br2o | 3Avar
19.00/22.30 | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT

Tab. 16 Fitterungsplan Kalb 3: ,Ronaldo*

Versuchstag

Zeit
1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.

ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT-
8.00 MAT MAT
1Cwat | 4Awat | 3Awat | 4Auat | 4Anat | 4AnaT | 2ANAT | 4ANAT

ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT- | ORT-

14.00 MAT
1B20 | 4Br2o | 3Bh2o | 4Bhao | 4Brzo | 4Br2o | 2Bhzo | 4Bhao | 3Br2o

19.00/22.30 | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT | MAT

Die Kalber wurden immer freitags operiert und am Wochenende klinisch Gberwacht. Die
Fatterungsversuche wurden entsprechend den Vorgaben der Tierversuchsgenehmigung von

Montag bis Freitag Uber 2 Wochen pro Versuchstier durchgefihrt.

50




Versuchstiere, Material und Methoden

3.2.6 Zusammensetzung des eingesetzten Milchaustaus  chers

In Teil 2 der Untersuchungen wurde MAT (Kalbermilch UNI®, Raiffeisen Agrar) in einer
Dosierung von 110g/l Wasser eingesetzt, der laut Herstellerangaben folgende
Zusammensetzung hatte:

50,5% Sprithmagermilchpulver; 30% SpriihsiBmolkenpulver; 15,5% pflanzliches Ol

raffiniert; 3% Weizenquellstarke; 2% Zusatzstoffvormischung.

Tab. 17 Gehalt an Inhaltsstoffen in % im MAT

Inhaltsstoff Prozent
Rohprotein 22%
Lysin 1,8%
Rohfett 16%
Rohasche 8,5%
Rohfaser 0,1%
Calcium 0,9%
Phosphor 0,7%
Natrium 0,63%
Kalium 1,4%
Chlorid 0,88%
Magnesium 0,18%

Tab. 18 Gehalt an Zusatzstoffen je kg MAT

Zusatzstoff Menge
Vitamin A 50000 I. E.
Vitamin D3 4000 I. E.
Vitamin E 100mg
Vitamin C 100mg
Eisen 60mg
Kupfer 8mg

3.2.7 Rezepturen der untersuchten oralen Rehydratat

ionstranken

Wie oben angefihrt wurden vier verschiedene ORT im Fltterungsversuch eingesetzt, die
alle in der vom Hersteller vorgeschlagenen Dosierung in MAT (ORT-1Ayat, -2Avat, 3AmaT,
4Auat) UNd in Wasser (ORT-1Byz0, -2Bh20, -3Bh20o, -4Bu2o) geldst wurden. Die Lésung der
ORT geschah unabhangig davon, ob der Hersteller die Gabe in Wasser oder Milch/MAT in
der Packungsbeilage empfiehlt. ORT-1 wurde zusétzlich in der doppelten Menge in MAT
verfuttert (ORT-1CyaT).
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Tab. 19 Gehalte an ausgewahlten Inhaltsstoffen im MAT und in den eingesetzten ORT

Na" K* CI SID; | Enthaltenes | Anwendungs- fu\rﬁ\li('fii:)ir:”e
(mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | Anion/Puffer | empfehlung Inhaltsstoffe
MAT 30 39 27 42 - - -
ORT-
130 60 75 115
1AmAT
ORT- Azetat in Milch/MAT
1B110 101 22 49 74 und Wasser Glukose
ORT- | 531 82 124 189
1Cmar
Glukose,
- Reisquell-
ORT 141 64 86 119 mehl
2AvaT '
' Blutwurz-,
Propionat in Milch/MAT Kamille-,
und Wasser Anis- und
ORT Fenchel-
o111 25 59 77 pulver, Ca*,
2Bh20 Mg?",
Probiotika
ORT-
112 52 72 92
3AmaT Bikarbonat in Wasser Lakto_se,
Glyzin,
_ 2+ 2+
S 13 45 49 Ca™, Mg
Bh2o
ORT-
80 59 66 73 )
4Avat Citrat und in Wasser Glukose,
- Phosphat Glyzin
ORT- 1 g4 20 39 31
4Bh20

Amat=ORT gelést in MAT; BH20=ORT geldst in Wasser; Cuar=doppelte Menge ORT geldst in MAT;
[SID3] (mmol/l) = [Na'] + [K'] - [CI]

Zur Berechnung der Konzentrationen von Inhaltsstoffen der MAT-ORT-Gemische wurde
folgende Formel eingesetzt:

Cl+C2 Cges
=3 (26)
V1+V2 Vges
C,= Konzentration des Inhaltsstoffes im MAT; C,= Konzentration des Inhaltsstoffes in der ORT, V1= Volumen des
MAT, V2= Volumen der ORT
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So ergibt sich fir die gesuchte Konzentration eines bestimmten Inhaltsstoffes im
Trankegemisch:

Ci+C2

Cges = Vges x
g g V1+V2

(27)
3.3 Methoden

3.3.1 Labordiagnostische Untersuchungen

3.3.1.1 Bestimmung von Parametern im Blut

Die Untersuchung der Blutgase und Parameter des SBS in den vendsen und arteriellen
Blutproben aus Teil 1 der Untersuchungen wurde im Labor der Klinik und Poliklinik fur kleine
Haustiere® der Freien Universitat Berlin durchgefiihrt. Die Bestimmung erfolgte mit dem
Analysegerat ABL System 605 (Fa. Radiometer, Kopenhagen).

Die Blutgase und Parameter des SBS fur Teil 2 der Untersuchungen wurden mit dem
Analyzer ABL 5 (Fa. Radiometer, Kopenhagen) im Notfalllabor der Klinik fir Klauentiere® der
Freien Universitat Berlin ermittelt.

Die Blutprobenrdhrchen fir die Glukose- und Laktatbestimmung (Teil 1 der Untersuchungen)
wurden max. 8 Stunden nach der Entnahme bei etwa 6T gelagert und anschlieRend im
Institut fir Veterind&rmedizinische Diagnostik in Berlin untersucht.

Die Serumgewinnung fur Teil 1 und 2 der Untersuchungen erfolgte durch Zentrifugation
(10min bei 3000 U/min) der Blutproben in der Labofuge 400 (Heraeus Instruments,
Zentrifugalbeschleunigung 13624 x g). Das gewonnene Serum wurde bei -20 T aufbewahrt.
Die  Untersuchung der Serumparameter erfolgte ebenfalls im Institut far

Veterinarmedizinische Diagnostik.

! Fir die Benutzung der Messgerate und die entsprechende Anleitung durch die Mitarbeiter beider Labore
mochte ich mich herzlich bedanken.
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Tab. 20 Untersuchungsparameter im Blut und Blutserum mit den dabei verwendeten
Bestimmungsmethoden, Analysegeraten und den flr die Analyse angegebenen
Variationskoeffizienten

Parameter Bestimmungsmethode Verwendete Variations-
9 Analysegerate koeffizient (%)
Na* 1,26
+ indirekte ionenselektive
K Messung L
cr MODULAR, 2,39
Ammoniummolybdat- Fa. Roche
anorg. Phosphat Komplex Diagnostics 2,72
Glukose Hexokinase-Methode 1,89
Gesamteiweild Biuret-Methode 1,32
, Kapillarzonen- CAPILLARYS,
Albumin Elektrophorese Fa. Sebia 2,05
Kreatinin kinetischer F arbtest Roche Hitachi 2,59
(Jaffe)
VITROS 750, Fa.
Laktat Photometrie Ortho Clinical 0,97
Diagnostics

3.3.1.2 Bestimmung von Parametern im Harn

Der pH-Wert des Harnes wurde mit einem pH-Meter der Fa. METTLER TOLEDO ermittelt.
Fir die Messung wurde die Elektrode gemalR Herstellerangaben kalibriert. Es wurden
Kallibrationslésungen mit pH=4,0 und pH=7,0 verwendet. Die Harndichte wurde mit einem
Handrefraktometer (Fa. Eickemeyer) bestimmt. Die Ermittlung der Osmolalitat erfolgte mit
dem Osmomat 030-D (Fa. Gonotec). Die Messung der Elektrolyte sowie des anorganischen
Phosphats und Kreatinins wurde im Institut fir Veterindrmedizinische Diagnostik in Berlin
durchgefihrt.

Tab. 21 Untersuchungsparameter im Harn mit den dabei verwendeten

Bestimmungsmethoden, Analysegeraten und den fur die Analyse angegebenen
Variationskoeffizienten

; Verwendete Variations-
Parameter Bestimmungsmethode N -
Analysegerate koeffizient (%)
Na* 2,53
K* ionenselektive Messung 3,2
Cr 1,6

Ammoniummolybdat- Roche Hitachi

Komplex 2,51

anorg. Phosphat

kinetischer Farbtest

(Jaffé) 1,92

Kreatinin
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3.3.1.3 Bestimmung von Parametern in den Labmageni  ngesta

Der pH-Wert im Labmagensaft wurde unmittelbar nach der Entnahme mit einer pH-Elektrode
bestimmt. Zur Anwendung kam das pH-Meter der Fa. METTLER TOLEDO. Das Gerat wurde
jeden Tag vor Versuchsbeginn laut Angaben des Herstellers kalibriert. Dazu wurden
Pufferldosungen mit pH=2,0 und pH=7,0 verwendet. Zwischen den pH-Wert-Messungen
wurde die pH-Elektrode in einer 3 molaren KCI-Lésung aufbewahrt.

Fur die Bestimmung der Elektrolyte und der Osmolalitat wurde der Labmagensaft in der
Labofuge 400 (Fa. Heraeus Instruments) 10min bei 3000 U/min (Zentrifugalbeschleunigung
13.624 x g) zentrifugiert, die Flussigkeit in ein 1ml Gefal3 (Fa. Eppendorf) pipettiert und bei
-20C bis zur Messung aufbewahrt. Die Osmolalitat des Labmagensaftes wurde mit dem
Osmomat 030-D (Fa. Gonotec) ermittelt. Die Analytik der Elektrolyte wurde im Vet Med
Labor in Ludwigsburg durchgefihrt. Fir die Bestimmung wurden die Proben im Labor
verdunnt.

Tab. 22 Untersuchungsparameter in den Labmageningesta mit den dabei verwendeten

Bestimmungsmethoden, Analysegeraten, der fir die Analyse angegebenen
Unrichtigkeit und Unprézision sowie die obere und untere Nachweisgrenze

Obere und
Bestimmungs- | YE'Wendete | yprichigkeit | Unprazision untere
Parameter Analyse- 0 . Nachweis-
methode gerite (%) (%) grenze
(mmol/1)
Na* Modul 2,5 1,8 80-180
+ ionenselektive odurar
K SWA, Fa. 4 2,5 1,5-10
Messuing Hitachi
cr 4 2,5 60-120

3.3.1.4 Bestimmung von Parametern im MAT und in den ORT

Vor jeder Futterung wurde der pH-Wert der Tranke mit der pH-Elektrode (Fa. METTLER
TOLEDO) bestimmt. AuRerdem erfolgte die Bestimmung der Osmolalitat des MAT und der
unterschiedlich zusammengesetzten ORT mit dem Osmomat 030-D (Fa. Gonotec). Diese
Untersuchung wurde einmalig als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die erhaltenen

Ergebnisse wurden gemittelt.

3.3.2 Messung der Milchgerinnung

Die Gerinnungsmessungen wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fir
Lebensmitteltechnologie und Lebensmittelchemie (Fachgebiet Lebensmittelrheologie) der
Technischen Universitat Berlin durchgefiihrt'. Die Gerinnungsvorgénge wurden ber eine

Viskositatsmessung mit dem Rheometer Physica-Rheoswing® ermittelt.

'Fur die Hilfestellung bei der Durchfihrung der Messungen danke ich recht herzlich Frau Dipl.-Ing. Monika
Briickner.
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Abb. 6  Physica-Rheoswing®

Das Gerat besteht im Wesentlichen aus einem Metallstab, der bei einer seiner
Torsionsresonanzfrequenzen schwingt, und einer mit dem Sensor verbundenen
Auswerteelektronik. Das umgebene Medium dampft die ausgesandte Schwingung. Diese
Dampfung wird durch den Sensor registriert und in die gesuchte Viskositat umgerechnet.
Sowohl die Anregung wie auch die Messung der Schwingung erfolgt mit Hilfe von speziellen
torsionsempfindlichen piezokeramischen Elementen.

=

W

1 = Rheometer; 2 = Auswerteelektronik; 3 = Becherglas; 4 = Wasserbad; 5 = PC
Abb. 7  Allgemeiner Versuchsaufbau der rheologischen Messungen
3.3.2.1 Probenherstellung und -vorbereitung

Die Messungen wurden mit Rohmilch, MAT und den im Fltterungsversuch eingesetzten
MAT-ORT-Gemischen ORT-1Ayar, -2Auat, -3Amat UNd -4Ayar durchgefihrt. Der MAT und

56



Versuchstiere, Material und Methoden

die Mischungen aus MAT und ORT wurden in den Dosierungen wie im Fitterungsversuch
angesetzt. Vor Beginn der Gerinnungsmessungen wurden die Proben auf 39T im

Wasserbad vorgewarmt und der pH-Wert sowie der Ca**-Gehalt ermittelt.

3.3.2.2 Ca*-Bestimmung

Der Ca**-Gehalt der Proben wurde komplexometrisch bestimmt. Prinzip der Methode ist,
dass die Ca**-lonen mit EDTA eine stabile I6sliche Komplexbindung eingehen. Der Verlust
freier Ca”*-lonen korrespondiert mit einer Abnahme der basischen Ténung in der
Probelésung. Die Veranderung wird maRanalytisch - in Verbindung mit einem Ca?*-sensiblen
Indikator - bestimmt.

1ml Probe wurde mit destilliertem Wasser auf 100g ergénzt, mit 4ml 50%iger Kalilauge
sowie mit 100ul Calceinldésung versetzt. Danach wurde mit 0,01mol EDTA titriert. Parallel
dazu wurde ein Reagenzien-Blindwert erstellt.

1ml 0,01mol EDTA-L8sung ist dquivalent mit 1ml 0,01mol Ca**. Das Molekulargewicht von
Calcium betragt 40,08g/mol. Der Gehalt der Probe an Ca**-lonen kann mit Hilfe folgender
Formel berechnet werden:

B x0,4008 x100

E
B= titrierte Menge an EDTA-LOsung in ml; E= vorgelegte Probenmenge in ml, Umrechnungsfaktor fiir mg ca”'/dl

in mmol/l: 0,2495

=mgCa?*/dl (28)

Die Ca*-Bestimmung der Proben wurde als Doppelbestimmung durchgefilhrt und die

erhaltenen Ergebnisse gemittelt.

3.3.2.3 Ablauf des Messvorganges

Als enzymatisches Agens wurde fliissige Chymosinldsung (CHY-MAX™ Plus) in einer
Konzentration von 50ul/100ml Probe benutzt. CHY-MAX™ Plus ist eine reine standardisierte
Chymosinlésung, hergestellt aus vegetarischen Substraten durch die Fermentation von

Apergillus niger var. awamori.

Tab. 23 Ausgewéhlte Parameter von CHY "-MAX Plus

Parameter Spezifikation Einheit
Stérke 200 IMCUY/ml
Enzymaktivitat 930 mg/I
Zusgéygea:]ﬂssectrz]ﬁng 100 % Chymosin
pH 5,5-6 -
Dichte 1,120-1,160 g/ml

! International Milk Clotting Units
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Es wurden drei Messreihen angesetzt:

1. enzymatische Gerinnung bei nativem pH-Wert

2. enzymatische Gerinnung bei angesauertem pH-Wert (~5,5)

3. Sauregerinnung (ohne Enzymzusatz) bei pH < 4,7
Die Ansduerung bzw. die Gerinnung durch Saure wurde durch die Zugabe von 1 molarer
HCI-Losung realisiert. Wahrend der S&urezugabe wurde der pH-Wert kontinuierlich
Uberwacht. Bei dem gewinschten pH-Wert wurde die Saurezugabe gestoppt und die

Viskositatsmessung gestartet.

Anregung und Messung
der Schwingung
mit Piezoelementen

S |
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N
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ol § i

5 § =
i § W Flussigkeit
N

Abb. 8  Querschnitt durch den Sensor des Rheometers Physica Rheoswing® (Dual et al.,
1992)
Nach dem Zusatz des Chymosins bzw. nach Saurezugabe wurde das Messgerét bis zum
Eintauchen der Tragheitsmasse (s. Abb. 8) aufgesetzt. Die Probe befand sich wahrend der
gesamten Messzeit im Wasserbad, welches konstant auf 39C temperiert war. Die
Viskositatswerte der enzymatischen Gerinnung wurden Utber eine Stunde in Verbindung mit
der UDS-200-Software (Physica GmbH, Stuttgart) als Prozessviskositat (dynamische
Viskositat) gemessen, wobei alle 10s ein Messwert bestimmt wurde. Die Sauregerinnung
wurde durch Messung der Strukturviskositat (statische Viskositat) tber einen Zeitraum von
10min vor und nach S&aurezugabe ermittelt. Die Messapparatur befand sich wéahrend des
gesamten Messvorgangs in ruhiger Lage und wurde keinen Erschiitterungen ausgesetzt, so

dass die Anzahl der Messfehler auf ein Minimum reduziert werden konnte.
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3.3.3 Messung des CMP-Gehaltes in den Labmageninges ta

Die Messung des CMP-Gehaltes in den Labmageningesta wurde in Zusammenarbeit mit

dem Institut fiir Ernahrungswissenschaft der Universitat Potsdam® durchgefiihrt.

3.3.3.1 Herstellung des CMP-Standards fiur die HPLC

Da der erworbene Peptidstandard (SIGMA) fir die HPLC nicht geeignet war, stellten wir aus
Casein und Chymosin eine eigene Standardldésung her. Als Ausgangsmaterial diente eine
3%ige Caseinlosung. Fur deren Herstellung wurde bovines Casein (MERCK) bei 100<C fur
15min in Phosphatpuffer (50mmol PBS-Puffer, 150mmol NaCl) gel6ést. In 1ml der
Caseinlésung wurde 10ul Chymosinlésung (CHY-MAX™ Plus, s. Tab. 23) pipettiert. Es
erfolgten vier Probenansatze, die nach 20, 40, 80min und 18h durch die Zugabe von
10%iger Trichloressigsaure (TCA) analog zur Probenvorbereitung gestoppt wurden (s.
3.3.3.2). Auf gleiche Weise wurden Leerproben hergestellt, bei denen anstatt des Enzyms
10ul Aqua dest. zugefiigt wurden. Die Abbauprodukte des Caseins wurden wie die Proben
per HPLC und SDS-Page (s. 3.3.3.3 bis 3.3.3.12) gemessen und ausgewertet.

In den HPLC-Chromatogrammen der Abbauprodukte des bovinen Caseins konnten drei
Peaks nach 19, 22 und 23min detektiert werden, die in den Leerproben ohne Enzymzusatz
nicht zu finden waren. Um zu Uberprifen, welcher als CMP-Standard fur die Auswertung der
Chromatogramme der Proben am besten geeignet erschien, wurde eine
Molmassenbestimmung mit MALDI-MS durchgefiihrt. Diese Messung ergab, dass in allen
drei Peaks Molmassen um die 7kDa zu finden waren, die der Molmasse des CMPs
entsprachen. Am meisten war CMP im 19min-Peak vorhanden, so dass dieser als CMP-
Standard ausgewahlt wurde. Nach einer 18-stiindigen Einwirkungsdauer von Chymosin
wurden mehr Peptide aus der Caseinldsung freigesetzt. Die Auswertung der
Elektropherogramme der Caseinabbauprodukte ergab scheinbare Molmassen um die
20kDa. Diese Ergebnisse entsprechen den Angaben in der Literatur (Coolbear et al., 1996a),

so dass wir sicher waren, dass wir die Abbauprodukte als CMP ansprechen konnten.

3.3.3.2 Probenvorbereitung

Fur die Durchfihrung der Messung wurden die vorgesehenen Labmageningestaproben
aufgetaut und 400ul Probe in einem 1,5ml Eppendorfgefald mit 400ul 10%iger TCA versetzt.
Anschlieend wurden die Proben auf 100C fur 10min erhitzt und fir 10min bei 10000U/min
zentrifugiert (Laborzentrifuge SIGMA 30K 20). Der Uberstand wurde abgenommen und
nochmals fir 10min bei 10000U/min zentrifugiert. Die selbst hergesteliten CMP-
Standardproben, die Leerproben aus der Standardherstellung, Aqua dest., der MAT und die

MAT-ORT-Gemische wurden in gleicher Art und Weise fur die Messung prapariert. Die

! Fur die freundliche Anleitung und Hilfestellung bei der Durchfiihrung der Messungen danke ich Herrn
Dr. habil. Harshad Rawel.
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EppendorfgefaRe wurden mit Parafilm bedeckt und in das Automatic Sampling System des

HPLC-Geréates einsortiert.

3.3.3.3 RP-HPLC-Analysetechnik
Die HPLC-Analyse wurde mit dem Gerat SHIMADZU LC 10AS-HPLC durchgefihrt.

3.3.3.4 Prinzip der Methode

Die Retention der Peptide an der RP-HPLC-S&ule (reversed phase high performance liquid
chromatography) beruht auf den Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Domanen
der Peptide und der Séaulenoberflache (meist chemisch gebundenes Octadecylsilan). Je
grol3er die Hydrophobie der Peptide ist, desto starker werden sie an die stationdre Phase der

Séaule gebunden.

3.3.3.5 Durchfuihrung der Messung
Fur die CMP-Messung per HPLC wurde die Technik von Tolkach und Kulozik (2005)

verwandt. Als Eluent wurden Loésung A (Wasser: Acetonitrii  1000:0vol/vol +
1%Trifluoressigsaure) und Losung B (Wasser:Acetonitrii  200:800vol/vol + 0,555%
Trifluoressigsaure) eingesetzt. Der Gradient begann mit 10% von L6sung B, stieg dann
innerhalb von 20min auf 49% an und wurde dann fir 5min bei 100% gehalten. AnschlieRend
kehrte der Gradient wieder zu den Anfangsbedingungen zuriick. Die Messung wurde bei
40T und einer FlieBgeschwindigkeit von 1ml/min mit einer 5uym RP-S&ule (150 x 4,6mm,
Material: PerfectSil 300 ODS C18, MZ Analysetechnik, Mainz) durchgefiihrt. Die Peaks

wurden bei 226nm detektiert.

3.3.3.6 Auswertung der Chromatogramme

Die Auswertung der Chromatogramme wurde durch Vergleich der Proben in Bezug zum
selbst hergestellten CMP-Standard durchgefiihrt. Es wurde Uberprift, ob der

charakteristische CMP-Peak nach 19min Elutionszeit vorhanden ist.

3.3.3.7 SDS-Page

Fur jeweils 2 Beispielproben pro Fltterung wurden Gelelektrophoresen durchgefiihrt. Als
Probenmaterial fir die SDS-Page wurden die mit TCA versetzten Proben der HPLC

verwandt.

3.3.3.8 Prinzip der Methode

Mit der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) werden die
Polypeptide ausschlie3lich auf der Basis ihrer Molektlgré3e aufgetrennt. Durch die Beladung
mit dem anionischen Detergenz SDS werden die unterschiedlichen Eigenladungen von

Polypeptiden so effektiv Uberdeckt, dass Anionen mit konstanter Nettoladung pro
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Molekileinheit entstehen. Bei der Elektrophorese in einem Polyacrylamidgel sind die
relativen Mobilitaten dieser SDS-Protein-Komplexe proportional zum Logarithmus der
Molekilmassen. Mit Hilfe von parallel aufgetrennten Eichproteinen lassen sich Uber eine

Eichkurve die Molmassen einzelner Fraktionen ermitteln.

3.3.3.9 Herstellen der Lésungen

A: 30g Acrylamid (2x kristallisiert) und 0,8g N,N"-Methylenbisacrylamid mit Reinstwasser
auf 100ml auffillen.

B: 18,159 Tris(hydroxymethyl)aminomethan in 50ml Reinstwasser l6sen, mit 6N oder

20% HCI auf pH=8,8 einstellen und auf 100ml auffillen (Trenngelpuffer).

10g Natriumdodecylsulfat (SDS) mit Reinstwasser auf 100ml auffullen.

10% (v/v) N,N,N,N",N"-Tetramethylendiamin in Reinstwasser

10% Ammoniumperoxodisulfat in Reinstwasser

6,06g Tris und 0,4g SDS in ca 50ml Reinstwasser I6sen, mit 6 N HCI auf pH=6,8

mmo o0

einstellen und mit Reinstwasser auf 100ml auffiillen (Sammelgelpuffer).

3.3.3.10 GielRen der Gele

3ml Trenngellésung und 0,75ml Spacergelldsung wurden in die GieRkassette eingefullt und
mit Isopropanol Uberschichtet. Nach 1h wurde der Alkohol mit Filterpapier entfernt.
Unmittelbar anschlieRend wurden die Kdmme zur Ausbildung der Probenslots eingesetzt und
die Sammelgellésung eingeflllt. Das Gel wurde bei Raumtemperatur bis zur vollstandigen

Polymerisation stehen gelassen.

Tab. 24 Zusammensetzung der Gele

Trenngel Spacergel Sammelgel

Losung A: 4,125ml
Losung B: 1,875ml
Aqua dest.: 2,875ml

Ldsung A: 0,500ml
L6sung B: 0,375ml
Aqua dest.: 0,600mlI

Losung F: 0,625ml
Aqua dest.: 1,450ml
Losung A: 0,425ml

Lésung C: 40ul Lésung C: 8pl . _
Loésung D: 40yl Losung D: 8yl "If’o.ss“u”r? DE'_Zg *f'
Losung E: 40l Losung E: 8yl gE-cM

Nach ca. 1h wurden die Probenkdmme aus der Giel3kassette entfernt. Die Giel3kassette
wurde an dem Elektrodenstand angesetzt und Kathodenpuffer (Zusammensetzung: 3,03g
Tris, 4,48g Tricine und 1,0g SDS mit Aqua dest. auf 1l aufgefillt) in die Kathodenkammer

eingefullt.

3.3.3.11 Durchfuihrung der Elektrophorese

Die Proben wurden 1:1 mit Probenpuffer (s. Tab. 25) gemischt und 10yl je Slot aufgetragen.
Fur die Elektrophoresen kamen das Standardpeptid von SIGMA und die Abbauprodukte des

Caseins nach Zugabe von Chymosin zum Einsatz. Zur Bestimmung der Molmassen wurden
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eine Peptid- (MERCK) bzw. eine Proteinstandardmischung (PHARMACIA) benutzt (s. Tab.
26).

Tab. 25 Zusammensetzung des Probenpuffers

Substanz Menge (g)
SDS 4,0
Glycerol 12,0
Tris 0,61
Mercaptoethanol 5,0
Coomassie Briiliant blue R250 0,01

Die Bestandteile des Probenpuffers wurden in 50ml Aqua dest. gelost, mit 0,1 molarer HCI

auf pH=6,8 eingestellt und mit Aqua dest. auf 100ml aufgefuillt.

Tab. 26 Zusammensetzung der Standardmischungen

Peptidstandardmischung (MERCK) Proteinstandardmisch ung (PHARMACIA)
Peptid GroRRe (Dalton) Protein GroRRe (Dalton)
Myoglobin 16949 Lysozym 14400
Myoglobin I+l 14404 Trypsin Inhibitor 20100
Myoglobin I+l 10701 Carboanhydrase 31000
Myoglobin | 8159 Ovalbumin 43000
Myoglobin Il 6214 Rinderserumalbumin 67000
Myoglobin 111 2512 Muskelphosphorylase 94000

Die Anodenkammer wurde mit Anodenpuffer (Zusammensetzung: 3,03g Tris in 0,51 Aqua
dest. mit 1 molarer HCI auf pH=8,9 eingestellt, mit Aqua dest. auf 1| ergéanzt) geflillt.

Die Giel3kassette wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt und die Elektrophorese bei
20mA und 48 bis 120V durchgefiihrt. Nach der Elektrophorese wurden die Gele 20min fixiert
(Zusammensetzung Fixierlosung: 5g Glutardialdehyd, 11 30%iges Methanol) und
anschliel3end dreimal mit Aqua dest. gewaschen.

Nach der Fixierung erfolgte die Farbung der Gele fir 60min (Zusammensetzung
Farbeldsung: eine Phast Gel Tablette (Coomassie brilliant blue) in 10%iger Essigsaure).
Nach AbgieRen der Farbelésung wurden die Gele in 10%iger Essigsaure unter standigem
Schtteln entfarbt. Die Entfarbelésung wurde mehrmals gewechselt bis sie farblos blieb. Die

Auswertung erfolgte unter Verwendung von BIO-RAD Scanner System.

3.3.3.12 Ermittlung des CMP-Gehaltes aus den Elektr ophoresegelen
Mit der Quantity One 4.5.2 1D-Analysis Software (BIO-RAD) wurde der Gehalt von CMP in

den Beispielproben, die fir die Elektrophorese eingesetzt wurden, bestimmt. Die Ermittlung

des Peptidgehaltes erfolgt Uber die Messung der Farbdichte der gescannten
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Elektropherogramme. Mit Hilfe der bekannten Konzentration des CMP-Standards (SIGMA,
1mg/ml) wurden die Gehalte in den Proben berechnet. Die erhaltenen Werte wurden fur jede

Futterung gemittelt.

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte unter Anleitung von Frau
Dr. Rose Schmitz des Institutes fir Biometrie und Informationsverarbeitung der Freien
Universitat Berlin. Fir die Bearbeitung der erhobenen Parameter wurden die Programme
Windows Excel (Version 2003), SPSS (Version 12.0 fur Windows) und SigmaPlot (Version
8.0 fur Windows) verwendet.

Fur die Auswertung von Teil 1 der Untersuchungen wurden in SPSS Liniendiagramme mit
den Zeitpunkten der Probennahme auf der Ordinate gezeichnet, um visuell einen Eindruck
Uber die Altersabhangigkeit der untersuchten Parameter zu erhalten.

Fur die Ermittlung der Normwerte wurde der Kolmogorow-Smirnow-Anpassungstest
durchgefuhrt, um zu dberprifen, ob es sich bei der getesteten Variable, um eine
Normalverteilung handelte. Alle Parameter mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a>0,05
wurden als normal verteilt angesehen. Zur Darstellung der Normwerte wurden Minimum und
Maximum, arithmetischer Mittelwert und Standardabweichung (X+s), der Referenzbereich (x+
1,96xs), Median sowie 1. und 3. Quartil berechnet. Die erhaltenen Werte wurden in
Tabellenform dargestellt. Zur Bestétigung des visuellen Eindruckes in den Liniendiagrammen
wurde die Altersabhéangigkeit mit dem Wilcoxon-Test statistisch untersucht. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit unterschiedlichen Buchstaben (*°) gekennzeichnet.

Als Darstellungsform fir das Albumin-Globulin-Verhéltnis und der Phosphatkonzentration im
Serum zu den unterschiedlichen Zeitpunkten der Probenentnahme wurden Box-Whisker-
Plots ausgewahlt. Die Box wird vom ersten und dritten Quartil begrenzt und umfasst 50 % der
Messwerte. Der Medianwert wird als breiter schwarzer Balken innerhalb der Box dargestellt.
Die schmalen Linien, die ober- und unterhalb der Box abgehen, reichen bis zu den grol3ten
und kleinsten Werten des Parameters. Ausreil3er (o) befinden sich 1,5 bis 3 Boxenlangen
vom oberen bzw. unteren Boxenrand. Falls Werte mehr als 3 Boxenldngen von den
entsprechenden Boxen entfernt sind, bezeichnet man sie als Extremwerte ().

Nach der Formel zur Berechnung des pH-Wertes im Blut wurde der pH-Wert und die
Differenzen zwischen gemessenem und berechnetem pH ermittelt. Aus diesen Differenzen
wurden die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet. Die Darstellung
erfolgte in Tabellenform.

Fur Teil 2 der Untersuchungen wurden der ermittelte pH-Wert (x+s), die Osmolalitat und der
Ca®*-Gehalt jeder Trénke in einer Tabelle dargestellt. Die grafische Darstellung des

Einflusses der verschiedenen Fitterungsregime auf die pH-Werte in den Labmageningesta
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erfolgte durch Liniendiagramme. Jede Linie stellte die arithmetischen Mittelwerte des pH zu
den jeweiligen Zeitpunkten vor und nach der Fitterung dar. Zu jedem gemittelten pH-Wert
wurden die positiven und negativen Standardabweichungen eingezeichnet. Von diesen pH-
Zeit-Kurven wurden die Flachen unter der Kurve (AUC=area under curve) mit dem
Statistikprogramm Sigmaplot ermittelt. Dabei wird die AUC in einzelne Trapeze unterteilt,
deren Flachen nach der trapezoidalen Rechenregel ermittelt und dann addiert werden. Als
Ergebnis erhadlt man einen dimensionslosen Zahlenwert. Die so berechneten Flachen
wurden fur die jeweilige Trénke als arithmetischer Mittelwert und Standardabweichung (X+s)
in einer Tabelle angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den AUC der
MAT-Futterung und den verschiedenen ORT-Fitterungen wurden mit dem Mann-Whitney-
Test berechnet und mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Die Darstellung der Osmolalitdt im Labmagensaft erfolgte in Tabellenform. Dort wurden die
arithmetischen Mittelwerte und die dazu gehérigen Standardabweichungen (xxs) aufgefihrt.
Als Darstellungsform fur die Ergebnisse der [SIDs]-Berechnung in den Labmageningesta
wurden Box-und-Whisker-Plots genutzt.

Fur die [SIDs] in der Tranke und die AUC der pH-Zeit-Kurve sowie fur die [SIDs] und den pH-
Wert in den Labmageningesta wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson ermittelt. Die
Beziehung zwischen der [SID;] und dem pH-Wert im Labmagensaft wurde als
Punktdiagramm mit Trendlinie und dazugehérigem Bestimmtheitsmal grafisch dargestellit.
Die im Blut erhobenen Parameter vor und nach der Fitterung wurden als Mittelwerte und
ihre Standardabweichung (Xts) tabellarisch aufgefiihrt. Als statistischer Test fur die
Auswertung kam der Vorzeichentest nach Dixon und Mood (Sachs, 1992) zur Anwendung.
Mit diesem Testverfahren werden bei gepaarten Stichproben Veranderungen oder
Tendenzen Uberprift. Signifikante Unterschiede zwischen den Parametern vor und nach der
Futterung wurden mit einem Sternchen (*) aufgefiihrt.

Die Darstellung der Prozessviskositat (dynamische Viskositat) als Zeichen fir die
enzymatische Gerinnung der Proben erfolgte in Liniendiagrammen. Die Strukturviskositéat
(statische Viskositat), die bei der Sauregerinnung ermittelt wurde, wurde als arithmetischer
Mittelwert eines zehnminitigen Messintervalls mit gehdriger Standardabweichung (Ceq
\O(x;7)£s) in Tabellenform angegeben.

Der CMP-Gehalt in den Labmageningestaproben ist analog zu der Flache unter Kurve (AUC)
der CMP-Peaks aus den HPLC-Chromatogrammen. Diese AUC wurde mit dem Programm
des HPLC-Gerates SHIMADZU LC 10 AS-HPLC berechnet. Die Ergebnisse wurden in
Tabellenform dargestellt. Als statistischer Test wurde der Mann-Whitney-U-Test ausgewahlt.
Die Gehalte des CMP, die aus den Elektrophoresegelen bestimmt wurden, wurden in einer

Tabelle aufgefihrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Referenzwerte der Stewart-Variablen

4.1.1 Liniendiagramme der Stewart-Variablen

55,0 =

50,0 =

Serum-[SID3] (mmol/l)

450 =

T T T T T
1 3. 7. 14. 28,

Zeitpunkt der Probenentnahme (Lebenstag)

Abb. 9  Liniendiagramm der [SID;]-Werte (vends) in Abhéngigkeit vom Lebensalter der
Probanden

52,07

480+

44,0

Serum-[SID4] (mmol/l)

40,0 =

\/
T T T T

I
1 3. 7. 14. 28.

Zeitpunkt der Probenentnahme (Lebenstag)

Abb. 10 Liniendiagramm der [SID4]-Werte (vens) in Abhangigkeit vom Lebensalter der
Probanden
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Der Verlauf der Liniendiagramme der Werte flr [SIDs] und [SID,4] erschien ahnlich, jedoch
bewegten sich die Werte fir [SID,] auf einem niedrigeren Niveau. Anhand beider Diagramme
war zu erkennen, dass Betrag und Streuung der Werte mit zunehmendem Lebensalter der
Kélber abnahmen. Vor allem nach dem 7. Lebenstag schienen die Werte deutlich
abzunehmen. Dies galt allerdings nicht fir das einzelne Kalb. Es gab Kalber, die am 1.

Lebenstag einen niedrigeren Wert fiir [SID;] oder [SID,4] aufwiesen als am 28. Lebenstag.

250

20,0 =

Serum-[Atot-Alb] (mmol/l)

150+

I I I I I
1 3. 7. 14 28

Zeitpunkt der Probenentnahme (Lebenstag)

Abb. 11 Liniendiagramm der [Awcan]-Werte (vends) in Abhéngigkeit vom Lebensalter der
Probanden

Beim Verlauf der Werte fur [Awtan] iIMm Liniendiagramm war zu erkennen, dass die Werte mit
zunehmendem Lebensalter der Probanden anstiegen. Das galt nicht nur fir die Gesamtheit
der Werte, sondern auch nahezu fir jedes einzelne Kalb.
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280 = N

24,0

20,07

Serum-[Atot-Pro] (mmoll/l)

16,0 =

I
1. 3. 7. 14. 28.

Zeitpunkt der Probenentnahme (Lebenstag)

Abb. 12 Liniendiagramm der [Awcrro]-Werte (ventds) in Abhangigkeit vom Lebensalter der
Probanden

Am Verlauf des Liniendiagramms der Werte fir [Apro] War zu sehen, dass die Werte jedes

einzelnen Tieres mit zunehmendem Lebensalter etwa gleich blieben. Die Streuung der

einzelnen Werte erschien hoch und nahm im Verlauf der Probenentnahmen etwas ab.

80™=

70=

(kPa)

6,0 =

PaCO,

50™=

4,0 =

I I I I I
1. 3. 7. 14. 28.

Zeitpunkt der Probenentnahme (Lebenstag)

Abb. 13 Liniendiagramm der Werte fur PaCO, in Abh&ngigkeit vom Lebensalter der
Probanden
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9,0

8,0 =

(kPa)

7,0=

PvCO >

6.0 = N\

Zeitpunkt der Probenentnahme (Lebenstag)
Abb. 14 Liniendiagramm der Werte fur PvCO, in Abhangigkeit vom Lebensalter der
Probanden
Anhand der Verlaufe der Liniendiagramme des PaCO, und PvCO, war kein altersabhangiger
Unterschied zwischen den Werten sichtbar. Die Werte fir PvCO, waren fast alle Uber
6,0kPa. Fur PaCO, galt, dass viele Werte unter 6,0kPa lagen. Die Streuung der Werte
erschien in beiden Diagrammen relativ grof3.

150 =

100 =

50+

Harn-[SID3] (mmol/l)

Zeitpunkt der Probenentnahme (Lebenstag)

Abb. 15 Liniendiagramm der [SIDz]-Werte im Harn in Abhangigkeit vom Lebensalter der
Probanden

Das Liniendiagramm der Werte fur Harn-[SID;] liel3 erkennen, dass sich ein Grof3teil der

Werte etwa zwischen 0 und 75mmol/l befand. Wenige Werte waren aul3erhalb dieses
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Bereichs, lagen unter 0 bzw. Uber 100mmol/l. Vor allem am ersten und 28. Lebenstag war

die Streuung der Werte grof3.

4.1.2 Statistische Mal3zahlen von Messdaten des SBS

Blut und Harn bei n = 17 klinisch gesunden Kalbern

Lebenstag

Tab. 27 Mal3zahlen fir Serum-[SIDz] (mmol/l)

im venodsen und arteriellen

am 1., 3., 7., 14. und 28.

Parameter Lebenstag
1. 3. 7. 14. 28.

N 15 17 17 17 14
a-Werte? 0,999 0,743 0,987 0,886 0,552
Min-Max 47,1546 | 459553 | 44,6540 | 422503 | 43,0508

s 50,7+2,34 | 51,142,58 | 4924265 | 47,242,090 | 47,142,12
Re{;ffggirse)igh 46,1-553 | 46,0562 | 44,0544 | 43,1513 | 42,9-513
Median 50,97 52,0% 49,5° 47,8° 46,3"
(1-3.Quartil) | (48,7-52,0) | (49,8-52,9) | (46,8-51,3) | (46,2-48,4) | (45,9-48,3)

[SIDs]=[Na"T+[K"]-[CI]

Werte einer Zeile mit ungleichen Buchstaben unterscheiden sich fur p<0,01 signifikant.

Tab. 28 Malzahlen fir Serum-[SID,] (mmol/l)

Parameter Lebenstag
1. 3 7. 14. 28.

N 15 17 17 17 14
a-Werte® 0,690 0,945 0,952 0,425 0,825
Min - Max 442546 | 440536 | 42,9518 | 39,2-483 | 41,0-484

%+s 48,0+2,51 | 48,9+277 | 46,6+2,42 | 450+2,61 | 455+1,84
Reg;ffggiggzh 43,1-52,9 | 435543 | 41,951,3 | 39,9-50,1 | 41,9-49,1
Median 47,82 48,42 46,5% 45,5° 45,0
(1.-3. Quartil) | (46,0-48,7) | (47,2-50,8) | (44,4-48,5) | (42,9-47) | (44,1-47,0)

[SID4]=[Na']+[K]-[CI-[Lak]
Werte einer Zeile mit ungleichen Buchstaben unterscheiden sich fur p<0,01 signifikant.
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Tab. 29 Malzahlen flr Serum-[Awan] (MmMol/l)

Parameter Lebenstag
1 3. 7. 14, 28.

N 15 17 17 17 14
a-Werte® 0,982 0,986 0,694 0,908 0,626
Min - Max 12,7-17,0 | 13,6-184 | 153-20,1 | 17,3229 | 20,3-26,2

%ts 15,0¢1,43 | 16,1#1,25 | 17,7146 | 19,8+1,59 | 22,5+1,87
Re{;ffggigg’h 12,2-17,8 | 13,7-186 | 14,8206 | 16,7-229 | 188-26,2
Median 14,72 16,2" 17,2° 19,9¢ 22,2°
(1.-3. Quartil) | (13,9-16,2) | (14,9-17,0) | (16,8-19,3) | (18,5-20,8) | (20,9-24,1)

[Awean]=7,6x[Alb] (g/dl)

Werte einer Zeile mit ungleichen Buchstaben unterscheiden sich fur p<0,01 signifikant.

Tab. 30 MalRzahlen fir Serum-[Aswtpero] (MmMol/l)

Parameter Lebenstag
1. 3. 7. 14. 28.

N 15 17 17 17 14
a-Werte® 0,420 0,605 0,972 0,817 0,975
Min - Max 154-290 | 16,3-26,7 | 156-26,7 | 16,3-25,6 | 17,9— 23,7

%+s 20,1+4,24 | 2154362 | 21,1#3,29 | 2074312 | 20,8+1,99
Reg;ffggiggh 11,8-28,4 | 14,4-286 | 147-275 | 146-268 | 16,9—247
Median 17,9% 22,6 20,4* 21,2 21,1
(1.-3. Quartil) | (15,9 — 24,1) | (17,4 — 24,9) | (18,5—23,7) | (17,7 = 23,3) | (18,7 - 22,2)

[Acorrro]=3,6X[GE] (g/dI)

*Signifikante Unterschiede zu Serum-[Aq.a] @m selben Lebenstag (Wilcoxon-Test, p<0,01)
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Tab. 31 Malzahlen fir PaCO, (kPa)

Parameter Lebenstag
1. 3. 7. 14, 28.
N 14 17 17 17 14
a-Werte? 0,938 0,872 0,799 0,999 0,906
Min - Max 4,3-8,3 5,1-7,3 3,9-6,5 4,2-6,6 4,7-7.4
Rts 6,2+1,05 5,920,5 5,740,63 5,620,69 5,940,69
Reg;ffggiggh 4,1-8,3 4,9-6,9 4,5-6,9 4,2-7,0 4,5-7,3
Median 6,1 5,9 57 5,6 59
(1.-3. Quartil) (5,5-6,9) (5,6-6,2) (5,5-6,1) (5,2-6,2) (5,5-6,2)
Tab. 32 Malzahlen fir PvCO, (kPa)
Parameter Lebenstag
1. 3. 7. 14, 28.

N 15 17 17 17 15
a-Werte 0,810 0,946 0,982 0,975 1,000
Min - Max 6,1-9,0 6,0-8,4 5,9-8,9 6,0-8,2 5,9-8,7

Rts 7,240,82 7,320,72 7,320,68 6,940,68 7,320,82

Reg;ffggiggh 5,6-8,8 5,9-8,7 6,0-8,6 5,6-8,2 5,7 -8,9
Median 7.1 7.1 7,2 6,8 7.3
(1.-3. Quartil) (6,8-7,6) (6,8-7,9) (7,0-7,8) (6,3-7,6) (6,8-8,0)
Tab. 33 Malzahlen fir Harn-[SIDs] (mmol/l)
Parameter Lebenstag
1. 3. 7. 14, 28.

N 13 16 15 17 14
a-Werte 0,351 0,567 1,000 0,976 0,231
Min - Max 9,0-172,0 | -4,9-72,0 | -12,0-52,0 1,0-43,0 | 13,0-122,0

Rts 50,5¢54,2 | 2424233 | 22,7175 | 20,1121 | 37,3%335
Referenzbereich | oo 7 1567 | 215699 | -11,6-57,0 | -3.6-438 | -28,4-103,0
(X£1,96x5s)
Median 19,0 17,0 22,0 20,0 23,0
(1.-3. Quartil) | (15,0-70,5) | (6,3-42) | (10,0-35,0) | (9,5-28,5) | (17,0-43,0)
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Tab. 34 Malzahlen fir Serum-[SIGap.an] (MmMol/l)

Lebenstag
Parameter
1. 3. 7. 14. 28.

N 14 17 17 17 14
a-Werte? 0,875 0,948 0,970 0,933 0,502
Min - Max -0,88--0,55 | -0,92--0,63 | -1,15--0,63 | -1,23--0,71 | -1,51--0,99

X+s -0,69+0,09 -0,77+0,07 -0,89+0,13 -0,99+0,15 -1,23+0,18
Referenzbereich
()‘(il,96xs)° -0,87--0,51 | -0,91--0,63 | -1,14--0,64 | -1,28--0,70 | -1,58 - -0,88
. -0,682 -0,76° -0,91° -1,03 -1,18¢°
Median
(1.-3. Quarti) (-0,73- (-0,80- (-0,96- (-1,07- (-1,43-
T -0,62) -0,72) -0,83) -0,88) -1,10)
[SIG pp-art] = Ator-lo pKa=7,01

((1+ 10pka—pHarterieII) _ AG)

Werte einer Zeile mit ungleichen Buchstaben unterscheiden sich fur p<0,01 signifikant.

Tab. 35 MalRzahlen flr Serum-[SIGap.ven] (MmMol/l)

Parameter Lebenstag
1. 3. 7. 14. 28.

N 15 17 17 17 14
a-Werte?® 0,911 0,930 0,972 0,808 0,502
Min - Max -0,88--0,28 | -0,92--0,63 | -1,15--0,63 | -1,23--0,71 | -1,51- -0,99

+s -0,66+0,14 | -0,77+0,07 | -0,89+0,13 | -0,99+0,15 | -1,23+0,18
. (o]
Ref‘(e;‘inlzgg;es';’h -0,93--0,38 | -0,91--0,63 | -1,14--0,64 | -1,28--0,70 | -1,58--0,88
Median -0,68% -0,76"° -0,91° -1,04 -1,18¢
(1.-3. Quartil (-0,73- (-0,80- (-0,96- (-1,07- (-1,43-
n -0,62) -0,72) -0,83) -0,88) -1,10)
[SIG pp-ven] = Ator-a

((1+ 1Opka—pHvends ) _ AG)

Werte einer Zeile mit ungleichen Buchstaben unterscheiden sich fir p<0,01 signifikant.
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Tab. 36 Malzahlen fir Serum-[SIGp,.a¢] (Mmmol/l)

Lebenstag
Parameter
1. 3. 7. 14. 28.

N 14 17 17 17 14
a-Werte? 0,756 0,741 0,877 0,809 0,614
Min - Max -1,30--0,65 | -1,23--0,77 | -1,40--0,67 | -1,36--0,73 | -1,44- -0,92

X+s -0,92+0,2 -1,0240,14 | -1,05+0,19 | -1,04+0,19 | -1,14+0,17
Reg;ielnggigl?h -1,31--053 | -1,29--0,75 | -1,42--068 | -1,41--0,67 | -1.47--0,81

, -0,90* -1,00* -1,00* -1,03 -1,08*

Median
. (-1,07- (-1,14- (-1,22- (-1,25- (-1,29-
(1.-3. Quartil)
-0,72) -0,93) -0,92) -0,86) -1,00)
[SIGpro-art = Buot-pro

*Signifikante Unterschiede zu Serum-[SIGapa am selben

((l+lopka—pHarteriell) _ AG)

Lebenstag (Wilcoxon-Test,

p<0,01).
Tab. 37 Malzahlen fir Serum-[SIGps.ven] (Mmol/l)
Lebenstag
Parameter
1. 3. 7. 14. 28.

N 15 17 17 17 14
a-Werte® 0,942 0,727 0,877 0,810 0,587
Min - Max -1,30--0,37 | -1,23--0,77 | -1,40--0,67 | -1,36--0,74 | -1,44--0,92

Xts -0,88+0,24 -1,02+0,14 -1,05+0,19 -1,04+0,19 -1,14+0,17
Referenzbereich
()‘(il,96xs)° -1,35- -0,41 | -1,29--0,75 | -1,42--0,68 | -1,41--0,67 | -1,47--0,81
: -0,89* -1,00* -1,00* -1,03 -1,08*
Median
(1.-3. Quartil (-1,06- (-1,14- (-1,22- (-1,25- (-1,29-
T -0,72) -0,93) -0,92) -0,86) -1,00)
[SIG'Pr o—ven] = Atot-pro

((l+lopka—pHvenbs) _ AG)
*Signifikante Unterschiede zu Serum-[SIGap.ven] @m selben
p<0,01).

AKoImogorow-Smirnow—Anpassungstest (Normalverteilung bei a>0,05); oangeben sind obere und untere Grenze

Lebenstag (Wilcoxon-Test,

Der lieferte  fur die der Messdaten

Irrtumswahrscheinlichkeiten von a>0,05 (Tab. 27-37, 2. Zeile). Fur die arithmetischen

Kolmogorow-Smirnow-Test Verteilung
Mittelwerte und die Mediane der Stewart-Variablen konnten gleiche bzw. nahe beieinander
liegende Werte ermittelt werden. Eine Ausnahme bildeten die ermittelten Maf3zahlen fir
Harn-[SIDs]. Hier unterschieden sich arithmetischer Mittelwert und Median vor allem am 1.

und 28. Lebenstag deutlich voneinander, da hier einige Ausreil3er in den Einzelwerten
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auftraten (s. Abb. 15). Die statistische Auswertung bezlglich der Unterschiede zwischen
den Werten in Abhangigkeit vom Lebensalter der Probanden zeigte, dass sich der Eindruck,
den man durch den Verlauf der Liniendiagramme erhalt, bestatigen lasst. Fir die Stewart-
Variablen Serum-[SID;] und Serum-[SID,] ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Zeitpunkten der Probenentnahme. Fir den statistischen Test
wurden 2 Altersgruppen (£7d und =14d) gebildet, die sich an der Einteilung von Naylor
(1987) und am aus den Liniendiagrammen fur die Parameter gewonnenen Eindruck
orientierten. Die Werte fur Serum-[SID3] und Serum-[SID,] der Alterklasse <7d unterschieden
sich signifikant von denen der Alterklasse =14d. Serum-[Awtan] nNahm signifikant mit
steigendem Lebensalter zu. Entgegengesetzt dazu verhielten sich die daraus berechneten
Parameter Serum-[SIGapai] UNd Serum-[SIGapven]. Sie nahmen im Verlauf der
Probenentnahmen niedrigere Werte an. Dies war auch statistisch signifikant, auf3er fur den
Zeitpunkt 14. Lebenstag. Fur die Serum-[SIGap] bzw. Serum-[SIGp]-Werte ergaben sich
keine signifikanten Differenzen, wenn sie aus dem pH-Wert des arteriellen oder dem des
vendsen Blutes berechnet wurden. Serum-[Awirro] zeigte keine statistisch signifikante
Veranderung mit zunehmendem Lebensalter der Probanden. Am 1., 3. und 7. Lebenstag
differierte Serum-[Awt.rro] Signifikant von Serum-[Awian], am 14. und 28. Lebenstag ergab sich
kein signifikanter Unterschied. Die Werte fir Serum-[SIGap] und Serum-[SIGp;]

unterschieden sich au3er am 14. Lebenstag signifikant voneinander.
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4.1.3 Albumin-Globulin-Verhaltnis im Serum
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Abb. 16 Boxplots fir das Albumin-Globulin-Verhéaltnis im Serum in Abhangigkeit vom
Lebensalter der Probanden

Das Albumin-Globulin-Verhéltnis stieg mit zunehmendem Alter der Probanden an. Am 1.
und 3. Lebenstag waren die Boxplots nahezu gleich. Vom 3. auf den 7. Lebenstag und vom
7. auf den 14. Lebenstag stieg der Median des Albumin-Globulin-Quotienten um 0,1 Einheit
an. Die Boxplots waren zu den ersten drei Zeitpunkten der Probenentnahme fast
symmetrisch. Am 14. Lebenstag wurde ein asymmetrisches Ergebnis erzielt. Am letzten Tag
der Probenentnahme lag das Albumin-Globulin-Verhaltnis im Median bei 1,1 und die Box war
wieder nahezu symmetrisch. Ein Ausrei3er befand sich unterhalb des unteren Auslaufers der
Box-Whisker-Plots.
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4.1.4 Phosphatkonzentration im Serum
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Abb. 17 Boxplots fur die Phosphatkonzentration im Serum in Abhangigkeit vom Lebensalter
der Probanden

Der Median der Serum-[Phosphat] stieg vom 1. bis zum 7. Lebenstag um 0,5mmol auf ca.

2,8mmol/l an und blieb dann bis zum 28. Lebenstag auf diesem Niveau. Zu allen Zeitpunkten

der Probenentnahme - auf3er am 1. Lebenstag - wurden Ausreil3erwerte, die sich sowonhl

unter- als auch oberhalb der Boxplots befanden, gemessen.
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4.1.5 Berechnung des pH-Wertes aus den Stewart-Vari  ablen

Tab. 38 Differenzen des Blut-pH aus gemessenen und errechneten Werten (X + s)

Berechnungsgrundlage ApH gemessen -PHberechnet (XS)
PHarterien - PH(SID4, PaCO,, Awtaib) -0,106+0,0499
PHyenss - PH(SID4, PVCO,, Aotab) -0,084+0,0383
PHarterien - PH(SID4, PaCOy,, Atpro) -0,08310,0454
PHyenos - PH(SID., PVCO,, Actpro) -0,063+0,0336
PHarterien - PH(SID3, PaCOy, Aot-an) -0,158+0,0976
PHyvenss - PH(SID3, PVCO3, Awtanb) -0,110+0,0413
PHarterien - PH(SID3, PaCOy, Awtpro) -0,110+0,0467
PHyenss - PH(SID3, PVCO,, Awt-pro) -0,089+0,0356

oH = log 2xSID

(K1 xS x pCOz) + (KaXAtot) - (Kg *xSID) + \/((Kl xS x pCOz) +(Kg xSID) + (K4 Atot)z - (4Ka2 x SID x Aot )
K1=7,43x10" meq/l; Ka=0,87x10’7meqll; S=(0,0307mmol/l)) mmHg; Einheiten: [SID] in mmol/l; [Aw] in mmol/l;
PCO; in mmHg

Die aus den drei Stewart-Variablen berechneten pH-Werte lagen im Mittel 0,063 bis 0,158
Einheiten hoher als die im arteriellen sowie vendsen Blut gemessenen pH-Werte. Die
niedrigste Abweichung von den gemessenen pH-Werten erzielte die Berechnung anhand der
Werte von [SID,], PvCO, und [Awpro]- Die hdchste Differenz zwischen berechneten und
gemessenen pH-Werten wurde auf der Grundlage der Werte fir [SIDs], PaCO, und [At.an)

erzielt.
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4.2 Ergebnisse der Fitterungsversuche

4.2.1 pH-Wert und Osmolalitat des MAT und der einge  setzten ORT

Tab. 39 Werte fur pH und Osmolalitat des MAT und der im Fltterungsversuch eingesetzten

ORT

Tranke (>-<IDJ_rH s) (Oni;nsﬁiilli/ts;)
MAT 6,30,04 287
ORT-1Auar 6,10,06 602
ORT-1Bino 6,0£0,03 208
ORT-1Cynr 6,0£0,03 920
ORT-2Auar 6,120,05 823
ORT-2B1no 6,30,03 501
ORT-3Auar 6,9+0,00 665
ORT-3Bo 7,8£0,07 365
ORT-4Auar 6,3£0,03 503
ORT-4Bino 6,240,02 299

Die arithmetischen Mittelwerte des pH der MAT-ORT-Gemische stimmten nur in einem Fall
(ORT-4Ayat) mit dem pH-Wert des MAT Uberein. Drei der in MAT zubereiteten ORT (ORT-
1ApaT, -1Cuat Und 2Auar) hatten im Mittel einen niedrigeren (=saureren) pH-Wert als der
MAT. Ein MAT-ORT-Gemisch (ORT-3Auar) Wwies einen hoheren (=alkalischeren)
arithmetischen Mittelwert fir pH auf als der MAT. Die Mittelwerte des pH der Wasser-ORT-
Gemische lagen zwischen 6,0 und 7,8. Die Osmolalitdt der MAT-ORT-Gemische war
erwartungsgemalr hoher als die des MAT. Fur die Osmolalitéat der Wasser-ORT-Gemische
wurden ebenfalls héhere Werte gemessen als flr den MAT. Die Osmolalitéaten der in Wasser

zubereiteten ORT waren allerdings niedriger als die der MAT-ORT-Gemische
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4.2.2 pH-Zeit-Kurven der Labmageningesta

Abb. 18
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pH der Labmageningesta

Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (x+s) der Labmageningesta vor sowie nach
Futterung (n=10) von MAT ([SIDz]=42mmol/l)

Nach Futterung von MAT stieg der pH in den Labmageningesta von 1,88+0,78 auf maximale

Werte von 5,19+0,67 zum Zeitpunkt 30min nach der Verabreichung der Tranke an.

AnschlieRend fiel der pH der Labmageningesta langsam ab, nach 240min konnten Werte

von 2,46x1,25 gemessen werden.

Abb. 19
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Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (x£s) der Labmageningesta vor sowie nach
Fatterung (n=8) von ORT-1Awar ([SID3]=115mmol/l)

Nach Futterung von ORT-1Auar konnten hodhere pH-Werte in den Labmageningesta

gemessen werden als nach Futterung von MAT. Die maximalen pH-Werte lagen bei

5,7310,19 zum Zeitpunkt 60min nach der Fitterung. Die pH-Werte blieben auch nach
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120min auf einem ahnlich hohen Niveau (5,58+0,22). 240min nach der Fitterung lagen die
pH-Werte bei 4,14+0,70.
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Abb. 20 Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (x+s) der Labmageningesta vor sowie nach

Futterung (n=5) von ORT-1By20 ([SID3s]=74mmol/l)

Nach Futterung von ORT-1Bu,o stiegen die pH-Werte in den Labmageningesta von

3,09+1,36 auf Werte von 5,25+0,14 an. Anschlieend wurden nach kirzerer Zeit wieder

niedrigere Mittelwerte des pH als bei der Futterung von MAT und ORT-1Ayar gemessen.

Nach 120min lagen die pH-Werte mit 2,01+1,49 unter dem Ausgangsniveau. Zum Zeitpunkt

60 und 120min nach Futterung von ORT-1B,,0 war die Streuung der Einzelwerte relativ

hoch.

Abb. 21

7
Vo

'.(EG /‘!ﬁ I
(%3]
% \l
£ ° / I
c
()
> 4
]
= /
c 3
-
@
.52
I
Q1

0

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Zeit nach der Futterung (min)

Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (x+s) der Labmageningesta vor sowie nach
Fatterung (n=5) von ORT-1Cyar ([SID3]=189mmol/l)
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Nach der Futterung von ORT-1Cyat wurden die maximalen pH-Werte (5,91+0,19) wie bei
ORT-1Amat Zum Zeitpunkt 60min nach der Futterung gemessen. 120min nach der Futterung
waren die pH-Werte mit 5,84+0,11 noch nahezu unverdndert. Nach 240min fielen die pH-
Werte nur mafig auf 5,02+0,38. Insgesamt war die Streuung der Einzelwerte nach Fltterung

von ORT-1Cyar relativ gering.
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Abb. 22 Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (x+s) der Labmageningesta vor sowie nach
Futterung (n=5) von ORT-2Auat ([SID3]=119mmol/l)

Nach Futterung von ORT-2Ayar kam es wie bei ORT-1Ayar und -1Cyar zum hdochsten

Anstieg des pH in den Labmageningesta 60min nach der Fitterung auf Werte von

5,8740,28. Auch hier war die Abnahme des pH (5,63+0,41) zum Zeitpunkt 120min nach der

Futterung geringer als bei MAT-Futterung. Nach 240min konnten pH-Werte der

Labmageningesta von 3,78+1,49 ermittelt werden.
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Abb. 23
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Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (X+s) der Labmageningesta vor sowie nach
Fatterung (n=5) von ORT-2By20 ([SID3]=77mmol/l)

Nach Fotterung von ORT-2By0 konnten die maximalen pH-Werte (5,86+0,45) in den

Labmageningesta zum Zeitpunkt 30min nach der Fitterung gemessen werden.

AnschlieRend fielen die Werte ab. 120min nach der Futterung war das Ausgangshiveau wie

bei den anderen Wasser-ORT-Gemischen noch nicht wieder erreicht. Allerdings war die

Streuung der Einzelwerte zu diesem Zeitpunkt relativ hoch. Nach 240min konnten Werte

unterhalb der Nuchternwerte des pH ermittelt werden.

Abb. 24
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Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (xts) der Labmageningesta vor sowie nach
Fatterung (n=5) von ORT-3Awuar ([SID3]=92mmol/l)

Nach Fuitterung von ORT-3Ayar Stiegen die pH-Werte in den Labmageningesta von
1,54+0,61 auf 6,36+0,38 zum Zeitpunkt 30min nach der Fitterung an. Nach 60min konnten
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ahnlich hohe Werte gemessen werden. Anschliel3end sanken sie langsam ab. Nach 240min

lagen die pH-Werte der Labmageningesta bei 4,20+1,15.
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Abb. 25 Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (x+s) der Labmageningesta vor sowie nach
Futterung (n=5) von ORT-3Bu20 ([SID3]=49mmol/l)

Nach Futterung von ORT-3By,o stiegen die pH-Werte in den Labmageningesta auf

Maximalwerte von 6,34+0,47 an. Nach 120min waren die Nichternwerte des pH der

Labmageningesta mit 2,22+0,84 annahernd wieder erreicht, nach 240min lagen sie unterhalb

des Ausgangshiveaus.
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Abb. 26 Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (x+s) der Labmageningesta vor sowie nach
Futterung (n=5) von ORT-4Ayat ([SID3]=73mmol/l)

Nach Futterung von ORT-4Auar Stiegen die in den Labmageningesta gemessenen pH-Werte

von 1,76+0,72 auf 5,85+0,33 an und nahmen dann langsam ab. Nach 240min konnten bei
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dieser Tranke im Gegensatz zu den Fltterungen der anderen MAT-ORT-Gemische die

Ausgangswerte des pH annéhernd wieder gemessen werden.
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Abb. 27  Zeitabhangiger Verlauf des pH-Wertes (xts) der Labmageningesta vor sowie
nach Fatterung (n=5) von ORT-4By,0 ([SIDs]=31mmol/l)

Nach Futterung von ORT-4B,,0 war der Anstieg der pH-Werte in den Labmageningesta mit
3,76+0,47 am geringsten ausgepragt. Hier wurden schon nach 60min wieder pH-Werte in

den Labmageningesta gemessen, die im Bereich des Ausgangsniveaus lagen.

4.2.3 Area under curve (AUC) der pH-Zeit-Kurven fir ~ die Labmageningesta

Tab. 40 Werte fur AUC (x+s) der pH-Zeit-Kurven fir die Labmageningesta bei
unterschiedlich zusammengesetzten Tranken

Tranke AUC

MAT 937+200
ORT-1AyaT 1204+66*
ORT-1By,0 6471256
ORT-1Cyar 1297+26*
ORT-2AyaT 1203+73*
ORT-2By20 904+181
ORT-3AyaT 1256+124*
ORT-3By20 695+105*
ORT-4AyaT 1022473
ORT-4By20 553+171*

*AUC der Tranken sind statistisch signifikant verschieden zur MAT-FUtterung (Mann-
Whitney-U-Test, p<0,05).
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Die Werte fur die AUC der pH-Zeit-Kurven nach Futterung von MAT-ORT-Gemischen an die
Kalber lagen uber dem arithmetischen Mittelwert der Ergebnisse nach alleiniger MAT-
Fatterung (s. Tab. 40). Alle AUC-Werte der pH-Zeit-Kurven nach Futterung von Wasser-
ORT-Gemischen waren niedriger als die AUC-Werte nach MAT-Futterung. Aul3er nach der
Futterung von ORT-4AuaT, -1By20 UNd -2By unterschieden sich diese Werte auch signifikant
von der AUC nach MAT-Fiitterung.

Die AUC-Werte wurden entsprechend der verschiedenen Futterungsregimes in 2 Gruppen
eingeteilt: AUC nach Futterung von (1) MAT und MAT-ORT-Gemischen und (2) Wasser-
ORT-Gemischen. Im Gruppenvergleich ergaben sich signifikante Unterschiede, d. h. die
abomasale pH-Wert-Auslenkung nach Fuitterung von MAT und MAT-ORT-Gemischen war
verschieden von der nach Futterung der ORT-Wasser-Gemische (Mann-Whitney-U-Test,
p<0,05).

Die AUC-Werte der pH-Auslenkung in den Labmageningesta nach Futterung von MAT-ORT-
Gemischen war statistisch signifikant verschieden von den AUC-Werten nach Fitterung
derselben ORT, die in Wasser zubereitet wurden, d. h. die AUC der pH-Zeit-Kurve von ORT-
1Auat unterschied sich signifikant von ORT-1By20, ORT-1Cyat VON -1By0, ORT-2ApaT VON -
2Bh20 Usw. (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05).

4.2.4 Beziehung zwischen AUC der pH-Zeit-Kurve fir  die Labmageningesta und der
[SID;] der eingesetzten Tranken

Tab. 41 Kaorrelation nach Pearson zwischen den Werten fiir [SID;] in den Tranken und den
AUC-Werten der pH-Zeit-Kurven in den Labmageningesta

we | BBl
Korrelation nach Pearson 1 0,674*
AUC Signifikanz (2-seitig) 0,000
n 58 58

*Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Die AUC-Werte der pH-Zeit-Kurve und die [SID;]-Werte der Tranken korrelierten signifikant

miteinander.
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4.2.5 Beziehung zwischen AUC der pH-Zeit-Kurve der

eingesetzten Tranken

Labmageningesta und pH der

Tab. 42 Korrelation nach Pearson zwischen den Werten fir pH in den Tranken und den
AUC-Werten der pH-Zeit-Kurven in den Labmageningesta

we | P

Korrelation nach Pearson 1 -0,207

AUC Signifikanz (2-seitig) 0,120
n 58 58

Zwischen den pH-Werten der Tranken und den Werten fir die AUC der pH-Zeit-Kurven in

den Labmageningesta bestand keine signifikante Korrelation.

4.2.6 Osmolalitat in den Labmageningesta

Tab. 43 Werte fur Osmolalitéat (xts) in den Labmageningesta vor sowie nach Fitterung von
MAT und unterschiedlich zusammengesetzten ORT

Osmolalitat (mosmol/kg) in den Labmageningesta
Tranke Futterung
Vor Nach Nach Nach Nach

30min 60min 120min 240min

MAT 341+82 37258 405+117 391453 33951
ORT-1AyatT 335458 570453 611+115 564+84 457442
ORT-1By,0 387+60 319468 352458 334+73 318+80
ORT-1Cpar 330+£70 749+170 724+69 701+78 564+89
ORT-2AyaT 305+26 619454 663+84 647+94 496+104
ORT-2By,0 420+100 451493 434462 392492 326159
ORT-3Ayat 330+46 519433 505+34 6091222 423196
ORT-3By20 335473 271426 286127 292+15 310436
ORT-4Ayat 301+17 489+36 465146 448134 324+39
ORT-4By20 29647 29725 295+34 302+29 267+36

Nach Futterung von MAT stieg die Osmolalitat in den Labmageningesta im Mittel von 341+82
auf maximale Werte von 405t117mosmol/kg an. Nach der Trankung der MAT-ORT-
Gemische lagen die durchschnittlichen Werte hdher (489-746mosmol/kg). Die Verdnderung
der Osmolalitat in der Labmageningesta war nach Fitterung der Wasser-ORT-Gemische
insgesamt geringer. Sie stieg leicht an (ORT-2Bu20), fiel gering ab (ORT-1Bpy0 und -3By20)
oder blieb annéhernd gleich (ORT-4By20).
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4.2.7 [SID3] in den Labmageningesta

Der Verlauf der Mediane der [SID;]-Werte zeigte das gleiche Muster nach jeder Fitterung.
Sie lagen vor der Fitterung im negativen Bereich und nahmen nach der Fltterung positive
Zahlenwerte an und sanken dann wieder ab. Die Absenkung war unterschiedlich stark

ausgepragt.
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Zeitpunkt der Probenentnahme (Fitterung)
Abb. 28 Boxplots der [SIDz]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Futterung
(n=10) von MAT ([SID3]=42mmaol/l)
Nach Futterung von MAT nahm [SID;] positive Werte zwischen 0 und 50mmol/l zu den
Zeitpunkten 30 und 60min nach der Fltterung an, die dann 240min nach der Fltterung

wieder negativ waren. Ein Ausreil3er der [SIDs]-Werte hatte noch einen positiven Zahlenwert.

87



Ergebnisse

150

IR
_|

o
o
]

o
]

% A

[SID;] der Labmageningesta (mmol/l)
7

-100 —

I I I I I
Vor Nach 30 min Nach 60 min ~ Nach 120 min  Nach 240 min

Zeitpunkt der Probenentnahme (Fitterung)
Abb. 29 Boxplots der [SIDs]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Fltterung (n=8)
von ORT-1Ayat ([SIDs]=115mmol/l)
Nach Fitterung von ORT-1Ayar War der Anstieg der [SID;z]-Werte grof3er als nach alleiniger
MAT-Futterung. Die Werte lagen zwischen 50 und 100mmol/l zu den Zeitpunkten 30 und
60min nach der Fitterung. 240min nach der Gabe von ORT-1Ayar Waren die [SIDs]-Werte
hoher als nach Fitterung des MAT.
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Zeitpunkt der Probenentnahme (Fltterung)
Abb. 30 Boxplots der [SID;]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Futterung (n=5)
von ORT-1Byy0 ([SID3s]=74mmol/l)
Nach Fitterung von ORT-1By,0 war der Anstieg der [SIDs] zum Zeitpunkt 30min nach der
Futterung wie bei MAT-Fitterung auf Werte etwa zwischen 0 und 50mmol/l. 60min nach der
Futterung waren diese Werte schon abgefallen und hatten bereits nach 120min wieder

negative Werte angenommen.
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Zeitpunkt der Probenentnahme (Futterung)
Abb. 31 Boxplots der [SIDz]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Futterung (n=5)
von ORT-1Cyat ([SID3]=189mmol/l)
Nach Futterung von ORT-1Cyar war der Anstieg der [SIDz]-Werte in den Labmageningesta
relativ stark ausgepragt. Der Median der Werte lag tber 100mmol/l. 120min nach der
Fatterung waren die Werte immer noch tber bzw. knapp unter 200mmol/ und nach 240min

wurden keine negativen Zahlenwerte erreicht.
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Zeitpunkt der Probenentnahme (Futterung)
Abb. 32 Boxplots der [SID;]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Futterung (n=5)
von ORT-2Ayat ([SID3]=119mmol/l)
Die [SIDs;]-Werte in den Labmageningesta stiegen nach Fitterung von ORT-2Ayar Wie bei
ORT-1Auat auf Werte zwischen 50 und 100mmol/l 30min nach der Fitterung an. Auch zu
den Zeitpunkten 60 und 120min wurden &hnliche Werte gemessen. Nach 240min war der

negative Bereich mit Ausnahme eines Ausreil3erwertes noch nicht wieder erreicht.
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Zeitpunkt der Probenentnahme (Futterung)
Abb. 33 Boxplots der [SIDz]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Futterung (n=5)
von ORT-2B20 ([SID3]=77mmol/l)
Nach Fitterung von ORT-2By,0 stiegen die Werte fir [SID;] in den Labmageningesta im
Median auf 50mmol/l an. Im Gegensatz zu den anderen Wasser-ORT-Gemischen waren
diese Werte zum Zeitpunkt 60min nach der Fitterung knapp unter 50mmol/l und hatten sich
noch nicht dem Nullwert angenéhert. Nach 120min konnten Werte unter Ommol/l gemessen

werden.
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Zeitpunkt der Probenentnahme (Futterung)
Abb. 34 Boxplots der [SID;]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Futterung (n=5)
von ORT-3Ayar ([SID3]=92mmol/l)
Die [SIDs]-Werte stiegen nach Gabe von ORT-3Ayar auf Werte um die 50mmol/l zu den
Zeitpunkten 30 und 60min nach der Futterung an. AnschlieRend fielen die Werte langsam
ab. Nach 240min konnten z. T. negative Zahlenwerte gemessen werden. Die Streuung der
[SIDs]-Werte war zu diesem Zeitpunkt hoher als zu den anderen Zeitpunkten der

Probenentnahme.
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Zeitpunkt der Probenentnahme (Futterung)
Abb. 35 Boxplots der [SID;]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Futterung (n=5)
von ORT-3B ([SIDz]=49mmol/l)
Nach Fiatterung von ORT-3Byyo stiegen die Werte fur [SID;] im Median nur auf etwa
25mmol/l an und fielen dann wieder ab. Ein Ausreil3er lag 60min nach der Fltterung schon
im negativen Zahlenbereich. Zum Zeitpunkt 120min nach der Fitterung war der Median
negativ, die Werte streuen allerdings stark. Der Maximalwert liegt tber 50mmol/l. Bei der

letzten Probenentnahme wurden ausschlie3lich negative Werte erzielt.
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Zeitpunkt der Probenentnahme (Futterung)
Abb. 36 Boxplots der [SID;]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Futterung (n=5)
von ORT-4Ayar ([SID3]=73mmol/l)
Die [SIDs]-Werte stiegen nach Futterung von ORT-4Auar Wie bei Fltterung von ORT-2By20
und ORT-3Auar auf etwa 50mmol/l an. Die Werte fielen dann kontinuierlich zu den néachsten
Probenentnahmen hin ab. 240min nach der Futterung konnten mit Ausnahme eines

Extremwertes wieder negative Zahlenwerte gemessen werden.
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Abb. 37 Boxplots der [SIDs]-Werte in den Labmageningesta vor sowie nach Fltterung (n=5)
von ORT-4Byy0 ([SID3]=31mmol/l)

Nach Fitterung von ORT-4By,o stieg der Median der [SID3]-Werte zum Zeitpunkt 30min
nach der Fltterung auf Werte knapp Uber Null an. Zu allen anderen Zeitpunkten der

Probenentnahme lag der Median im negativen Bereich.
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4.2.8 Beziehung zwischen [SID 3] und pH-Wert in den Labmageningesta
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Abb. 38 Beziehung zwischen den Werten fir [SID3] und pH in den Labmageningesta als

Punktdiagramm mit eingezeichneter linearer Trendlinie und BestimmtheitsmaR (R?)
Die Verteilung der Punkte in diesem Diagramm war nah um die eingezeichnete Trendlinie
herum. Anhand dieses Diagramms war zu erkennen, dass zwischen den Werten fur pH und
[SIDg] in den Labmageningesta folgende Beziehung bestand: Je niedrigere Werte fur [SIDg]
gemessen wurden, desto niedriger war der dazu bestimmte pH-Wert. War der Wert fur [SID3]
hoch, wies auch der korrespondierende pH einen hohen Wert auf.

Tab. 44 Kaorrelation nach Pearson zwischen den Werten fiir pH und [SIDs] in den
Labmageningesta

pH der [SIDs] der
Labmageningesta Labmageningesta
Korrelation nach 1 0.824*
Pearson
pH der I
Labmageningesta Signifikanz (2- 0,000
seitig)
n 287 286

*Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Die Werte fur pH und [SIDs] in den Labmageningesta korrelierten signifikant miteinander.
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4.2.9 Nuchternwerte des pH, der Osmolalitat und der

[SID3] in den Labmageningesta

Tab. 45 Werte (X +s) des pH, der Osmolalitéat (mosmol/kg) und der [SIDs] (mmol/l) in den

Labmageningesta vor der Morgen- und Nachmittagsfitterung

. Osmolalitat
Tageszeit pH (mosmol/kg) [SID3] (mmol/l)
8.00 Uhr 1,83+0,86 314450 -24,5+17,5
14.00 Uhr 2,41+1,1 360+74 -32,0£22,8

Die Nuchterwerte des pH und der Osmolalitat waren vor der Morgenfutterung (8.00 Uhr)

etwas niedriger als vor der Nachmittagsfutterung (14.00 Uhr). Die [SID;]-Werte waren vor der

Fatterung um 14.00 Uhr niedriger als morgens.

4.2.10 Parameter des SBS nach Stewart im Serum vor

und nach der Fitterung

Tab. 46  Werte fur Serum-[SIDz] (mmol/l) vor sowie nach Fitterung von MAT und ORT

[SID3] (mmol/l)

Tranke Futterung
Vor Nach 120 min Nach 240 min
MAT 46,0+1,63 45,6+1,67 44,8+1,65
ORT-1Ayat 46,8+1,73 47,8+1,59* 47,3+1,95
ORT-1B20 46,2+2,68 46,1+2,07 45,0+1,43
ORT-1Cyar 46,31£2,01 48,7+1,91* 48,1+2,34
ORT-2Ayat 47,8+2,46 48,9+2,29* 48,5+2,16
ORT-2By20 47,1+2,23 47,1+2,20 45,242 .54
ORT-3Ayat 44,8+1,41 46,6+1,54 45,8+0,78
ORT-3By20 46,3+1,08 45,1+1,39 44,8+1,30
ORT-4Auat 46,2+1,74 45,8+2,12 45,1+1,35
ORT-4By,0 44,7+1,60 43,8+1,31 43,0+0,75

*Signifikant hoher als vor der Fitterung (Vorzeichentest nach Dixon und Mood, p<0,05).

Nach Futterung der MAT-ORT-Gemische ORT-1Ayat, -1CyaT, -2Amat UNd -3Ayar kam es zu
einem geringen durchschnittlichen Anstieg der Werte fir Serum-[SID3] zum Zeitpunkt 120min

nach der Futterung, der z. T. auch statistisch signifikant war.
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Tab. 47 Werte fur Serum-[Awean] (Mmol/l) vor sowie nach Fitterung von MAT und ORT

[Atot-ain ] (mmol/l)

Tranke Fatterung
Vor Nach 120 min Nach 240 min
MAT 18,4+0,61 17,8+0,53* 17,9+0,71
ORT-1AyatT 18,9+1,17 18,1+0,72* 17,5+0,95*
ORT-1By,0 18,8+1,31 18,2+1,10* 18,3+1,32*
ORT-1Cyar 19,2+1,30 18,1+0,69 18,2+0,91
ORT-2Ayat 18,2+0,74 18,0+0,87 17,6+0,45
ORT-2By20 17,7+0,98 17,6+1,14* 17,8+0,83
ORT-3Ayat 18,6+0,92 18,1+0,55 18,1+0,53
ORT-3By20 18,4+0,34 17,6+0,67 18,2+0,56
ORT-4Ayat 18,0+,68 17,7+0,30 17,5+0,44
ORT-4By,0 17,6+,52 17,3+0,31 17,3+0,53

*Signifikant niedriger als vor der Futterung (Vorzeichentest nach Dixon und Mood, p<0,05).

Tab. 48 Werte fur Serum-[Awerro] (Mmol/l) vor sowie nach Fiitterung von MAT und ORT

[Atot-pro ] (mmol/l)

Tranke Futterung
Vor Nach 120 min Nach 240 min
MAT 19,4+1,43 19,1+1,51* 19,0+1,35*
ORT-1Auat 20,2+1,14 19,3+1,02* 18,9+0,98*
ORT-1B20 19,2+1,62 18,7+1,24 18,8+1,47
ORT-1Cyar 19,8+1,68 19,0+1,54 18,9+1,43
ORT-2Ayat 19,1+0,27 18,8+0,30 18,6+0,33
ORT-2By20 18,4+0,31 18,1+0,23 18,4+0,27
ORT-3Auat 19,7+1,75 19,3+1,19 18,9+0,99
ORT-3By20 19,5+1,25 19,3+1,12 19,5+1,47
ORT-4Ayat 18,6+0,84 17,6+0,59* 17,9+0,82*
ORT-4By,0 18,0+0,45 17,7+0,62 17,9+0,65

*Signifikant niedriger als vor der Futterung (Vorzeichentest nach Dixon und Mood, p<0,05).

Nach Fuatterung des MAT und der unterschiedlich zusammengesetzten ORT fielen die

arithmetischen Mittelwerte fir Serum-[Awian] UNd -[Awirro] gering ab. Diese Absenkung war

bei einigen Fltterungsregimes statistisch signifikant flr die Zeitpunkte 120 sowie 240min

nach der Fltterung.
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Tab. 49 Werte fur Serum-[SIGapven] (MmMol/l) vor sowie nach Fitterung von MAT und ORT

[SIG a-ven ] (mmol/l)
Tranke Fatterung

Vor Nach 120 min Nach 240 min

MAT -1,50+0,44 -1,38+0,17 -1,48+0,20
ORT-1Auat -1,51+0,60 -1,48+0,14 -1,59+0,40*
ORT-1By20 -1,55+0,17 -1,7740,24 -1,74+0,16
ORT-1Cyar -1,51+0,25 -1,57+0,16 -1,59+0,25
ORT-2Ayat -1,22+0,15 -1,38+0,09 -1,42+0,14*
ORT-2B20 -1,4610,21 -1,59+0,15 -1,76+0,30*
ORT-3Ayat -1,39+0,18 -1,45+0,07 -1,52+0,06
ORT-3By20 -1,50+0,07 -1,7340,32 -1,71+0,20
ORT-4Ayat -1,26+0,11 -1,44+0,06* -1,55+0,19*
ORT-4By,0 -1,58+0,14 -1,58+0,13 -1,87+0,19*

*Signifikant niedriger als vor der Futterung (Vorzeichentest nach Dixon und Mood, p<0,05).
Tab. 50 Werte fur Serum-[SIGpro.ven] (MmMol/) vor sowie nach Fitterung von MAT und ORT

[SIGpro-ven] (Mmol/l)
Tranke Futterung

Vor Nach 120 min Nach 240 min

MAT -1,60+0,54 -1,48+0,24 -1,58+0,24
ORT-1Auat -1,62+0,66 -1,5740,19 -1,7240,43*
ORT1Bu20 -1,58+0,20 -1,82+0,29 -1,80+0,29*
ORT-1Cyar -1,56+0,28 -1,64+0,16 -1,66+0,35*
ORT-2Ayat -1,2840,15 -1,4540,14 -1,5040,15*
ORT-2By20 -1,5240,16 -1,64+0,15 -1,81+0,27
ORT-3Ayat -1,47+0,20 -1,54+0,15 -1,58+0,08
ORT-3By20 -1,59+0,14 -1,90+0,38* -1,83+0,19
ORT-4Ayat -1,30+0,11 -1,43+0,10* -1,58+0,22*
ORT-4By20 -1,62+0,18 -1,63+0,14 -1,93+0,24*

*Signifikant niedriger als vor der Futterung (Vorzeichentest nach Dixon und Mood, p<0,05).

Die Werte fur Serum-[SIGap.ven] UNd —[SIGpiven] Waren aufler 120 und 240min nach
Fatterung von MAT und 120min nach Fitterung von ORT-1Ayar niedriger als vor der
Futterung. Die Abnahme war nach Fltterung einiger ORT statistisch signifikant fur die

Zeitpunkte 120 bzw. 240min nach der Fitterung.
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4.2.11 Visuelle Gerinnung der entnommenen Labmageni  ngestaproben zum Zeitpunkt

30min nach Futterung von MAT-ORT-Gemischen

MAT ORT-1Auar  ORT-3Ayar ORT-2Ayar  ORT-4Ayar ORT-1Cyar

Abb. 39 Native Proben der Labmageningesta zum Zeitpunkt 30min nach Fitterung von
MAT und in MAT zubereiteten ORT

Die Gerinnung der Labmageningestaproben, die 30min nach der Fitterung durch die
Labmagenkanile gewonnen wurden, konnte visuell durch das Vorliegen von zwei

unterschiedlichen Phasen, der flliissigen Molke sowie den festen Koagula, erkannt werden.

4.2.12 Auswirkungen auf klinische Befunde

Wahrend der Futterungsversuche wurden keine abweichenden Befunde anhand der
klinischen Untersuchung bei den drei Kalbern ermittelt. Auch die Gabe von MAT-ORT-

Gemischen fuhrte weder zu Veranderungen der Kotkonsistenz noch der Kotabsatzfrequenz.
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4.3 Ergebnisse der Versuche zur in vitro Milchgerinnung

4.3.1 Ca**-Gehalt (mmol/l) der fiir die Gerinnungsmessung eing  esetzten Tranken

Tab. 51 Ca®*-Gehalt in mmol/l in den fiir die Gerinnungsmessung eingesetzten Tranken

Tranke Ca*"-Gehalt
Rohmilch 32
MAT 21,5
ORT-1AyaT 20
ORT-2Ayat 30,5
ORT-3Ayar 21,5
ORT-4Ayar 19,5

Der Ca”**-Gehalt der Rohmilch, die fiir die Gerinnungsmessungen verwendet wurde, war

grolRer als der des eingesetzten MAT. Die MAT-ORT-Gemische hatten mit Ausnahme von

ORT-2Ayar €inen Ca?*-Gehalt, der genauso hoch war wie der im MAT bzw. etwas darunter

lag. Der Ca?*-Gehalt von ORT-2Ayar War fast so hoch wie der bei der Rohmilch gemessene
Wert. Am niedrigsten war der Ca?*-Gehalt von ORT-4Ayar-

4.3.2 Prozessviskositat
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Abb. 40 Zeitabhangiger Verlauf der dynamischen Viskositat von nativer Rohmilch und
nativem MAT nach Zugabe von Chymosin
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Die Rohmilch erreichte bei den Gerinnungsmessungen hdéhere Werte fur die Viskositat als
der verwendete MAT. Die Viskositat stieg von 3,2mPas auf Werte zwischen 45 und
50mPas nach einem 60-minitigem Messintervall. Bei der Viskositatsmessung des MAT
nach Chymosinzugabe konnten nach 60min Werte von fast 20mPa s detektiert werden. Der

Ausgangswert fur die Viskositat lag bei nativem MAT um 2,0mPa s.
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== ORT-3A; pH=6,71
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Abb. 41 Zeitabhangiger Verlauf der dynamischen Viskositat von MAT-ORT-Gemischen
nach Zugabe von Chymosin

Bei der Viskositatsmessung der MAT-ORT-Gemische konnte bei zwei der untersuchten
Zubereitungen eine Erhdhung der Viskositat gemessen werden. Die Viskositatswerte der
MAT-ORT-Gemische lagen zu Beginn der Messungen wie bei nativem MAT um die
2,0mPas. Eine Ausnahme bildete ORT-2Ayar. Bei dieser Zubereitung war die
Ausgangsviskositat mit Werten um 4,0mPas groRBer als bei den anderen MAT-ORT-
Gemischen. Bei ORT-2Auat und -4Ayar anderte sich die Viskositat im Verlauf der 60-
minutigen Messungen im Wesentlichen nicht. Nach Chymosinzugabe nahm die Viskositéat
von ORT-1Ayar schnell zu und erreichte Werte bis 9,0mPa s. Nach Beginn der Messung
veranderten sich die Viskositatswerte von ORT-3Auar €rst einmal nicht. Nach etwa 10min
stiegen die Werte fur die Viskositat langsam an. Nach 60min konnten Werte um die

6,0mPa s gemessen werden.
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4.3.3 Prozessviskositat in vitro von MAT-ORT-Gemischen bei enzymatischer

Gerinnung und Ansauerung (pH ~5,5)
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Abb. 42 Zeitabhangiger Verlauf der dynamischen Viskositat von MAT-ORT-Gemischen
nach Zugabe von Salzséaure und Chymosin

Nach Zugabe von Chymosin und Salzséure zu den MAT-ORT-Gemischen konnte bei jeder
Tranke eine Erhéhung der Viskositat verzeichnet werden. Die Ausgangsviskositat lag bei
ORT-1Auat, -3Auwar und -4Ayar knapp unter 2mPas, bei ORT-2Ayar um 4mPas. Der
Kurvenverlauf von ORT-1Ayar &hnelt dem der Gerinnungsmessung ohne Salzsdure. Die
maximal erreichten Werte fir Viskositat liegen mit ~7,0mPas etwas unter des
vorhergehenden Versuches. Bei ORT-2Auar konnte im Gegensatz zur Messung ohne
Saurezusatz eine Zunahme der Viskositat ermittelt werden. Die Ausgangsviskositat anderte
sich bis etwa zur 23. Minute nicht wesentlich. Anschlieend stieg sie langsam auf Werte um
6,0mPa s an. In dieser Messung mit Saurezugabe unterschied sich der Kurvenverlauf von
ORT-3Awat deutlich von der vorhergehenden. Etwa 5min nach Beginn der Messung stieg die
Viskositat steil an. Nach 60-minitigem Messintervall konnten Werte Gber 14mPa s detektiert
werden. ORT-4Ayat Zeigte nach der Ansduerung mit Salzsaure auf pH ~5,5 und Zusatz von

Chymosin eine Erhéhung der Viskositatswerte auf ~4,0mPa s.
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4.3.4 Strukturviskositat in vitro von MAT und MAT-ORT-Gemischen bei

Sauregerinnung

Tab. 52 Werte der Strukturviskositat™ (X +s) von MAT und MAT-ORT-Gemischen vor und
nach Zugabe von Salzsdure bei pH<4,7

Tranke Viskositat (mPa s) vor Viskositat (mPa s) nach
Saurezugabe Saurezugabe
MAT 1,69+0,06 5,23+0,36
ORT-1AyatT 1,78+0,07 6,35+0,66
ORT-2Auat 4,88+0,04 7,09+0,56
ORT-3Auat 1,66+0,08 1,57+0,10
ORT-4Ayuat 1,76+0,04 4,89+0,62

“arithmetischer Mittelwert eines 10 minitigen Messbereiches

Nach Zusatz von Salzsdure zum MAT und zu den MAT-ORT-Gemischen auf pH=<4,7
konnten, aul3er bei der Messung von ORT-3Ayar, h6here Werte fiir die Viskositat als vor der

Ansauerung ermittelt werden.

4.4 Messung des Caseinomakropeptids (CMP) in den

Labmageningesta

4.4.1 AUC der CMP-Peaks aus den Proben der Labmagen ingesta nach Fitterung von
MAT und MAT-ORT-Gemischen

Tab. 53 AUC der CMP-Peaks in den Labmageningesta nach Futterung von MAT und MAT-
ORT-Gemischen (X £s)

Tranke n AUC
MAT 6 294.955+362.455
ORT-1Ayat 8 601.257+492.178
ORT-1Cyar 5 734.510+383.110
ORT-2Ayat 5 197.657+97.245
ORT-3Auat 5 313.259+181.974
ORT-4Ayat 5 2.360.500+1.718.060

In jeder Probe der Labmageningesta nach Futterung von MAT-ORT-Gemischen konnte CMP
mittels HPLC detektiert werden. In vier von zehn Labmageningestaproben nach Fitterung
von MAT war kein CMP nachweisbar. Die AUC-Mittelwerte der CMP-Peaks variieren stark
und weisen auf3erdem eine hohe Standardabweichung auf. Die AUC-Werte der CMP-Peaks

unterscheiden sich statistisch nicht signifikant voneinander (Mann-Whitney-U-Test).
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4.4.2 HPLC-Chromatogramme des MAT und der MAT-ORT-G emische im Vergleich zu

den entsprechenden Labmageningestaproben zum Zeitpu nkt 30min nach der

Fltterung
(mAbs)
MAT
400]
200]
1
0 10 20 30 (min)
(mAbs)
Probe 102
400 cMP
2001
N
0 10 20 30 )
(min)

Abb. 43 HPLC-Chromatogramme des MAT und einer Labmageningestaprobe (102) 30min
nach Fatterung von MAT im Vergleich
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(mAbs)
ORT-1A
400]
200]
0;_J
0 10 20 30 (min)
(mAbs)
Probe 132
400 CMP
200]
o —
0 10 20 30 (min)

Abb. 44 HPLC-Chromatogramme von ORT-1Ayar und einer Labmageningestaprobe (132)
30min nach Ftterung von ORT-1Ayat iIm Vergleich

(mAbs)
ORT-1C
400]
200]
0,_J
0 10 20 30 (min)
(mADbs)
| Probe 157
400 CMP
200]
Ofwl
0 10 20 30 (min)

Abb. 45 HPLC-Chromatogramme von ORT-1Cyar und einer Labmageningestaprobe (157)
30min nach Fitterung von ORT-1Cyar im Vergleich
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(mAbs)
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Abb. 46 HPLC-Chromatogramme von ORT-2Ayuar Und einer Labmageningestaprobe (237)
30min nach Ftterung von ORT-2Ayat IM Vergleich
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Abb. 47 HPLC-Chromatogramme von ORT-3Ayar und einer Labmageningestaprobe (122)
30min nach Ftterung von ORT-3Ayat

108



Ergebnisse

(mAbs)
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Abb. 48 HPLC-Chromatogramme von ORT-4Ayar und einer Labmageningestaprobe (322)
30min nach Ftterung von ORT-4Ayat

In den Chromatogrammen der Labmageningestaproben waren mehr Peptide, die einen Peak

im HPLC-Chromatogramm hervorriefen, vorhanden als in den entsprechenden

Trankezubereitungen. Der CMP-Peak wurde mit einem Pfeil (|) gekennzeichnet. Der CMP-

Peak war weder im MAT noch in den MAT-ORT-Gemischen nachweisbar. Die

Chromatogramme des MAT und der MAT-ORT-Gemische unterschieden sich kaum.
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4.4.3 Ergebnisse der SDS-Page

| '
13
4 4 !'
.ﬂn‘ -ﬁm Vet P
102 112 282 372
- i * |
L= i
L STD CMPS 302 252
STD= Standardpeptidmischung; CMP S= CMP-Standard (SIGMA); 102/302= Labmageningestaproben nach
MAT-Fitterung; 112/252= Labmageningestaproben nach ORT-1Awuar-Fitterung; 282/312=

Labmageningestaproben nach ORT-1Cyar-Fltterung; 372/237= Labmageningestaproben nach ORT-2Ayar-
Futterung; 122/332= Labmageningestaproben nach ORT-3Auar-Fitterung; 322/352= Labmageningestarproben
nach ORT-4Ayar-Fltterung

Abb. 49 Elektropherogramme von Labmageningestaproben nach Fitterung von MAT und
MAT-ORT-Gemischen

In den Elektropherogrammen der Labmageningestaproben war nur eine Bande im Bereich

20kDa sichtbar. Der CMP-Standard (SIGMA) zeigte zwei Banden um die 20kDa. Alle

anderen Peptide, die nach der TCA-Fallung noch in den Proben vorhanden waren, hatten

geringere Molmassen. Sie waren als breite Bande unten in den Elektropherogrammen

erkennbar.
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4.4.4 CMP-Gehalte in den Labmageningestaproben

Tab. 54 CMP-Gehalt in den Labmageningestaproben in pg/ml zum Zeitpunkt 30min nach
Futterung von MAT und MAT-ORT-Gemischen

Futterung CMP-Gehalt ( pg/ml)
MAT 1250
ORT-1Ayat 1013
ORT-1Cyar 865
ORT-2Ayat 881
ORT-3Ayat 1048
ORT-4Ayar 946

Der CMP-Gehalt der Labmageningestaproben nach Fitterung von MAT und MAT-ORT-
Gemischen, die fur die Elektrophorese eingesetzt wurden, lag im Mittel um die 1000ug/ml.
Da nicht von allen Proben ein Elektropherogramm durchgefiihrt wurde, wurde keine

statistische Auswertung vorgenommen.
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5 DISKUSSION

5.1 Referenzwerte

Zur diagnostischen Interpretation der z. B. bei durchfallkranken Kalbern auftretenden
Stewart-Variablen des SBS sind Kenntnisse Uber die Referenzbereiche der Parameter
notwendig (Kaneko, 1989). Die in dieser Arbeit ermittelten Referenzwerte fir die Stewart-
Variablen mussten hinsichtlich ihrer Eignung zur Ubertragung auf die Grundgesamtheit
uberprift werden. Als Mdglichkeit zur Uberpriifung wurde die Formel zur Bestimmung des
minimal erforderlichen Stichprobenumfangs (22) genutzt. Die Grundlage dieser
Uberlegungen war, dass eine normalverteilte Grundgesamtheit mit einem Mittelwert y und
einer Streuung 0 existiert. Fur das Konfidenzintervall wurde A=1 festgelegt. Das heil3t, dass
das Mittel y der Werte fir x in der Grundgesamtheit bei einer gewahlten
Irrtumswahrscheinlichkeit von a=0,05 nicht mehr als eine Einheit (z. B. 1mmol/l) vom
Mittelwert der gewahlten Stichprobe abweichen darf. Anhand der Stichprobe von n=17
klinisch gesunden und als reprasentativ angesehenen Kalbern konnte X fiir das Mittel y und s
fur die Streuung & geschéatzt werden. Fur die Berechnung wurden die Werte von den
Stewart-Parametern Serum-[SID,] und -[Awtan] genutzt. Die Standardabweichungen der
Werte, der zu unterschiedlichen Zeiten entnommenen Proben, wurden gemittelt, so dass fur
[SID4] s=2,43 und fir [Awean] S=1,52 jeweils in die Formel 22 eingesetzt wurden:
196

Nuin 2 (T)2 x 2,432 = 22,68 = 23Tiere (29)
Nyin 2 (]‘—26)2 x152% = 8,88 = 9Tiere (30)

Die Ergebnisse lassen erkennen, dass fur die Ermittlung der Referenzwerte fir Serum-[SID,]
eine groflere Anzahl von Kélbern fur die Erstellung von geeigneten Grenzwerten erforderlich
gewesen ware. Die Anzahl der Tiere fur die Erstellung von Referenzwerten von Serum-[A]
kann als gentigend beurteilt werden. Die Eignung der ermittelten Referenzwerte ist demnach
von der Standardabweichung des Parameters abhangig. Dabei ist anzumerken, dass die
Antwort auf die Frage, ob Referenzbereiche geeignet sind, nicht nur auf
wahrscheinlichkeitstheoretischen Uberlegungen beruht (Weif3, 2005).

Zur Beurteilung der Eignung der erhobenen Referenzbereiche wurden aufRerdem die
Mittelwerte der Stewart-Variablen der drei Klinisch gesunden Kalber aus den
Futterungsversuchen hinzugezogen. Durch Vergleich der Werte der Fistelkéalber flir Serum-
[SID3]=43,0-48,9mmol/l, Serum-[Awean]=17,3-19,2mmol/l und [Awrpro]=17,6-20,2mmol/l mit
den entsprechenden ermittelten Referenzwerten zum Zeitpunkt 14. bzw. 28. Lebenstag
konnte erkannt werden, dass diese innerhalb der Referenzbereiche lagen. Die Werte fir
[SIGapven]= -1,87 bis -1,22mmol/l und [SIGp.ven]= -1,93 bis -1,28mmol/l lagen sowohl
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innerhalb als auch knapp unterhalb der ermittelten Bereiche von [SIGap.ven]= -1,58 bis -
0,88mmol/l und [SIGpo.ven]= -1,47 bis -0,81mmol/I.

Die fur die verschiedenen Stewart-Parameter errechneten Referenzbereiche setzen die
Normalverteilung der Einzelwerte voraus. Fur die Stewart-Variaben Serum-[SID;], -[SID,],
PaCO,, PvCO,, Serum-[Agtan); -[Awtrro] und Harn-[SID;] und die davon abgeleiteten
Variablen Serum-[SIGap.ar], Serum-[SIGapven], Serum-[SIGpr.ar] SOWie Serum-[SIGpo.yen]
wurden mit dem Kolmogorow-Smirnow-Anpassungstest nicht signifikante a-Werte ermittelt
(s. Tab. 27-37, 2. Zeile). Demzufolge existieren keine Einwande fir die Annahme der
Normalverteilung dieser Variablen in der Grundgesamtheit (Werner, 1992).

Aufgrund der vorangestellten Betrachtungen werden die ermittelten Referenzbereiche - mit
Ausnahme von Harn-[SID;] - vorlaufig als reprasentativ angesehen und kdnnen zur
Diagnostik von Stérungen des SBS nach dem Stewart-Modell bei Kalbern genutzt werden.
Um die Genauigkeit der Schatzung der Referenzbereiche zu erhthen, sollte durch weitere

Untersuchungen an klinisch gesunden Kalbern die StichprobengroRe erweitert werden.

5.1.1 Serum-[SID 3] und —[SID 4]

Unter der SID verstand Stewart die Summe aller starken Kationen minus die Summe aller
starken Anionen. In der vorliegenden Arbeit wurden Referenzwerte fur Serum-[SID;] =
[Na"]+[K*]-[CI] und -[SID,] = [Na']+[K"]-[CI]-[Lak] erhoben. Anhand der Liniendiagramme der
Werte fur Serum-[SID;] und -[SID,] konnte eine Altersabhangigkeit ermittelt werden, die
durch die statistische Auswertung bestatigt wurde. Die Serum-[SIDs] bzw. -[SID4]-Werte der
Kalber <7. Lebenstag sind signifikant hoher als die der 14 und 28 Tage alten Individuen (s.
Abb. 9 und 10 sowie Tab. 27 und 28). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die ermittelten
Referenzbereiche folgendermalien zusammengefasst:

Tab. 55 Referenzbereiche fir Serum-[SID;] sowie -[SID,4] von Kélbern <7 Lebenstage und
>7 Lebenstage

Referenzbereiche
Parameter
Kalber £7d Kalber >7d
[SID3s] (mmol/l) 45,2-55,4 43,0-51,2
[SID4] (mmol/l) 42.5-53,1 40,8-49,6

Etwas niedrigere Werte fur Serum-[SID;]=43+2,4 und -[SID,]=41,1+2,7 stammen aus einer
Untersuchung von Constable et al. (2005b). Allerdings wurden fiir diese Bestimmung der
[SID]-Werte nur 9 Kklinisch gesunde Kalber, deren Alter nicht angegeben wurde, verwandt.
Adulte Rinder haben etwas niedrigere [SID]-Werte als Kalber ([SID,]=40,5+1,2mmol/l)
(Constable, 2002a), evtl. waren die von Constable beprobten Tiere deutlich alter als 28d.

In welchem Zusammenhang die beobachteten Altersunterschiede der Werte fur [SID] mit

den in einigen Studien ermittelten Altersabh&ngigkeiten (Binding et al., 2000; Demigne et al.,
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1980; Grove-White, 1996; Naylor, 1987; Tremblay, 1990), die Auspragung und den
Schweregrad der Azidose durchfallkranker Kéalber <7d und >7d betreffend, stehen, muss in

weiteren Untersuchungen ermittelt werden.

5.1.2 Serum-[A wran ] und —[A opro]

Die Gesamtsumme der Konzentrationen aller schwachen Sauren (Albumin, Globuline,
Phosphat) wird nach dem Stewart-Modell als A, bezeichnet. Beim Menschen ist Albumin der
Hauptbestandteil von [A,]. Globuline spielen eine untergeordnete Rolle (Figge et al., 1991;
1992). Beim Rind weisen die Globuline eine negative Nettoladung auf (Darrow und
Hartmann, 1929), deswegen ist ihre Beteiligung an Ay nicht ganzlich zu verneinen
(Constable, 2002a). Constable (2002a) und Constable et al. (2005b) ermittelten in
Titrationsversuchen Werte fir Serum-[Ay] von Rindern und Kélbern. Die Serum-[Ay]-Werte
von Kéalbern waren etwas geringer als die von Rindern, unterschieden sich statistisch aber
nicht voneinander. Aus den ermittelten Serum-[A,] wurden Faktoren fur die Kalkulation
dieses Parameters entwickelt, die sich an den Referenzbereichen von Serum-[Alb]=33g/l und
Serum-[GE]=70g/I orientieren. Eine Voraussetzung fur die Ermittlung von Serum-[A] durch
die Serum-[Alb] oder die Serum-[GE] ist, dass der Proband eine normale Serum-[Phosphat]
aufweist. Fur die Serum-[Aq.pro]-Berechnung gilt auRerdem, dass das Albumin-Globulin-
Verhaltnis im Referenzbereich liegt. Fir Serum-[Ay.an] Wurden in der vorliegenden Studie
mit zunehmendem Alter der Kalber ansteigende Werte ermittelt (s. Abb. 11 und Tab. 29).
Diese Ergebnisse decken sich mit den fir Serum-[Alb] ermittelten Werten anderer Autoren
(Knowles et al., 2000; Steinhardt et al., 1993). Die Werte flir Serum-[Aqpro] Zeigten keine
Altersabhéngigkeit (s. Abb. 12 und Tab. 30) und gleichen denen von Constable et al.
ermittelten [A]-Werten. Ab dem 14. Lebenstag waren keine statistischen Unterschiede
zwischen Serum-[Aqeap] UNd -[Awipre] Mmehr gegeben, so dass ab diesem Zeitpunkt die
Bestimmung von [Ag] sowohl aus Serum-[GE] wie aus Serum-[Alb] mdglich scheint.
Betrachtet man das Albumin-Globulin-Verhéltnis der Probanden, erfahrt obige
Schlussfolgerung weitere Unterstitzung, da zum Zeitpunkt 14. Lebenstag der Albumin-
Globulin-Quotient annahernd in den Referenzbereichen lag, die in entsprechender
Fachliteratur angegeben werden (Kaneko, 1989; Kraft und Durr, 2005; Rosenberger, 1990;
Smith, 2002). Die Serum-[Phosphat] der herangezogenen Kalber befand sich tber den
gesamten Untersuchungszeitraum in den fir Kélber angegebenen Referenzbereichen (Kraft
und Ddurr, 2005; Rosenberger, 1990) (s. Abb. 17). Die durch Titrationsversuche von
Constable fur Serum-[Ay] ermittelten Werte bei Kalbern waren 19,2-23,1mmol/l. [A]-Werte
in dieser GrolRenordnung konnten anhand der durchgefiihrten Berechnung mit [Alb] erst ab
dem 14. Lebenstag ermittelt werden, obwohl in den eigenen Untersuchungen Serum-[Atamn)
mit dem etwas hoheren Faktor 0,76 statt 0,622 berechnet wurde. Ein Problem in der

Berechnung von [Ay] beim Kalb ist, dass sich die Berechnungsfaktoren an den
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Referenzwerten orientieren, die fir adulte Rinder gelten. Es stellt sich also die Frage, wie
hoch ist Serum[A] bei Kalbern mit <7 Lebenstagen? Dies lasst sich mit den
Untersuchungsergebnissen dieser Arbeit nicht eindeutig festlegen. Bei der weiteren
Bearbeitung des Stewart-Modells beim Kalb sollten die Einflisse von Albumin, Phosphat und
Globulinen auf [Ay] weiter geklart werden. Nur so scheint eine genauere Betrachtung von

Serum-[Ay] bei Kélbern moglich zu sein.

5.1.3 PaCO, und PvCO,

Anhand des PCO, kann die respiratorische Komponente des SBS beurteilt werden. Die in
dieser Untersuchung ermittelten Referenzbereiche fir PaCO, und PvCO, bei Kéalbern lagen
im Bereich der in entsprechender Fachliteratur angegebenen Werte fir das adulte Rind. Die
Schwankungsbreite war etwas grol3er. Die Werte fir PvCO, lagen erwartungsgemaf im
Durchschnitt 1,0-1,6kPa Uber denen fir PaCO,. Es konnte keine Altersabhangigkeit der
Werte nachgewiesen werden (s. Abb. 13 und 14 sowie Tab. 31 und 32).

5.1.4 Harn-[SID ;]

Die Streuung der fur Harn-[SIDs;] ermittelten Werte ist erheblich gréRer als die der
entsprechenden Serumparameter (s. Abb. 15). Am 1. und 28. Lebenstag unterscheiden sich
arithmetischer Mittelwert und Median deutlich voneinander (s. Tab. 33). Aufgrund dieser
Resultate konnen die Werte fir Harn-[SIDs] nicht als reprasentativ angesehen werden,
sondern geben Anlass fur weitere Untersuchungen mit einem gré3eren Stichprobenumfang,
da die Bestimmung der Harn-[SID;] evtl. die Diagnostik des SBS verbessern kodnnte
(Constable, 2007; Gattinoni et al., 2006a).

5.1.5 Serum-[SIG]

Zur ldentifikation von starken Anionen im Serum, die routinemafig nicht bestimmt werden
bzw. gegenwartig noch nicht gemessen werden kénnen, wurde die SIG entwickelt. Sie setzt
sich aus der Differenz der ungemessenen starken Kationen und Anionen zusammen und soll
im Gegensatz zur AG unabhangig von [Alb], [Phosphat] und [Globulinen] sein (Kellum et al.,
1995). Die Werte fur Serum-[SIG] der unterschiedlich alten Kélber streuten sehr gering. Die
aus [Awtap] ermittelten Werte Serum-[SIGapar] uUnd -[SlIGapven] Verhielten sich
entgegengesetzt zu Serum-[Apeap]. Sie nahmen im Laufe der Probennahmen niedrigere
Werte an. Die aus [Awtprro] berechneten Varianten blieben Uber den Zeitraum der
Probenentnahmen auf dem gleichen Niveau. Zwischen den Berechnungen anhand der
vendsen und arteriellen pH-Werte ergaben sich keine signifikanten Unterschiede, so dass fur
die [SIG]-Bestimmung vendses Blut ausreichend erscheint. Aufgrund der oben angefiihrten
Schwierigkeiten in der Ermittlung von [A.y] ist die hier benutzte Berechnung von [SIG] noch

mit Mangeln behaftet. Trotz dieser Unzulanglichkeit sollte die Berechnung der [SIG] benutzt
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werden, da diese in der Detektion von ungemessenen lonen der traditionellen AG Uberlegen
ist (Constable et al., 1998; Kellum, 2003; 2007; Story et al., 2001). Dies erscheint vor allem
zur Diagnostik der D-Laktazidose durchfallkranker Kalber sinnvoll zu sein (Constable et al.,
2005b). Da die Streuung der hier ermittelten Werte sehr gering war, sollte ein
Referenzbereich, der fur alle Berechnungsvarianten der [SIG] gilt, etwas weiter gefasst
werden, z. B. von 0 bis -2mmol/l. Diese Uberlegung deckt sich mit den Ergebnissen der
Werte fur Serum-[SIG] der drei klinisch gesunden Kalber mit Labmagenfistel, die etwas

unterhalb der entsprechenden Referenzbereiche lagen (s. Tab. 49 und 50).

5.1.6 Berechnung des pH-Wertes im Blut anhand der S  tewart-Variablen

Anhand der Kalkulation des Blut-pH aus den Stewart-Variablen konnte gezeigt werden, dass
die Stewart-Variablen entscheidenden Einfluss auf den SBS besitzen bzw. allein den Blut-pH
bestimmen. Die berechneten pH-Werte lagen nur 0,063-0,158 Einheiten Uiber den gemessen
Ergebnissen (s. Tab. 38). Diese relativ geringen Abweichungen sind allerdings wichtig, da
der Blut-pH in sehr engen Grenzen reguliert wird. Die Berechnung des Blut-pH stellt somit
keinen Ersatz fir die Blut-pH-Messung dar. Der berechnete Blut-pH war in jedem Fall hdher
als der gemessene Wert. Dies ist als systematischer, stets gleich wiederkehrender Fehler zu
werten, der in der Ungenauigkeit der Bestimmung der Stewart-Variablen begriindet liegt.
Gleicher Ansicht ist Constable (2002a), der die Abweichungen des berechneten vom
gemessenen Blut-pH vor allem auf die nicht exakte Bestimmung von [SID] zurtckfuhrt, aber
auch einrdumt, dass seine Methode der [A]-Berechnung fir Kéalber Unzulanglichkeiten

aufweisen konnte.

Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit ermittelten Referenzbereiche werden mit Ausnahme der Harn-[SID;] als
reprasentativ angesehen und konnen fir die Interpretation der Stewart-Parameter von
Kalbern genutzt werden. Ohne Antwort gebliebene Fragen, vor allem die Berechnung von

[Awt] beim Kalb betreffend, sollten in weiteren Untersuchungen geklart werden.

5.2 Luminale Bedingungen des Kalberlabmagens nach F  (tterung
von MAT, MAT-ORT-Gemischen und Wasser-ORT-Gemischen

5.2.1 Abomasaler pH-Wert

Die nichtern gemessenen pH-Werte in den Labmageningesta werden im Mittel mit pH~2,0
angegeben, vereinzelt sollen auch Werte von <1,0 auftreten (Ahmed et al., 2001; 2002a;
2002Db; 2005; Constable et al., 2005a; 2006; Williams et al., 1976). Diese Werte konnten in
den eigenen Untersuchungen bestétigt werden. Die pH-Werte, die vor der Fitterung

gemessen wurden, lagen bei 2,13+1,03. Die Nichternwerte vor der Morgenfitterung mit der
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fur die Kalber langeren Nahrungskarenz von 9%h waren 1,83+0,86 (s. 4.2.9). Die
Ausgangswerte des pH wurden fltterungsabhéngig frihestens 60min  nach
Nahrungsaufnahme (ORT-4By,0) wieder erreicht. Bei ORT-1B,0 und -3By,0 konnten nach
2h, bei ORT-2By,0 nach 3h wieder die Niichternwerte des pH gemessen werden. Nach MAT-
Futterung betrug die abomasale basische pH-Wert-Auslenkung 4h. Nach Ftterung von
ORT-4Auat wurden die Nichternwerte des abomasalen pH friher erreicht als nach Futterung
der anderen MAT-ORT-Gemische (s. Abb. 18-27). Vor der Nachmittagsfitterung, also 5,5-6h
nach der Morgenfitterung, konnten die Ausgangswerte des abomasalen pH wieder
gemessen werden (pH=2,41+1,1). Die Ergebnisse bestitigen die Untersuchungen von
Ahmed et al. (2002b), dass bei einer héaufigeren als dreimaligen Fitterung (=wie unter
natirlichen Bedingungen gegeben) und unter Beibehaltung der taglichen Trankemenge das
Niveau der Nuchtern-pH-Werte hoher ist und die postprandialen pH-Wert-Auslenkungen
weniger deutlich ausfallen. Der niedrigste pH, der in den Labmageningesta in den eigenen
Untersuchungen gemessen wurde, betrug pH=0,62. Diese Beobachtung stitzt die These,
dass die ,moderne" Kélberflitterung, d. h. niedrigere Fitterungsfrequenz und damit auch evtl.
rationierte Trankemenge im Vergleich zur Aufzucht beim Muttertier, die Entstehung von
Labmagengeschwiren beim Kalb begiinstigen kann (Ahmed et al., 2002b). Andererseits
stellt ein niedriger abomasaler pH-Wert eine Saurebarriere fr Mikroorganismen dar und soll
die Inzidenz und den Schweregrad der neonatalen Kélberdiarrhoe vermindern (Jaster et al.,
1990).

Nach Futterung von MAT stieg der abomasale pH-Wert auf 5,19+0,67 (AUC=937%200) an (s.
Abb. 18). In dieser Hinsicht gleiche Befunde erzielten Constable et al. (2005a) und Williams
et al (1976). Wie die Studie von Constable et al. au3erdem zeigt, ist die abomasale pH-Wert-
Auslenkung nach Fitterung von MAT grol3er als nach Fitterung von Milch. Vergleicht man
die in den eigenen Untersuchungen gefundene pH-Wert-Auslenkung nach MAT-Fitterung
mit denen von Reinhold (2007) nach Milchfutterung, kénnen die Ergebnisse von Constable et
al bestatigt werden. Nach Milchfiitterung stiegen in der Studie von Reinhold die Werte auf
pH=4,7£0,41 (AUC=912+75). Constable et al. (2005a) fihren die hoéhere pH-Wert-
Auslenkung in den Labmageningesta nach MAT-Ftterung auf die fehlende Gerinnbarkeit
des in seiner Studie eingesetzten MAT zurlick. Molke, die bei der Milchgerinnung entsteht,
hat einen niedrigeren pH als Milch. Diese Erklarung fur die hohere abomasale pH-
Auslenkung nach Fitterung von MAT als nach Fitterung von Milch kann fur die eigene
Untersuchung nicht gelten, da der verflitterte MAT Gerinnung zeigte.

Nach Fitterung von MAT-ORT-Gemischen stieg der pH in den Labmageningesta
postprandial auf héhere Werte als nach alleiniger MAT-Ftterung (s. Abb. 19-27). Die AUC
der pH-Zeit-Kurve war mit Ausnahme der von ORT-4Ayar fUr alle in MAT gelésten ORT
signifikant groRer als die AUC der pH-Zeit-Kurve von MAT (s. Tab. 40). Dabei ist es
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bemerkenswert, dass nicht von dem pH-Wert der verabreichten Tranke auf die pH-Wert-
Auslenkung in den Labmageningesta geschlossen werden konnte. So wies z. B. der MAT
einen pH-Wert von 6,3 und ORT-1Cyar, nach deren Fitterung die starkste basische
abomasale Auslenkung mit AUC=1297+26 gemessen wurde, einen pH-Wert von 6,0 auf.
Auch die in den ORT verwendete Puffersubstanz hatte keinen Einfluss auf die postprandiale
Entwicklung des pH in den Labmageningesta. Diese Beobachtung bestétigt die Ergebnisse
von Reinhold et al. (2006), wonach nicht allein vom HCO;-Gehalt einer ORT eine Aussage
Uber das Ausmald der postprandialen pH-Wert-Auslenkung im Labmagen getroffen werden
kann. Dagegen bestand ein Zusammenhang zwischen der [SID;] in den Tranken und den
postprandial auftretenden pH-Wert-Auslenkungen im Labmagen (s. Tab. 41). Die Korrelation
nach Pearson zwischen [SIDs] in den Tranken und der AUC der korrespondierenden pH-Zeit-
Kurven in den Labmageningesta war mit r=0,674 und p<0,01 signifikant. Das heif3t, je hdher
die [SID3]-Werte in den Tranken sind, desto hoher ist die Auslenkung des pH-Wertes in den
Labmageningesta. Milch hat eine durchschnittliche [SID3;]=31mmol/l (Kolb, 1989). Diese
Tatsache kann erklaren, warum die durchschnittlich erreichten pH-Werte nach Milchfltterung
in der Untersuchung von Reinhold (2007) geringer waren als nach Fitterung des in der
eigenen Untersuchung eingesetzten MAT ([SIDz]=42mmol/l).

Die relativ hohen pH-Werte, die nach Fitterung von MAT-ORT-Gemischen in den
Labmageningesta gemessen wurden, hatten keine Verdnderungen in der Kotkonsistenz
sowie -absatzfrequenz der Kélber zur Folge. Inwieweit niedrigere pH-Werte die Entstehung
von Durchfallerkrankungen verhindern kénnen, kann anhand der Ergebnisse nicht beurteilt
werden. Allerdings scheinen hdhere abomasale pH-Werte als nach Milchfitterung das
Auftreten von Diarrhoe bei gesunden Kéalbern nicht herbeifihren zu kénnen.

Nach Fitterung von ORT-2By,0 wurden &hnliche AUC-Werte wie nach der MAT-Fitterung
erzielt (904+181). Fiur diese hohe pH-Wert-Auslenkung nach Fitterung einer in Wasser
gelosten ORT konnen die quellenden Inhaltsstoffe und die héhere Osmolalitat von ORT-
2By20 verantwortlich gemacht werden. Diese Schlussfolgerung erfahrt Unterstiitzung durch
die Untersuchungen von (Sen et al., 2006), wonach hypertone Lésungen (>300mosmol/l)
langer im Labmagen verweilen als isotone. Die AUC der pH-Zeit-Kurve der anderen drei
untersuchten Wasser-ORT-Gemische lag deutlich unterhalb der AUC nach MAT-Futterung,
dies war statistisch signifikant fir ORT-3Bu20 und -4By,0, deren [SID3] mit 49 bzw. 31mmol/l
geringer war als die der beiden anderen wasserbasierten ORT (74 bzw. 77mmol/l). In der
statistischen Auswertung konnten signifikante Unterschiede fir die AUC der pH-Zeit-Kurve
nach wasser- bzw. MAT-basierter Trankung festgestellt werden (s. 4.2.3). Ein aul3er der
erhdhten Osmolalitat weiterer Grund fir eine langere Verweildauer im Labmagen ist eine
hohe Energiedichte der Nahrung (Nouri und Constable, 2006). Der Energiegehalt der in
Wasser zubereiteten ORT ist niedriger als der der MAT-ORT-Gemische. Die geringere AUC
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nach Fitterung der Wasser-ORT-Gemische ergibt sich aus der abgesenkten Héhe und
verkurzten zeitlichen Dauer der pH-Wert-Auslenkung in den Labmageningesta. In
Untersuchungen von Marshall et al. (2004) konnte dargestellt werden, dass der Verlauf der
abomasalen pH-Werte Erkenntnisse Uber die Entleerung des Labmagens liefert. Anhand der
geringeren Auslenkung des pH-Wertes in den Labmageningesta nach Futterung von
Wasser-ORT-Gemischen ist demnach die Schlussfolgerung zuldssig, dass die abomasale
Passage der Ingesta nach Gabe dieser Zubereitungen verkurzt ist. Die oral zugefihrten
Elektrolyte werden bekanntlich erst im Dinndarm aktiv absorbiert und nehmen auf diesem
Weg das Wasser osmotisch in den Blutkreislauf der Tiere mit. Dies ist der gewlnschte
Behandlungseffekt von ORT, wodurch die Dehydratation der durchfallkranken Kalber
bekampft wird (Nappert et al., 1997). Durch die kiirzere abomasale Transitzeit kdnnen die
wirksamen Inhaltstoffe der ORT schneller im Dinndarm absorbiert werden (Sen et al., 2006).

Dies erscheint fur die Rehydratation der Durchfallkalber vorteilhaft.

5.2.2 Osmolalitat in den Labmageningesta

Durch die Osmolalitét in den Ingesta wird u. a. die Entleerung des Labmagens reguliert
(Constable et al., 2006). In Untersuchungen von Bell und Razig (1973) und Sen et al. (2006)
wurde die abomasale Entleerungsrate nach Gabe hypertoner Losungen gesenkt. Anhand
der pH-Zeit-Kurve in den Labmageningesta nach Fitterung der hypertonen ORT-MAT-
Gemische und ORT-2By,o war erkennbar, dass die Labmagenentleerung verzdgert
stattgefunden hat. Nach Futterung der hypertonen Tranken erfolgte je nach Osmolalitat der
entsprechenden Zubereitung ein Anstieg der Osmolalitat in den Labmageningesta (s. Tab.
43). Nach Gabe des isotonen MAT (287mosmol/kg) war ebenfalls ein Anstieg der
Osmolalitat zu verzeichnen. Diese Beobachtung gleicht den Ergebnissen der Untersuchung
von Ash (1964) an Kalbern, deren Osmolalitat in den Ingesta nach Gabe von Milch leicht
anstieg und nach etwa 2h wieder abnahm. Der Anstieg der Osmolalitdt nach MAT-Futterung
kann durch die beginnende proteolytische Aktivitdt von Chymosin und Pepsin erklart werden.
Die Osmolalitat wird allein von der Anzahl der Molekile (=osmotisch wirksame Teilchen) pro
Masseeinheit (z. B. kg) bestimmt. Mit einsetzender Spaltung der Proteine durch die
Endopeptidasen nimmt die Anzahl der Molekile in den Ingesta zu, d. h. die Osmolalitat steigt

an.

5.2.3 [SID;]-Werte in den Labmageningesta

In den Untersuchungen von Williams et al. (1976) wurden die [Na'], [K'] und [CI] im
abomasalen Sekret bei pH=1,6 ermittelt. Aus den Werten ergibt sich eine [SID;] von -
70mmol/l. In den Untersuchungen von Reinhold (2007) wurden ahnliche Nichternwerte der
Elektrolyte gemessen. Die praprandialen Werte in den eigenen Untersuchungen lagen mit

[SIDs]= -28,5+20,6 hoher. Die [SIDs]-Werte in den Labmageningesta waren vor der Morgen-
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etwas hoher als vor der Nachmittagsfitterung (-24,5£17,5 und -32,0+22,8). Diese negativen
[SIDs]-Werte sind das Ergebnis des im nichternen Zustand quantitativ Gberwiegenden
Anteils an CI-lonen durch die gastrale HCI-Sekretion in Relation zu den geringer
vorhandenen Na'- und K*-lonen. Durch die Gabe der Tranken mit einer positiven [SID;]
stiegen die Werte fur die abomasale [SID;] durchschnittlich auf 48,7+33,2 an. Je nach Hbhe
der [SIDg] in den Trénken fiel der Anstieg der [SIDs] in den Labmageningesta unterschiedlich
hoch aus. Nach Futterung von ORT-1Cyar ([SID3]=189mmol/l) wurden maximale Werte fur
[SID5] in den Labmageningesta von >100mmol/l gemessen. Der geringste Anstieg der
abomasalen [SID;]-Werte erfolgte nach Futterung von ORT-4By,0 ([SID3]=31mmol/l) (s. Abb.
28-37). Zwischen den Ergebnissen fur [SID;s] in den Labmageningesta und den
korrespondierenden pH-Werten ergab sich eine signifikante Korrelation (rs=0,824, p<0,01) (s.
Tab. 44). Diese Beobachtung unterstreicht die Bedeutung des Parameters [SID;] fur die

Einstellung des abomasalen pH-Wertes bei Kalbern.

Zusammenfassung

In Abhangigkeit von der [SID3] der Nahrung wird der pH-Wert im Labmagen bei Kélbern
eingestellt. Wasser-ORT-Gemische passieren aufgrund ihrer geringeren Osmolalitat und
Energiedichte den Labmagen in kirzerer Zeit und gelangen so schneller an den Ort ihrer

Absorption, den Dinndarm.

5.3 Einfluss der ORT auf die Milchgerinnung  in vitro und in vivo

5.3.1 Enzymatische Milchgerinnung in vitro

Wie die eigenen und die Untersuchungen anderer Autoren zeigen, kénnen ORT die
Milchgerinnung in vitro stéren bzw. verhindern. Die stattgefundene Gerinnung wurde durch
den Anstieg der Viskositatswerte nach Zugabe von Chymosin quantifiziert. Die Viskositat des
Caseingerustes mit eingelagerter Molke war bei der enzymatischen Gerinnung von Rohmilch
wesentlich héher als bei der Gerinnung des MAT (s. Abb. 40). Ursache hierfur kénnte die
Hitzebehandlung der Milchproteine in der Herstellung des MAT sein. Die Hitzebehandlung
von Milchproteinen beeinflusst vor allem die Sekundarphase der Milchgerinnung (Fox et al.,
1996). Die enzymatische Aktivitdt von Chymaosin wird also nicht behindert. Bei den nativen
pH-Werten zwischen 6,1 und 6,7 zeigten zwei der vier gepriften MAT-ORT-Gemische
Gerinnung in Form ansteigender Viskositatswerte (s. Abb. 41). Im Gegensatz zu den
Untersuchungen von Nappert und Spennick (2003) und Naylor (1992) hatte die
propionathaltige ORT-2Awar trotz der im Vergleich zum MAT erhdhten Ca?*-Konzentration
einen storenden Einfluss in Bezug auf die Caseinausfallung. Die Beeinflussung der
Milchgerinnung stand vermutlich nicht in urs&chlichem Zusammenhang mit der enthaltenen

Puffersubstanz, sondern war den anderen enthaltenen Inhaltsstoffen, wie Probiotika,
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Blutwurz-, Kamille-, Anis- und Fenchelpulver sowie Reisquellmehl geschuldet. Letzteres
durfte auch fiur die hohere Ausgangsviskositat von ORT-2Ayar verantwortlich sein. Eine
Diskrepanz zu den Untersuchungen von Nappert und Spennick (2003) und Naylor (1992)
bestand auch in Bezug auf die bikarbonathaltige ORT-3Ayar, die Gerinnung zeigte, obwonhl
sie eine [HCO3]>40mmol/l aufwies. Die citrathaltige ORT-4Auar Verhinderte bei
unverandertem pH die Caseinausfallung in vitro. Dieses Ergebnis bestatigt die Ergebnisse
der anderen Autoren. Ursache fir das Ausbleiben der Milchgerinnung kdnnte die Bildung von
Calciumchelaten sein. Dadurch stehen die fur die Milchgerinnung unbedingt erforderlichen
Ca**-lonen nicht mehr zur Verfiigung. Die ORT-4Ayar hatte mit 19,5mmol/l den niedrigsten
Ca’*-Gehalt. Da die ORT bei der Aufnahme durch Kalber im Labmagen durch die HCI-
Sekretion angesauert werden, wurde zusatzlich die enzymatische Gerinnung bei pH~5,5
geprift. In dieser Versuchsreihe zeigten alle MAT-ORT-Gemische Gerinnung in Form
ansteigender Viskositatswerte (s. Abb. 42). Die Gerinnung der azetathaltigen ORT-1Ayar
blieb nahezu unverandert. Bei ORT-2Ayar und -4Ayar konnte in dieser Messung ein geringer
Anstieg der Viskositat nach Saure- sowie Enzymzugabe detektiert werden. Die Gerinnung
der ORT-3Auar Wurde durch die Ansauerung verbessert, da hohere Viskositatswerte als in
der vorhergehenden Messung vom Rheometer erfasst wurden. Die Verbesserung der
Gerinnungsfahigkeit konnte auf die Absenkung des pH-Wertes zuriick zu flhren sein, da die
Angaben fur das pH-Optimum von Chymosin je nach experimenteller Bedingung zwischen
5,0 und 6,0 liegen (Fox et al., 1996; Miyoshi et al., 1976; van Hooydonk et al., 1986a; Visser
et al., 1980).

5.3.2 Sauregerinnung in vitro

In der vorliegenden Untersuchung konnte keine Stérung der Sauregerinnung am
isoelektrischen Punkt der Caseine durch die Zugabe von ORT zum MAT festgestellt werden.
Mit Ausnahme von ORT-3Auar Stieg die statische Viskositat des MAT und der MAT-ORT-
Gemische nach Saurezugabe auf pH<4,7 um etwa 3,0 bis 5,0 mPa s an (s. Tab. 52). Die
statische Viskositat von ORT-3Auar Nahm nach der HCI-Zugabe um 0,1mPa s ab. Dieses
Ergebnis ist nicht darauf zurlck zu fiuhren, dass die Inhaltsstoffe von ORT-3Ayar die
Sauregerinnung der Caseine verhinderten. Das in ORT-3Ayar enthaltene HCO3™ reagierte mit
den Protonen zu CO, und H,O. Das in Gasblaschen aufsteigende CO, flihrte zur sofortigen
Entmischung der geféllten Caseine und der Molke (s. Abb. 50). Der Sensor des Rheometers
ermittelte die Viskositat in der Molkephase. Die Viskositat von Molke ist etwas niedriger als

die von Milch.
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Abb.50  ORT-3Ayar Nnach Zugabe von HCI auf pH<4,7

5.3.3 Milchgerinnung im Kalberlabmagen

Im Kalberlabmagen kann die Milchgerinnung sowohl enzymatisch als auch durch die
Wirkung von HClI auf die Caseine herbeigefihrt werden. Anhand der
Labmageningestaproben, die 30min nach Fitterung von MAT und MAT-ORT-Gemischen
entnommen wurden, konnte visuell Gerinnung durch das Vorliegen der zwei Phasen,
Koagula und Molke, in jedem Fall nachgewiesen werden (s. Abb. 39). Nach der
gleichzeitigen Gabe von MAT und ORT wurde kein Durchfall bei den Kélbern in den
Befundbdgen der klinischen Allgemeinuntersuchung dokumentiert. Anhand der CMP-
Bestimmung durch HPLC und SDS-Page in den entsprechenden Ingestaproben konnte
bestatigt werden, dass enzymatische Gerinnung nach Fitterung von MAT-ORT-Gemischen
im Labmagen stattgefunden hat (s. Tab. 53 und 54 sowie Abb. 43-49). Die AUC-Mittelwerte
der CMP-Peaks der HPLC nach Futterung der verschiedenen Trankezubereitungen
unterschieden sich statistisch nicht voneinander. Dieses Ergebnis lasst die Schlussfolgerung
zu, dass die Milchgerinnung im Labmagen durch die gleichzeitige Gabe von MAT und ORT
nicht nachweisbar gestort wird. Nach MAT-Futterung konnte in vier von zehn Ingestaproben
kein CMP nachgewiesen werden. Fur dieses Ergebnis existieren zwei
Erklarungsmaoglichkeiten: (1) Es hat keine enzymatische Gerinnung stattgefunden. Die
Ingestaproben, in denen kein CMP nachweisbar war, wiesen niedrigere durchschnittliche pH-
Werte auf (pH=4,7) als die Proben nach MAT-Futterung, in denen CMP detektiert wurde
(pH=5,5). Sie kdnnten hauptsachlich durch die Wirkung der HCI im Labmagen geronnen
sein. Die Aktivitdt von Chymosin konnte durch die bereits sduregefallten Caseine behindert
worden sein (Dalgleish, 1992). (2) Die enzymatische Gerinnung hat stattgefunden und das
abgespaltene CMP ist durch Chymosin oder Pepsin in kleinere Peptide zerlegt worden. In
Untersuchungen von Coolbear et al. (1996b) wurde CMP in vitro bei niedrigen pH-Werten

von Chymosin in mehrere Fragmente gespalten.
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Zusammenfassung

In vitro ist ein Einfluss von ORT auf die enzymatische Milchgerinnung nachweisbar. Die
Sauregerinnung der Caseine ist auch bei Zusatz von ORT zum MAT bei pH<4,7 gegeben.
Die Milchgerinnung im Labmagen wird durch die gleichzeitige Gabe von Milch bzw. MAT und

ORT nicht nachweisbar gestort.

5.4 Wirkungen des MAT und der ORT auf die Stewart-P arameter
des SBS

Der Azidose durchfallkranker Kélber wird eine wesentliche Bedeutung fur das Verenden der
erkrankten Tiere zugeschrieben (Berchtold, 1998; Constable, 2002b). Die schnelle Korrektur
des SBS kann verhindern, dass der Saugreflex bei Durchfallkdlbern ausfallt (Kasari und
Naylor, 1985; 1986). Daher sollten ORT zur Behandlung von an Diarrhoe erkrankten Tieren
auch zur Bekampfung der Azidose geeignet sein. In der vorliegenden Arbeit wurde der
Einfluss von ORT auf die Stewart-Parameter des SBS untersucht. Grove-White und Michell
(2001) ermittelten einen Zusammenhang zwischen dem Anstieg der [SID;] und der
erfolgreichen Korrektur der Azidose bei durchfallkranken Kélbern. Die erniedrigte Serum-
[SID], hervorgerufen durch Hyponatramie, Hyper-D- und L-Laktatédmie begleitet von Normo-
bis Hyperchloramie beim durchfallkranken Kalb, ist als Hauptursache fir die metabolische
Azidose zu sehen (Constable et al., 2005b).

5.4.1 Serum-[SID 3]

In den Futterungsversuchen wiesen die klinisch gesunden Kalber eine durchschnittliche
Serum-[SIDs]=46,2mmol/l auf. In Abhangigkeit vom [SIDs;]-Wert der verabreichten Tréanke
stieg die Serum-[SID3] an oder fiel ab. Zum Zeitpunkt 120min nach Fitterung von ORT mit
einer [SIDs]292mmol/l kam es bei den Kalbern zu einem geringen durchschnittlichen Anstieg
der Werte flr Serum-[SIDs], der aul3er nach der Fitterung von ORT-3Ayar auch statistisch
signifikant war. Nahmen die Tiere MAT oder ORT mit der niedrigeren [SIDz]<77mmol/l auf,
wurde die Serum-[SID;] nicht verandert oder sogar etwas vermindert (s. Tab. 46). Ein
Anstieg von [SID;] bedeutet alkalische, ein [SIDz]-Abfall saure Reaktionslage (Reinhold et al.,
2006). Daraus lasst sich die Schlussfolgerung ableiten, dass ORT eine [SID3]>90mmol/l
aufweisen sollten, um die Azidose durchfallkranker Kélber wirkungsvoll bekampfen zu
konnen. Betrachtet man die Ergebnisse einer klinischen Studie von Stampfli et al. (1996), in
der die Wirksamkeit einer ORT anhand der Stewart-Theorie Uberprift wurde, erfahrt obige
Schlussfolgerung weitere Unterstutzung. In dieser Untersuchung wurde festgestellt, dass
eine ORT mit einer SID~90mmol/l (88,0+4,7) erfolgreich die Azidose der durchfallkranken
Kéalber bekdmpfen kann. Die Beurteilung der Wirksamkeit von ORT anhand des Stewart-

Parameters SID; erwies sich in der eigenen Untersuchung als geeignet. Dies wird durch

123




Diskussion

andere Autoren bestatigt, die das Stewart-Modell als wichtiges Element flr die Formulierung
von Infusionslésungen und ORT bewerten (Constable et al., 2005b; Kaske und Kunz, 2003;
Morgan, 2005).

5.4.2 Serum-[A ]

Nach der Futterung des MAT und den unterschiedlich zusammengesetzten ORT an die
Kalber fielen die durchschnittlichen Werte flir Serum-[Aswtpro] UNd -[Awt.an] @b, was ebenso wie
ein Anstieg von [SID] eine alkalische Reaktionslage bedeutet. Die Absenkung von Serum-
[At] War z. T. statistisch signifikant (s. Tabellen 47 und 48). Nach der Aufnahme des MAT
und der ORT fuhrten die aufgenommenen Elektrolyte und die Flissigkeit zu einer Zunahme
des Wasseranteils im Blut der Tiere. Dies ging mit einer relativen Absenkung der Serum-
[GE] bzw. der Serum-[Alb] einher. Da Serum-[A] bei der in der vorliegenden Arbeit
durchgefihrten  Berechnung auf der Grundlage der Gesamteiwei-  und
Albuminkonzentrationen im Serum erfolgte, ist Serum-[A«] postprandial vermindert. ORT
durften allerdings kaum Einfluss auf die Synthese von Albumin in den Hepatozyten nehmen.

Der absolute Gehalt von Ay, im Blut bleibt demnach gleich.

5.4.3 Serum-[SIG]

Die durchschnittlichen Werte fir Serum-[SIG] lagen vor der Fultterung bei [SIGapven]= -
1,45mmol/l und [SIGpoven]= -1,51mmol/l. Nach der Futterung wurden mit einigen Ausnahmen
etwas niedrigere Werte erzielt (s. Tab. 49 und 50). Ursache fir eine deutliche Absenkung der
Serum-[SIG] ist eine Zunahme der ungemessenen starken lonen (Funk, 2007). Dies kann fur
die Diagnostik der L- oder D-Laktazidose durchfallkranker Kalber bedeutend sein (Constable
et al., 2005b). In den vorliegenden Untersuchungen ist der Abfall von Serum-[SIG] durch die
Absenkung von Serum-[A,] zu erklaren. Da die Bestimmung der [SIG] anhand [A] erfolgt,
kann ein geringer Einfluss der Serumproteine auf Serum-[SIG] nicht von der Hand gewiesen
werden. Wie in 5.1.2 angefihrt, sollte die Ermittlung von Serum-[Ay] fur Kalber noch weiter

préazisiert werden.

Zusammenfassung

Die Futterung von ORT, die [SIDs;]-Werte >90mmol/l aufweisen, fihren zum nachweisbaren
Anstieg von [SIDg] im Blut. Solche ORT konnen die Azidose durchfallkranker Kéalber
wirkungsvoll bekampfen. Die Serum-[Ay] ist nach der oralen Rehydratationstherapie durch

den Anstieg des Wasseranteils im Blutserum geringgradig vermindert.
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Empfehlungen flr die orale Rehydratation durchfallk ranker Kalber

Durchfallkranke Kalber sollten weiterhin mit Milch oder MAT gefittert werden, um den
Energiebedarf der Tiere zu decken (Garthwaite et al., 1994). Dabei sollte die normale
Kuhmilch bevorzugt werden, da sie fir durchfallkranke Kélber besser verdaulich ist als MAT
(Kunz, 2003; Naylor, 1991). Eventuell kann auch die geringere abomasale pH-Wert-
Auslenkung nach Milchfltterung dazu beitragen, dass sauresensitive Mikroorganismen
abgetottet und die Inzidenz und der Schweregrad der Diarrhoe vermindert werden (Constable
et al.,, 2006). Eine haufigere als dreimal t&gliche Milchfiitterung (=wie unter natirlichen
Bedingungen gegeben) ist vorteilhaft, da extreme Nuchtern-pH-Werte <1,0 nicht auftreten,
die fur die Entstehung von Labmagengeschwiren verantwortlich gemacht werden (Ahmed et
al.,, 2002b). MAT, die keine Caseine enthalten (Nullaustauscher), kénnen negative
Auswirkungen auf die gastrointestinalen Funktionen von duchfallkranken Kélber haben, da
diese im Labmagen nicht gerinnen (Khorasani et al., 1989). Nicht nur eine evtl. vorzeitige
Labmagenentleerung, auch das Fehlen von CMP als Produkt der enzymatischen
Milchgerinnung, das als erstes nach Milchfutterung in den Dinndarm Ubertritt (Scanff et al.,
1992; Yvon und Pelissier, 1987), ist als ungtinstig anzusehen. Die biologischen Funktionen
von CMP, wie Unterdriickung der bakteriellen und viralen Adhédsion an das Darmepithel
(Brody, 2000), konnten sich positiv auf das Vorkommen bzw. den Verlauf von
Durchfallerkrankungen auswirken.

Nach Auftreten erster Symptome einer Durchfallerkrankung sollten Kéalber sofort eine in
Wasser zubereitete, isotone ORT erhalten. Diese Wasser-ORT-Gemische passieren den
Labmagen in kirzerer Zeit als hypertone ORT oder die energiereiche Milchration und
gelangen schneller an den Ort ihrer Absorption, den Dinndarm. So kann die Dehydratation
und Azidose der durchfallkranken Kélber besser bekampft werden und u. a. der Ausfall des
Saugreflexes vermieden werden. Diese in Wasser zubereiteten ORT sollten keine
guellenden Inhaltstoffe, wie Reisquellmehl 0. &., enthalten, da diese die Transitzeit durch den
Labmagen verlangern konnen. AulRerdem Idste in einer Untersuchung von Sweeney (2000)
eine reisbasierte ORT sogar Durchfall bei gesunden Kalbern aus.

Zur Minimierung oder Beseitigung der bei durchfallkranken Kélbern auftretenden negativen
Flissigkeitshilanz sowie der azidotischen Stoffwechsellage kdnnen die ORT zusétzlich in
Milch gelost verabreicht werden. Die ORT muss nicht zeitlich versetzt zur Milchtranke
gegeben werden, da ORT in vivo zu keiner nachweisbaren Stérung der Milchgerinnung
fuhren. Die Stewart-Variable SID eignet sich fir die Beurteilung von ORT (Stampfli, 1996).
ORT mit einer [SIDs;]>90mmol/l koénnen effektiv die Azidose durchfallkranker Kalber

ausgleichen.
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Zusammenfassung

7 ZUSAMMENFASSUNG

Eignung der Stewart-Variablen des Sauren-Basen-Stat  us flr Aussagen Uber Vorgange
im Labmagen und Blut bei unterschiedlich getrankten Kalbern

In der vorliegenden Arbeit wurde im ersten Teil der Untersuchungen zur Einfihrung des
Stewart-Modells in Diagnostik und Therapie Referenzbereiche der Stewart-Variablen bei
Kalbern erstellt.

Dazu wurde bei 17 Kélbern am 1., 3., 7., 14. und 28. Lebenstag arterielles und vendses Blut
sowie Harn entnommen. In den Blut- und Harnproben wurden Serum-[SIDg], -[SIDg4], -[Awtai],
-[Awtrro, -[SIG], PaCO, und PvCO, sowie Harn-[SID;] bestimmt. Die ermittelten
Referenzbereiche werden - mit Ausnahme von Harn-[SIDs] - als reprasentativ angesehen
und stehen fir die Diagnostik von Stérungen des SBS nach dem Stewart-Modell zur
Verfligung.

Ziel des zweiten Teils der Untersuchungen an Kalbern war, den Einfluss von oralen
Rehydratationstranken (ORT) in unterschiedlichen Zusammensetzungen auf abomasale
Bedingungen wie pH, Osmolalitat und [SID;] sowie den systemischen SBS nach dem
Stewart-Modell zu prifen. Gleichzeitig sollten die Auswirkungen von ORT auf die
Milchgerinnung in vitro und in vivo untersucht werden.

Dazu wurde bei drei Kalbern im Alter von 14, 18 und 26 Tagen eine PVC-Kanlle in den
Labmagen operativ eingesetzt. Bei den Kalbern wurde vor und %, 1, 2 und 4h nach
Futterung von Milchaustauscher (MAT), MAT-ORT-Gemischen und Wasser-ORT-Gemischen
Proben von Labmageningesta entnommen. In den Labmageningesta wurden der pH-Wert,
die Flache unter der pH-Zeit-Kurve (area under curve= AUC), die Osmolalitdt sowie die
[SID3] ermittelt. Als Zeichen der stattgefundenen enzymatischen Gerinnung wurde auf3erdem
Caseinomakropeptid (CMP) in den Labmageningestaproben per HPLC und SDS-Page
quantifiziert. Zur Beurteilung des systemischen SBS wurden die Stewart-Parameter Serum-
[SIDs], -[Awtan], -[Awtrro] UNd -[SIG] in den vendsen Blutproben, die vor der Fitterung und 2
bzw. 4h postprandial entnommen wurden, bestimmt.

In vitro wurde die enzymatische Milchgerinnung durch Chymosin bei nativem pH-Wert und
nach Ansauerung des MAT und der MAT-ORT-Gemische auf pH~5,5 durch Messung der
dynamischen Viskositat geprift. Die Sauregerinnung von MAT und MAT-ORT-Gemischen
bei pH=<4,7 wurde durch Messung der statischen Viskositat erfasst.

Nach Fitterung von MAT stieg der abomasale pH-Wert auf 5,19+0,67 (AUC=937+200) an
und sank dann kontinuierlich ab. Vier Stunden nach der Trankung konnten die
Nuchternwerte des pH-Wertes in den Labmageningesta wieder gemessen werden. Nach
Futterung der MAT-ORT-Gemische war die Auslenkung des abomasalen pH-Wertes gré3er

als nach alleiniger MAT-Fltterung. Die Ausgangswerte des pH-Wertes im Labmagen wurden
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erst nach 5,5-6h wieder erzielt. Dabei ist es bemerkenswert, dass nicht der pH-Wert der
Tranke mit der Auslenkung des pH-Wertes in den Labmageningesta korrelierte, sondern
dass viel mehr eine Korrelation zwischen dem [SID;]-Wert der Tranke und der AUC der pH-
Zeit-Kurve nach Futterung von MAT, MAT-ORT-Gemischen sowie Wasser-ORT-Gemischen
bestand. Der abomasale pH-Wert Kkorrelierte auch mit dem [SIDg]-Wert der
Labmageningesta. Dies unterstreicht die Bedeutung der SID fir die Einstellung des pH-
Wertes im Labmagen.

Nach Fitterung der Wasser-ORT-Gemische war die abomasale pH-Wert-Auslenkung
geringer und zeitlich verkdrzt. Dies resultiert aus den niedrigen [SID;]-Werten, der niedrigen
Osmolalitdt, dem niedrigen Energiegehalt sowie der fehlenden Gerinnung der in Wasser
zubereiteten ORT. Durch die verkirzte abomasale Transitzeit von Wasser-ORT-Gemischen
konnen die wirksamen Inhaltsstoffe schneller im Dinndarm absorbiert werden. Das ist fur die
unverzlgliche Rehydratation von durchfallkranken Kalbern vorteilhaft.

In vitro konnte eine Stérung der Milchgerinnung bei zwei der gepriften MAT-ORT-Gemische
durch einen ausbleibenden Anstieg der Viskositat nach Enzymzugabe dargestellt werden.
Nach Ansauerung auf pH~5,5 mit Salzsdure und Enzymzugabe - wie es unter natdrlichen
Umstanden im Labmagen geschieht - konnte bei jeder Zubereitung Milchgerinnung durch die
Erhéhung der Viskositat detektiert werden. Auch die alleinige Gerinnung durch Saure bei
pH=<4,7 war in allen MAT-ORT-Gemischen gegeben.

Die Milchgerinnung in vivo konnte durch das Vorliegen von zwei Phasen in den
Labmageningestaproben nachgewiesen werden. Durch die CMP-Bestimmung in den
Labmageningesta, die 30min nach der Fitterung entnommen wurden, mittels HPLC und
SDS-Page konnte bestatigt werden, dass enzymatische Milchgerinnung stattgefunden hat.
Durch Vergleich der AUC der CMP-Peaks der HPLC nach Fitterung der verschiedenen
Tranken konnte kein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden. Demnach wird die
Milchgerinnung im Labmagen durch die gleichzeitige Gabe von Milch/MAT und
handelsiiblichen ORT nicht gestort.

Nach Futterung von ORT, die [SID;]-Werte 292mmol/l aufwiesen, konnte ein Anstieg von
Serum-[SIDs;] im Blut nachgewiesen werden. Die ansteigenden Serum-[SID;] und die
zeitgleich nach jeder Trankung auftretende Verminderung von Serum-[A] fUhren zur
alkalischen Reaktionslage im Organismus, wodurch die Azidose durchfallkranker Kalber

wirkungsvoll bekampft wird.
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8 SUMMARY

Suitability of the Stewart variables of acid-base s  tatus in the analysis of processes in
the abomasum and blood of calves on differing diets

The introduction of the Stewart model of acid-base status into standard veterinary
diagnostics and clinical practice is limited by the lack of reliable reference values for calves.
For this reason, the first part of the present publication is concerned with the establishment of
such reference values.

For this purpose arterial and venous blood samples as well as urine samples of 17 calves
were collected at days 1, 3, 7, 14 and 28 post natum. In the blood and urine samples Serum-
[SID3], -[SID4], “[Attan]: -[Awtrrol, -[SIG], PaCO,, PvCO, and Urine-[SIDs] were determined.
The calculated reference values are representative - with the exception of Urine-[SIDs] - and
are available for clinical diagnostics of disturbances of acid-base status according to the
Stewart model.

Aim of part two of the present study was to analyze the influence of differently prepared oral
rehydration solutions (ORS) on abomasal parameters such as pH, osmolality and [SID;] as
well as on the Stewart variables of acid-base status in blood. Simultaneously, the effects of
ORS on milk clotting in vitro and in vivo were examined.

Three calves aged 14, 18 and 26 days were surgically instrumented with an abomasal plastic
cannula. Samples of the abomasal fluid were taken before and %2, 1,2 and 4h after feeding of
milk replacer (MR), MR-ORS- and Water-ORS-mixtures. In abomasal ingesta pH, area under
curve of the pH-time-curve (AUC), osmolality and [SID;] were determined. In order to
guantify enzymatic milk clotting in the abomasum, Caseinomacropeptid (CMP) was
measured in the abomasal fluid by HPLC and SDS-Page. For evaluation of the systemic
acid-base status of the calves the Stewart variables Serum-[SIDz], -[Awtan], -[Awtrro] @and -
[SIG] were detected in venous blood samples, which were taken before and 2h respectively
4h after feeding.

The in vitro milk clotting by chymaosin both at the original pH and after acidification at pH~5,5
of the MR and the MR-ORS-mixtures was quantified by measuring dynamic viscosity. The
milk clotting by acid of MR and MR-ORS-mixtures at pH=<4,7 was registered via
Measurement of static viscosity.

After feeding of MR the abomasal pH reached values of 5,19+0,67 (AUC=937+200) and then
pH continuously dropped. Four hours after feeding the fasting values were re-established.
After feeding of MR-ORS-mixtures the maximum performance of pH in the abomasal fluid
was greater than after an exclusive MR feeding regime. The bench mark of abomasal pH
was achieved 5,5-6h after feeding. It is remarkable that the pH of the MR and ORS do not

correlate with the AUC of the pH-time-curve in the abomasal fluid. Instead, there was a
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correlation between the [SIDs]-values of the different feeding regimes and the AUC. The
abomasal pH also correlated with the abomasal [SID;]-values. This emphasizes the meaning
of SID for the adjustment of pH in the abomasal fluid.

After feeding of Water-ORS-mixtures, the deflection of abomasal pH was shortened,
because of lower [SID;]-values, lower osmolality, less energy content and absent milk
clotting of the ORS prepared in water. Due to shortened abomasal transit of Water-ORS-
mixtures the absorption of the efficacious substances of the ORS occurs faster. This seems
to be beneficial for the immediate rehydration of calves with diarrhoea.

In vitro two of the MR-ORS-mixtures failed to clot milk. After addition of chymosin no
increase of viscosity was detected. After acidification at pH~5,5 with hydrochloric acid and
addition of the enzyme - occurring naturally in the abomasum of calves - milk clotting was
measured in every case. Also, acidification without chymosin at pH<4,7 caused milk clotting
in every MR-ORS-mixture.

The milk clotting in vivo was demonstrated by the existence of two phases, the coagulum
and the wheat, in the samples of abomasal fluid after feeding MR and MR-ORS-mixtures. By
the use of HPLC and SDS-Page, CMP could be identified in every sample of abomasal fluid
after feeding of MR-ORS-Mixtures. The comparison of the AUC of the CMP-Peaks in the
abomasal content after feeding of MR and the different MR-ORS-mixtures was hot
statistically different. According to this, commercial ORS do not interfere with milk clotting in
the abomasum.

After feeding of ORS with [SID;]-values =292mmol/l an increase of Serum-[SID;] was
detected. The increased Serum-[SID;] and the simultaneously measured decrease of Serum-
[At] cause an alkaline state in the organism, by which the acidosis of calves with diarrhoea

is reduced effectively.
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