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1 Tierarztliche Klinik Altforweiler und 2 Tierklinik Hochmoor, Gescher Hochmoor

Zusammenfassung

Pferde als Pflanzenfresser bendtigen fir die Verdauungsvorgénge im Magen-Darm-Kanal eine Vielzahl von Mikroorganismen. In der Patho-
genese der equinen Kolikerkrankungen spielen die aus einem‘T;éil dieser Bakterien stammenden Endotoxine (Lipopolysaccharide, LPS) eine
wichtige Rolle. Das Caecum und das Colon ascendens scheinen der Ort einer pathologischen Endotoxinabsorption beim Pferd zu sein. Mit
Hilfe von Limulus-Amoebozyten-Lysat-Tests (chromogenes Substrat, Endpunkt Methode) wurden die Endotoxinkonzentrationen bei 52 ge-
sunden Pferden und 105 an Magen-Darm-Kolik erkrankten Pferde bestimmt. Durch wiederholte Messungen wurde die Entwicklung der
Endotoxinkonzentration bei Kolikpferden im Krankheitsverlauf untersucht. Im Plasma allér gesunden Pferde wurden Endotoxine nachgewie-
sen, mit einem Mittelwert von X = 5,90 pg/ml + 2,78 pg/ml. Bei 90,5% der Pferden mit Kolik lag die Endotoxinkonzentration in der ersten
Probe nach Einlieferung in die Klinik Gber 10 pg/ml. Kolikformen mit grundsatzlich hohen Endotoxinkonzentrationen konnten herausgefunden
werden. In dieser Untersuchung waren das die Hernia foraminis omentalis mit einem LPS-Mittelwert von 91,57 pg/ml, die Dinndarmstran-
gulation durch Lipoma pendulans mit einem LPS-Mittelwert von 89,32 pg/ml und die Torsio coli totalis 360° mit einem LPS-Mittelwert von
88,21 pg/ml.

Schliisselworter:  Pferd, Kolik, Endotoxin, Lipopolysaccharide, Limulus-Amoebozyten-Lysat

Endotoxaemia in colic ilinesses in horses — quantitative analysis and clinical relevance

Horses as herbivores require a multitude of micro-organisms for the digestive processes in the gastrointestinal tract. The endotoxins (lipopo-
lysaccharides, LPS) originating from a part of the bacteria play an important role in the pathogenesis of equine colic illnesses. The caescum
and the colon ascendens appear to be the site of a pathological absorption of endotoxins in horses. With the aid of limulus-amoebocyte-ly-
sate tests (chromogeneous substrate, end-point method) the endotoxin concentrations were analysed in 52 healthy horses and 105 horses
suffering from gastrointestinal colic. The development of the endotoxin concentration in the case of horses suffering from colic was investi-
gated through repeated measurements throughout the course of the illness. Endotoxins were identified in the plasma of all healthy horses at
a mean value of X = 5.90 pg/ml + 2.78 pg/ml. In 90.5% of the horses with colic, the concentration of endotoxins in the first sample subse-
quent to admission to the clinic was over 10 pg/ml. It was possible to determine specific forms of colic accompanied by fundamentally high
concentrations of endotoxins. In this investigation these were omental foramen hernia with a mean LPS value of 91.57 pg/ml, small intestinal
strangulation by lipoma pendulans with a mean LPS value of 89.32 pg/ml and colon torsion 360° with a mean LPS value of 88.21 pg/ml.

keywords: horse, colic, endotoxin, lipopolysaccharides, limulus-amoebocyte-lysate

Einleitung

Der Begriff ,,Kolik” umfasst eine Vielzahl der Bauchhdhlener-
krankungen des Pferdes, in deren Pathogenese unter ande- Magen-Darm-Koliken entwickeln und denen in der Literatur
rem die bakteriellen Endotoxine (Lipopolysaccharide, LPS) eine groBe klinische Relevanz beigemessen wird, sind:

eine Rolle spielen. Magen-Darm-Koliken flhren, in Abhangig-  a. Disseminierte intravasale Gerinnung (DIG, Verbrauchs-
keit von ihrer Art und Dauer, zu einer gestorten Blutversor- koagulopathie) (Morris 1992; Morris und Beech 1983),
gung der Darmwand (Ischédmie), die eine Zerstdrung der in-  b. Hufrehe (Moore et al. 1979, Sprouse et al. 1987;
takten Mukosabarriere hervorruft und dadurch eine Endoto- Stashak 1989; White Il 1990; Cohen et al. 1994),
xin-Translokation aus dem Darmlumen in die Blutbahn er-  c. Kolitis, Typhlokolitis (Rooney et al. 1966; Gao et al.
maglicht (Moore 1985). Ublicherweise wird die Endotoxamie 1988; Muray 1990, Pohlenz 1993; Weiss 1993),

beim Kolikpatient als Ausléser eines hypovoldmischen d. Postoperatives Auftreten von paralytischem lleus (King
Schocks betrachtet (Moore 1985; Morris 1987; Muir 1987; und Gering 1997).

Endotoxinassoziierte Begleiterkrankungen, die sich aus

Rose und Wright 1991, Meister et al. 1992), der klinisch von
einer Erhdhung der Herz- und Pulsfrequenzen, Kalte in der
Peripherie, Zyanose der sichtbaren Schleimhaute, vermin-
derter KapillarfGllungszeit, sowie Oligurie oder sogar Anurie
gepragt ist (Huskamp et al. 1982). Bei Strangulationskoliken
werden die Endotoxine mit intraoperativen Komplikationen
sowie mit hoher postoperativer Morbiditat und Mortalitat in
Zusammenhang gebracht (Holland et al. 1986).
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Die Angaben Uber die quantitative Anwesenheit der Endo-
toxine im Blut von Pferden mit Kolik sind in der Literatur im-
mer noch sparlich. Die beschriebenen Nachweisverfahren
sind meistens qualitativ oder semiquantitativ, und be-
schranken sich auf den Befund ,endotoxin-positiv oder
»endotoxin-negativ’. Ein direkter Vergleich von vorhande-
nen Studien ist ebenfalls schwierig, da sich die Extraktions-
vorgdnge und Testverfahren voneinander unterscheiden
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(King und Gerring 1988). ,Endotoxin-&hnliche“ Stoffe wur-
den erstmals durch Meyers et al. (1982) im Blut einiger Ko-
likpatienten nachgewiesen. Es handelte sich dabei um 43%
der an Kolik erkrankten Pferde. King und Gerring (1988)
konnten die LPS bei 27% der untersuchten Kolikpatienten
nachweisen. Nach Moore (1991) kommt die Endotoxamie
bei mindestens 25% der Pferde mit Kolik vor.

Die genauen Endotoxinkonzentrationen bei "bestimmten
endotoxinassoziierten Krankheitszustanden bei Mensch
und Tier konnte man erst dann bestimmen, als vor wenigen
Jahren der qualitative Limulus-Amoebozyten-Lysat-Test
(LAL) zum Endotoxinnachweis zu einer quantitativen Me-
thode weiterentwickelt wurde (Birk 1988; Dreist 1988; Van-
Deventer 1988). Das Ziel unserer Untersuchung war, die
Hé&ufigkeit und das genaue AusmaRB einer Endotoxamie bei
Pferden mit Magen-Darm-Kolik zu bestimmen. Der Grund-
gedanke war, eine Vorstellung zu gewinnen, inwieweit die
Endotoxine am Krankheits- und Schockgeschehen des Ko-
likpatienten beteiligt sind. AuBerdem war es im Hinblick auf
eine gezielte antiendotoxische Therapie von klinischer Be-
deutung, Kolikformen mit grundséatzlich hoher LPS-Absorp-
tion herauszufinden.

Material und Methodik

Das Probenmaterial dieser Untersuchung stammte von 105

Kolikpatienten und 52 klinisch gesunden Pferden. Die Ent-

nahme der Blutproben erfolgte in der Tierklinik Hochmoor

im Zeitraum vom Mérz bis Oktober 1992.

Die Kolikpatienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt:

1. Chirurgisch behandelte Pferde: In diese Gruppe wurden
alle operativ behandelten Patienten aufgenommen. Sie
enthalt 80 Patienten, davon 50 Uberlebende und 30 ver-
endete Pferde. Die erste Blutprobe wurde vor der Ope-
ration entnommen. Die 2., 3. und 4. Probe wurde 8, 16
und 40 h post operationem entnommen. Die Entnahme
der 1. und 2. Probe erfolgte in jedem Fall, wahrend die
3. und 4. Probe nur bei anhaltend schlechtem Allge-
meinbefinden entnommen wurde.

2. Konservativ behandelte Pferde: 25 Patienten, davon 18
Uberlebende und 7 verendete Pferde. In diese Gruppe
gehdren nur Patienten mit gestdrtem Allgemeinbefin-
den, bei denen zunachst eine operative Indikation zwei-
felhaft war, oder eine Operation ausdricklich nicht ge-
nehmigt wurde. Kolikpatienten mit spastischer Kolik,
Tympanie oder primarer Dickdarmverstopfung, die ein
ungestortes Allgemeinbefinden aufwiesen, wurden in
der Untersuchung nicht berilcksichtigt. Die erste Blut-
probe wurde nach der Eingangsuntersuchung entnom-
men. Die Entnahme der 2. Probe erfolgte bei anhaltend
gestortem Allgemeinbefinden 8 h spéter.

Von den Kklinisch gesunden Pferden (Kontroligruppe) wurde

unabhéngig von der Tageszeit und Fitterung jeweils nur ei-

ne Probe entnommen (Tab. 1).

Bei der Endotoxinbestimmung wurde sowohl bei der Pro-

bengewinnung als auch bei der Probenauswertung streng

auf eine pyrogenfreie Technik geachtet. Die Blutentnahme

326

erfolgte aus der V. jugularis oder aus der V. thoracica su-
perficialis. Die Punktionsstelle wurde vorher rasiert und mit
Alkohol und Jod desinfiziert. Bei der Probengewinnung
wurde die Vakuumtechnik der Firma Becton Dickinson Va-
cutainer Systems ,Vacutainer verwendet (Vakuumrohrchen
7 ml, mit Lithium Heparin 143 Einheiten U.S.P. und Doppel-
kanule 1,2 x 40 mm). Die Blutproben wurden anschlieBend
15 min lang bei 3.000 U/min zentrifugiert. Das gewonnene
thrombozythenarme Plasma wurde bis zum Tag der Aus-
wertung bei -25°C gelagert.

Tab. 1. Beteiligung der verschiedenen Kolikursachen bei konser-

vativ und operativ behandelten Pferden sowie bei der
gesamten Patientengruppe mit der Anzahl der Uberle-

benden (U) und der verendeten (V) Patienten

Incidence of the different causes of colic.in horses trea-
ted conservatively and surgically and in all colic patients,

plus the number of patients that survived (U) and the
number that died (V)

Behandlungsart
Erkrankung konservativ operativ insgesamt

n n n

U 6 U: 24 U: 30
Ddnndarm 9 34 43

V 3 V: 10 V: 13

U 12 U: 22 U: 34
Dickdarm 13 36 49

\% 1 V: 14 V: 15
Dinndarm und 0 - U 4 U 4
Dickdarm — 5 5
kombiniert V — VoA Vi1

0 - U - 0 -
Rupturen 1 3: 4

\% 1 V: 3 V: 4

U - U - 0 -
primére — 2 2
Peritonitis Y - Ve 2 V. 2
i 0 - U — 0 =
Ubrige * 2. — 2

Vv 2 Vi — Vi 2

U 18 U: 50 U: 68
insgesamt 25 80 105

\% 7 V: 30 V: 37

Als ,Ubrige* wurden zwei konservativ behandelte Pferde be-
zeichnet, die bei der Ankunft und wahrend der Behandlung
deutliche Koliksymptome zeigten, deren Ursache jedoch keine
Magen-Darm-Erkrankung war.

Als Kklinische Parameter, die den Zustand des Patienten
annahernd objektiv anzeigen und die durch den EinfluB der
Endotoxine eine Abweichung erfahren, wurden Puls, At-
mung und innere Kdérpertemperatur bestimmt. Die Labor-
parameter Hamatokrit, Plasma-Gesamtprotein, Blutgase,
Elektrolyte, Fibrinogen und die fir das Pferd leberspezifi-
schen Enzyme SDH und GLDH dienten zur Erganzung der
klinischen Untersuchung.

Pferdeheilkunde 15




Quantitative Endotoxinbestimmung

Der quantitative Endotoxinnachweis erfolgte mit dem Limu-
lus-Amoebozyten-Lysat (LAL)-Test mit chromogenem Sub-
strat. Das fUr die Zwecke dieser Untersuchung zur Verfu-
gung stehende ,FP-900 analyser system® bestand aus ei-
nem 9-Kanal-Photometer ,FP-901 Chemistry Analyser”, In-
kubator ,FP-401“ und Pipettierungsystem ,FP-900" (Labsy-
stems Oy, Pulttitie 8, P.O.Box 8, 00881 Helsinki, Finnland).

Das Test-Simplet COATEST® Endotoxin CH-B: X0016-51
(Chromogenix AB, Taljegardsgatan 3, S-431 53 MédIndal,
Sweden) zur quantitativen Bestimmung von Endotoxin in
Plasma enthalt folgende Reagenzien:

Reagenz: CH.-B:
1 x S-2423 Lyophilisiertes

chromogenes Substrat

(Ac-lle-Glu-Gly-Arg-pNA~HCL)

mit Mannitol als Fullstoff 10 mg 93619-51
5 x Limulus-Amoebozyten-Lysat (LAL) 23 mg. 29357-51
1 x Puffer (0,05 mol/l Tris, pH 9,0) 10 ml 93513-54
1 x Endotoxinfreies Wasser 50 ml 29249-51
2 x Endotoxin (E. coli 0111:B4) in Humanalbumin 29238-52

Dieser Endotoxinstandard wurde gegen den FDA-Standard
EC-5 lot F und den WHO-Standard 84/650 kalibriert. Ein
Flaschchen aus dem Test-Simplet enthalt 21,6 EU (12 EU =
1 ng) lyophilisiertes Endotoxin.

Herstellung der Reaktionsansétze

Alle Reagenzien und das Plasma wurden vor dem Auflésen
bzw. Verdinnen auf Raumtemperatur gebracht. Zur Erstel-
lung einer Standardkurve ist der Endotoxin-Standard E. coli
0111:B4, 21,6 EU/Flasche mit 1,80 ml sterilem, endotoxin-
freien Wasser geldst und mit einem Vortexmixer 3 min ge-
schittelt worden. Somit wurde eine Konzentration von 12,0
EU/ml hergestellt. Das Lysat wurde mit 1,40 ml sterilem,
endotoxinfreien Wasser aufgeldst und vorsichtig geschut-
telt, um eine Schaumbildung zu vermeiden. Nach minde-
stens 10minttigem Stehen bei Raumtemperatur war die
Loésung gebrauchsfertig. Das S-2423-Substrat wurde mit
7,20 ml endotoxinfreiem Wasser zu einer Konzentration von
2 mmol/l aufgeldst. Die gleiche Menge von S-2423-Sub-
stratldésung und Puffer wurde gemischt und auf 37°C er-
warmt.

Reaktionsprinzip

Gramnegatives bakterielles Endotoxin aktiviert das Proen-
zym im Lymulus-Amoebozyten-Lysat (LAL). Das gebildete
Enzym spaltet p-Nitroanilin (pNA) von chromogenem Sub-
strat S-2423 ab. Die pNA-Freisetzung wird photometrisch
bei 405 nm Wellenlange entweder nach dem Abstoppen
der Reaktion mit Essigsaure (Endpunktmethode) oder kon-
tinuierlich (Kinetikmethode) gemessen. Die Korrelation zwi-
schen Endotoxinkonzentration und Freisetzung von pNA
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|48t eine quantitative Aussage zu. Die Nachweisgrenze die-
ses Verfahrens liegt bei einem Wert von 1 pg Endotoxin/ml
Plasma.

Standardisierung

Zur Erstellung einer Standardkurve diente das Plasma eines
klinisch gesunden Pferdes, dem eine bekannte Menge von
Endotoxin zugegeben wurde. Es wurden 5 Standard-Ver-
dinnungen von Endotoxin mit Plasma nach folgendem Vor-
gang angefertigt:

Standard endotoxinfreies Pferde- Endotoxin- - Standards
Wasser plasma 16sung EU/mI
1,2 EU/mi Plasma
(1) (D) (k)
1 1800 200 0 Leerwert
2 1790 200 10 0,06
3 1775 200 25 0,15
4 1750 200 50 0,3
5 1700 200 100 0,6

— die Endotoxin Stammldsung (12 EU/ml) wurde 1:10 auf
1,2 EU/ml verdinnt.

— die Standards sind unmittelbar nach der Herstellung 5
min im Wasserbad bei 75°C hitzebehandelt worden. Da-
nach waren sie 24 Stunden bei 2-8°C stabil.

- jede Standardverdinnung wurde bei Erstellung der Stan-
dardkurve doppelt gemessen.

Probenbehandlung

Die Plasmaproben zur Endotoxinbestimmung wurden auf
Raumtemperatur gebracht. Danach erfolgte ein einmin(ti-
ges Schitteln im Vortexmixer. AnschlieBend wurde das
Plasma im Verhaltnis 1:10 mit pyrogenfreiem Wasser in
Schraubglaschen verdinnt und fir 5 min bei 75°C im Was-
serbad hitzebehandelt. Die behandelten Proben waren 24
Stunden bei 2-8°C stabil. Um die Gefahr eines vogetausch-
ten positiven Ergebnisses auszuschlieBen, speziell bei mil-
chigtriiben oder hamolytischen Proben, wurde der Absorp-
tionskoeffizient flr jede Plasmaprobe ohne Zugabe der
Reagenzien gemessen (sogenannte ,Blankprobe®).

Beschickung der Mikroklvette

Fur die Untersuchung wurden sterile, pyrogenfreie Mikro-
klvetten mit 9 Kavitaten bzw. Vertiefungen (3 Zeilen und 3
Spalten) bendtigt (,FP-900" Labsystems Oy). Drei Kavitaten
einer Spalte sind mit gleichem Standard bzw. Plasmaprobe
belegt worden, so daB in einer MikrokUvette immer gleich-
zeitig 3 Standards oder Plasmaproben getestet werden
konnten. Die ersten zwei Kavitdten der Zeile dienten der
Endotoxinmessung (Doppeltbestimmung), und in der dritten
Kavitat wurde die Blankprobe gemessen.
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Zugabe der Reaktionsansétze in die Mikroklvettenvertiefung

1. Standard o. Plasmaprobe (20-25°C) 50 ul
inkubiert bei 37°C 5 min

2. LAL Losung (37°C) 50 ul
gemixt und inkubiert bei 37°C genau 30 min

3. Substrat-Pufferlésung (37°C) 100
gemixt und inkubiert bei 37°C genau 10 min

4. Essigsaure 20% sofort gemixt 100 ul

Nach Zugabe von LAL in die erste Mikrokivettenvertiefung
ist eine streng konstante Zeitfolge eingehalten worden.
Beim Pipettieren wurde auf eine konstante Geschwindigkeit
geachtet (Verwendung der Repetierpipette). Nach Zugabe
von Essigséure waren die Proben innerhalb von 4 Stunden
stabil. Die Messung des Absorptionskoeffizienten (OD-opti-
cal density) erfolgte allerdings 5-10 min nach dem Abstop-
pen der Reaktion im Photometer bei 405 nm Wellenlange.

Fur die ,Blankprobe“ wurden der 50 pl Standard- oder .

Plasmaprobe 150 pyl Wasser und 100 ul Essigsaure zuge-
geben. Nach dem Ablesen der Absorptionskoeffizienten
(OD) einer Mikroktivette wurde vom OD-Wert jeder Plasma-
probe oder jedes Standards der OD-Wert der ,Blankprobe”
abgezogen:

OD = ODg» — ODg

Die Plasmaproben hatten manchmal héhere OD-Werte als
der OD-Wert des Standards mit der hdchsten Endotoxin-
konzentration, d.h. der OD-Wert der Plasmaprobe lag
auBerhalb des Bereiches der Standardkurve. In solchen
Fallen wurde die vorbereitete Plasmaprobe zusatzlich 1:2
(auf 1:20) verdinnt und neugemessen.

Erstellung der Standardkurve

FUr die Erstellung einer Standardkurve wurde ein PC mit
Graphikprogramm genutzt. Anhand der bekannten zugege-
benen Endotoxinmengen (Werte der y-Achse) und gemes-
senen OD (Werte der x-Achse) wurde die Standardkurve in
linearer Darstellung ermittelt. Die Standardkurve zeigte fur
die zugegebene Endotoxinmenge im Bereich von 0,06
bis 0,6 EU/mI immer einen linearen Verlauf mit dem r-Koef-
fizient bis annadhernd 1. Allerdings hat sich gezeigt, daf3 erst
die zugegebene Endotoxinmenge von mehr als 1,8 EU/ml
eine Standardkurve ergibt, die im oberen Bereich
eine Abweichung zeigt bzw. nicht mehr linear ist. Diese
Standardkurve 143t sich mathematisch durch die Gleichung
y=Ax+B ausdricken (A=Steigung der Geraden;
B = Schnittpunkt mit der x-Achse; y = zugefligte Endotoxin-
menge; x = Gemessener Absorptionskoeffizient (OD)). Da x
und y bekannte Werte sind, lassen sich die Konstanten A
bzw. B bestimmen (das Berechnen dieser Werte erfolgte
durch den Computer). Die unbekannte Endotoxinkonzen-
tration der Plasmaprobe in EU/mI lieB sich dadurch ermit-
teln, daB der Absorptionskoeffizient der Plasmaprobe als x-
Wert gesetzt wurde. Da die Plasmaproben doppelt gemes-
. sen wurden, ist fir die Auswertung ein OD-Mittelwert ge-
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nommen worden. Zum SchluB wurden die ermittelten
Endotoxinkonzentrationen aus den EU/mI-Einheiten in
pg/mi-Einheiten nach der Gleichung 12 EU/mi=1000 pg/ml
umgerechnet. Die Endotoxinbestimmung wurde im Institut
fur Pharmakologie und Toxikologie der Tierarztlichen Hoch-
schule Helsinki, Finland unter wissenschaftlichen Betreuung
von Prof. Dr. Markus Sandholm durchgefUhrt. Die Leberen-
zym- und die Fibrinogenbestimmung erfolgte im Zentralla-
bor der Tierarztlichen Hochschule Helsinki, und im ,Finnish
Red Cross Blood Transfusion Laboratory” in Helsinki. Die
Unterschiede zwischen den MeBwerten der verschiedenen
Gruppen sind Uber eine Berechnung der Differenzsignifi-
kanz mittels Mann-Whitney U-Test geprift worden. Die Be-
ziehungen zwischen Endotoxinkonzentration und Puls- und
Atmungsfrequenz, innerer Korpertemperatur, Hamatokrit,
Plasma-Gesamtprotein, Fibrinogen, SDH, GLDH, Anion
gap, Bikarbonat, Kalium, Natrium und Chlorid sowie Fibri-
nogen und den Parametern SDH und GLDH wurden bei
Kolikpatienten fUr jede einzelne Probe durch eine Berech-
nung des Pearson-Korrelationskoeffizienten (PKK) getestet.

Ergebnisse

Vergleich der Ergebnisse der klinisch gesunden Pferde und
der Pferde mit Kolik

Der Wertebereich fiir die Parameter Endotoxinkonzentrati-
on, Puls, Atmung, H&matokrit, SDH und GLDH sowie Anion
gap liegt bei den Pferden mit Kolik héher als bei der Kon-
troligruppe. Im Gegensatz dazu sind die Fibrinogenkonzen-
tration, Kalium und Chlorid bei gesunden Pferden hoher.
Diese Unterschiede sind statistisch sehr hoch signifikant
(p < 0,001). Weiterhin unterscheidet sich die Kontroligruppe
von den Kolikpatienten durch die niedrigere Plasma-Ge-
samtproteinkonzentration und den héheren pH-Wert. Im
Hinblick auf diese Werte ist der Unterschied statistisch sig-
nifikant (p < 0,05).

In den Parametern innere Korpertemperatur, Base Excess,
Bikarbonat und Natrium unterscheiden sich die gesunden
Pferde von den Kolikpatienten statistisch nicht signifikant
(p > 0,05).

Endotoxin

Endotoxine bei gesunden Pferden (Kontrollgruppe)

Im Plasma aller gesunden Pferde (n=52) sind Endotoxine
nachgewiesen worden. Der Mittelwert fir Endotoxinkon-
zentration betrug X = 5,90 pg/ml mit einer Standardabwei-
chung von 2,78 pg/ml (Abb. 1). ‘

Endotoxine bei Pferden mit Kolik

Im Plasma aller Pferde mit Kolik wurden Endotoxine nach-
gewiesen. Mit nur wenigen Ausnahmen nahm dieser Endo-
toxinspiegel von der ersten bis zur vierten Probe ab. Bei
90,5% der Pferde mit Kolik befand sich die Endotoxinkon-
zentration in der ersten Probe mit Gber 10 pg/ml hoch sig-
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nifikant héher (p < 0,001) als die durchschnittliche Endoto-
xinkonzentration der Kontrollgruppe ( X = 5,90 pg/ml).
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KONTROLLGRUPPE n = 50
X 90 pg/ml + 2,78 pg/mli

0 33 66 100
Endotoxin - pg/ml

Abb. 1: Frequenz-Histogramm der Endotoxinkonzentration bei
Pferden der Kontrollgruppe.

Frequency histogram of endotoxin concentrations in
horses from the control group.

Die Abbildungen 2a,b und 3a bis 3d zeigen in Form eines
Frequenz-Histogramms die Dynamik der Endotoxamie im
Krankheitsverlauf bei konservativ behandelten Patienten
(zwei Proben) und bei chirurgisch behandelten Patienten
(vier Proben).
Der Mittelwert der Endotoxinkonzentrationen bei sémt-
lichen Pferden mit Kolik betrug in der ersten Probe
X = 65,90 £ 29,90 pg/ml. In der 2. und der 3. Probe zeigte
die durchschnittliche Endotoxinkonzentration eine abneh-
mende Tendenz. So betrug die LPS-Konzentration fir die
2. Probe X = 48,46 =+ 25,03 pg/ml, fir die 3.
X = 34,73 + 20,97 pg/ml und fir die ‘4. Probe
X = 38,16 + 11,99 pg/ml. Die Anzahl der Proben von der 1.
bis 4. betrugn =105, n =67, n =46 und n = 10 (Abb. 4a).
Die Endotoxinmessung bei Kolikpatienten ergab, daB ein
Strangulationsileus als schwerste Kolikform gleichzeitig eine
sehr hohe Endotoxinabsorption ermdglicht. In dieser Unter-
suchung waren das:
— Hernia foraminis omentalis (LPS-Mittelwert=91,57 pg/ml,
n = 4 Patienten),
— DUnndarmstrangulation durch Lipoma pendulans (LPS-
Mittelwert = 89,32 pg/ml, n = 3 Patienten)
— Torsio coli totalis 360° (LPS-Mittelwert=_88,21 pg/ml,
n = 10 Patienten)
Bei den Typhlokolitispatienten (n = 6) wurden keine sehr ho-
hen Endotoxinwerte nachgewiesen. Der durchschnittliche
Endotoxinspiegel dieser Patienten fir die 1. Probe ent-
sprach mit X = 66,02 pg/ml fast exakt dem Durchschnitts-
wert aller Kolikpatienten X = 65,90 pg/ml).
Die statistische Auswertung der Hbhe der gemessenen
- LPS-Konzentrationen in der ersten Probe zeigte keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen konservativ und operativ
behandelten Pferden (p < 0,5), sowie zwischen Uberleben-
den und verendeten Patienten (p > 0,5). Darlber hinaus
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zeigte die Korrelationsanalyse zwischen Endotoxinkonzen-
tration und den anderen gemessenen Parametern keine
signifikanten Zusammenhénge (p > 0,1). Nur die Korrelation
mit der Fibrinogenkonzentration war in der 1. Probe hoch
signifikant negativ (PKK = -0,324, p < 0,001).

Fibrinogen

Fibrinogen ist als Gerinnungsfaktor bei einer disseminierten
intravasalen Gerinnung (Verbrauchskoagulopathie) beteiligt,
spielt aber auch als ,Akute-Phase-Reaktant“ eine Rolle in
der ,Akute-Phase-Antwort” der Leber. Da die Lipopoly-
saccharide beim Kolikpatient beide Reaktionen auszu-ldsen
vermogen, war es sinnvoll zu ermitteln, wie sich die Fibrino-
genkonzentration im Laufe einer Kolikerkrankung verandert.
Die durchschnittliche Fibrinogenkonzentration bei Kolik-
patienten war in der ersten Probe, im Gegensatz zur
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Abb. 2a, b: Frequenz-Histogramm der Endotoxinkonzentration in
der ersten Probe (Abb. 2a) und 8 Stunden spéter in der
zweiten Probe (Abb. 2b) bei konservativ behandelten Pa-
tienten.

Frequency histogram of endotoxin concentrations in the
first sample (2a) and 8 hours later in the second sample
(2b) in patients treated conservatively.
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Endotoxinkonzentration, deutlich geringer als die durch-
schnittliche Fibrinogenkonzentration der gesunden Pferde
X = 3,98 + 1,038 g/l (n = 51). Fur die erste Probe samtlicher
Kolikpatienten betrug der Mittelwert X = 3,47 + 1,35 g/l, fur
die zweite X = 3,39 + 0,97 g/, fir die dritte X = 3,99 + 1,00 g/l
und flr die vierte Probe X = 5,66 + 1,63 g/l. Die Anzahl der
Proben von der ersten bis vierten betrug n = 105, n = 68,
n =46 und n = 10 (Abb. 4b).

Aufgrund der Entwicklung der Fibrinogenkonzentration bei
* Kolikpatienten 18Rt sich schlieBen, daB am Anfang der Koli-
kerkrankung (bis zu 16 Stunden nach dem Beginn der klini-
schen Behandlung) ein Fibrinogenverbrauch Uberwiegt, da-
nach aber eine Hyperproduktion im Rahmen der ,,Akute-
Phase-Antwort* der Leber erfolgt.

Leberenzyme

Die Enzyme SDH und GLDH wurden als Zeichen einer
durch LPS gestorten Leberfunktion gemessen. Die chirur-
gisch behandelten Pferde hatten  signifikant hohere
SDH- und GLDH-Werte als die konservativ behandelten
(p < 0,05). Die SDH-Werte der verendeten Pferde waren
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hours postoperative).

hoch signifikant hoher als die der Uberlebenden Patienten
(p < 0,001).

Diskussion

Pferde als Pflanzenfresser bendtigen fir die Verdauungs-
vorgange im Magen-Darm-Kanal eine Vielzahl der Mikroor-
ganismen. Wenn durch eine gestdrte Blutversorgung der
Darmwand, wie bei schweren Kolikerkrankungen, die intak-
te Mukosabarriere zerstort wird, kommt es zu einer ver-
starkten LPS-Absorption aus dem Darmtrakt und zum Auf-
treten einer Endotox&mie und/oder einer Septikémie (Lati-
mer 1991; Kamphues 1992). Caecum und Colon ascen-
dens gelten als Hauptlokalisationen einer pathologischen
Endotoxinabsorption beim Pferd. So wird das Caecum der
Pferde in klinischen Fallen eines endotoxischen Schocks als
Ort der Absorption der Endotoxine angesehen. Beim nor-
malen adulten Pferd wird in der Literatur eine LPS-Menge
von 90 pg/mi Blinddarminhalt angegeben (Moore et al.
19817). In der vorliegenden Untersuchung wurden die hoch-
sten Endotoxinkonzentrationen bei Kolikpatienten mit
Ddnndarmstrangulationen gemessen, obschon -der Blind-
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darm und das groBe Kolon am pathologischen Bauch-
héhlensitus nicht beteiligt waren.
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Abb. 4a, b: Plot-Box-Diagramme der Endotoxinkonzentration
(Abb. 4a) und der Fibrinogenkonzentration (Abb. 4b) fur
die einzelnen Proben von samtlichen Pferden mit Ma-
gen-Darm-Kolik.

Plot-box-diagrams of endotoxin concentrations (4a) and
fiorogen concentrations (4b) for the individual samples of
all horses with gastrointestinal colic.

Die Ergebnisse der Endotoxinbestimmung bestatigen ein-
deutig die Annahme von Burrows (1981), daB die LPS bei
gesunden Pferden schon physiologischerweise aus dem
Darmlumen resorbiert und durch die Leber entgiftet wer-
den. Rietschel et al. (1993) bezeichnen die Endotoxine in
diesem Zusammenhang als ,vitaminartige* Stoffe fir das
Immunsystem. Welche physiologischen Mechanismen die-
se offensichtlich in engen Grenzen stattfindende Absorption
bestimmen, bleibt in dieser Untersuchung ungeklart.

Im Vergleich zu Pferden kénnen Endotoxine trotz des ex-
trem empfindlichen LAL-Testverfahrens im Plasma von ge-
sunden Menschen nicht nachgewiesen werden (Mitzner
79938). Eine Endotoxinkonzentration, die Uber der Nach-
weisgrenze von 1 pg/ml Plasma liegt, wird schon als auffal-
lig betrachtet (Becker 1992), wéhrend eine Konzentration
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von > 5 pg/ml Plasma als Zeichen fUr eine Septikamie
durch gramnegative Bakterien gilt (Hurley 1992).
Unter dem Begriff Endotox&mie versteht man die Anwesen-
heit von Lipopolysacchariden, unabhangig von ihrer Menge
im Blut. Da bei den gesunden Pferden die Lipopolysaccha-
ride offenbar ein physiologischer Bestandteil des Blutes
sind, ware es falsch, die Tiere deswegen als endotoxé-
misch zu bezeichnen. So sollte in Zukunft beim Pferd zwi-
schen einer physiologischen und einer pathologischen
Endotoxamie unterschieden werden.
Die Plasma-Endotoxinkonzentration ist als Parameter, der
das Allgemeinbefinden des Patienten objektiv bezeichnen
soll, unzuverldssig. Magen-Darm-Koliken beim Pferd sind
Erkrankungen mit einer multifaktoriellen Atiologie. Der Zu-
stand des Patienten bei der klinischen Aufnahme wird
durch Art und Dauer der priméren Erkrankung bestimmt
und &ndert sich unter dem EinfluB der eingeleiteten, zum
Teil sehr umfangreichen und vielseitigen Behandlung stén-
dig. Endotoxine sind dabei nur einer von vielen Faktoren, -
die den aktuellen Zustand des Patienten bestimmen. Schon
deshalb ist es nicht mdglich, nur aufgrund der bei einer =
mehr oder weniger zufélligen Probenentnahme gemesse-
nen Endotoxinkonzentration eine standig gulltige Regel fir
den Zustand des Patienten herauszufinden, zumal auch bei
gesunden Pferden ein physiologischer Endotoxingehalt ge-
messen werden kann.

Der Endotoxinspiegel ist als prognostischer Parameter flr

Uberleben oder Tod bei den Patienten in dieser Untersu-

chung ebenfalls nicht zu verwenden. Denn bei 65% der ver-

endeten Patienten war der Tod die Folge der gravierenden

Grunderkrankung bzw. Folge der Komplikationen, die aus ihr

ohne direkte Endotoxinwirkung entstanden (z. B. Organruptu-

ren, Peritonitis oder Darmnekrose nach Retorsion/Repositi-

on). Von insgesamt 37 verendeten Patienten sind 12 (32,5%)

wegen eines inoperablen Bauchhohlensitus und 12 wegen ei-

ner Komplikation eingegangen. Bei diesen Patienten lieBen
sich Tachykardie, erhdhte innere Kérpertemperatur, sowie

Dehydratation mit Elektrolyt- und EiweiBverlust eher auf die

Komplikationen, als auf die Endotoxinwirkung zurlckflhren.

Dafur spricht die Beobachtung, daB die Endotoxdmie auch

bei solchen Patienten eine abnehmende Tendenz aufwies.

Bei Typhlokolitispatienten wurden wieder Erwarten nur

Ldurchschnittliche® Endotoxinkonzentrationen ~ gemessen.

Hierbei sind folgende Aspekte zu berlcksichtigen:

1. Diese Patienten hatten bei der Eingangsuntersuchung
schon eine klinisch manifeste Typhlokolitis. Die aus der
ersten Blutprobe gemessene Endotoxinkonzentration
reprasentiert nicht mehr den urspriinglich hohen Spie-
gel, weil bereits ein GroBteil wegen der kurzen Halb-
wertszeit eliminiert worden sein durfte.

2. Bei einer Typhlokolitis findet eine enorme Wasseraus-
schittung aus den BlutgefaBen der Darmwand statt,
wéhrend die Resorption ganz ausféllt. Dadurch wird der
Kontakt der Endotoxine mit der Darmschleimhaut me-
chanisch verhindert; sie werden abgespult.

3. Bei einer nekrotisierenden Typhlokolitis kann die Bildung
von Pseudomembranen zusétzlich den Kontakt der
Endotoxine mit der Mukosa verhindern.
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4. Allen Typhlokolitispatienten wurden Peristaltika (Konstig-
min) verabreicht, was eine wesentlich kiirzere Exposition
der Kolonmukosa gegenliber endotoxinhaltigem Darm-
inhalt bewirken konnte. Da die fUr eine Absorption zur
Verflgung stehende Flache des Mastdarms im Ver-
gleich zum Kolon relativ klein und die Ingestapassage
schneller ist, ist die absorbierte Endotoxinmenge ent-
sprechend geringer.

Diese Untersuchung hat u.a. auch gezeigt, daB es einen

entscheidenden Unterschied zwischen einer ,endogenen*

Endotoxémie (wie sie z. B. beim Kolikpferd entsteht) und

einer kinstlich ausgeldsten gibt, wie sie bei einer paren-

teralen Endotoxinverabreichung auftritt. Die endogene

Endotox@mie verursachte zum einen keine Fieberreaktion

und zum andern hatten die meisten Patienten trotz extrem

hoher Endotoxinkonzentrationen im Blut keine oder nur de-
zente klinische Anzeichen einer Endotoxamie. Dies wirde
mit der Auffassung von Burrows (1979) Ubereinstimmen,
daB ein langsam ansteigender Endotoxinspiegel im Blut

(vermutlich wie bei Kolikpatienten) zu einer Toleranz seitens

des Organismus bzw. zu einer Abschwachung der Sym-

ptome fuhrt. .

Ein GroBteil der Kolikpatienten — 90,5% (konservativ und

chirurgisch) — ist als pathologisch endotoxdmisch zu be-

zeichnen. Dies Ubertrifft alle bisherige Angaben aus der Li-

teratur (Meyers et al. 1982, King und Gering 1988; Moore

1997). Endotoxamie ist, wenn auch mit abnehmender Ten-

denz, bei manchen Patienten auch 48 h nach Beginn der

Behandlung noch deutlich vorhanden. Bedenkt man dabei,

daB durch enorm hohe Klarungskapazitat der Pferdeleber

die Halbwertszeit fir die Endotoxine im Kreislauf weniger

als 2 Minuten betragt (Moore 7988), bedeutet das, daB

Endotoxine kontinuierlich in den Kreislauf des Patienten
gelangen mussen, um messbar hohe Konzentrationen zu
erreichen. ,

Far die Bekédmpfung der pathologischen Endotoxamie bei

Pferden mit Kolik sind zwei Anhaltspunkte zu beachten.

1. Die Endotoxdmie kommt niemals als ein primares
Krankheitsgeschehen vor, sondern erscheint sekundér,
im AnschluB an andere vorausgehende Krankheiten
(Moore 1988).

2. Pferde sind hinsichtlich einer Endotoxamie nicht sehr
empfindlich. Sie sind in der Lage, die Endotoxine schnell
aus dem Kreislauf zu eliminieren.

Hieraus ergeben sich folgende therapeutische Empfehlun-

gen.

1. Eine rechtzeitige und konsequente Behandlung der
primaren Magen-Darm-Erkrankung ist unerlaBlich. Da-
durch soll auch die pathologische Endotoxinabsorption
aus dem Darmlumen auf ein MindestmaB gesenkt wer-
den. Die Elimination der im Blut bereits vorhandenen
Endotoxine Ubernimmt die Leber. Unter diesem Aspekt
spielt die antiendotoxische Therapie durch Immunse-
rum bei den adulten Kolikpatienten eine untergeordne-
te Rolle, sie ist sogar Uberfliissig. Der Mittelwert der
Endotoxinkonzentration fir die 2. Probe bei chirurgisch
behandelten Patienten X = 46,88 pg/ml (trotz erhebli-
cher Belastung durch den OP-Eingriff) liegt wesentlich
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niedriger als der Mittelwert der 2. Probe der konserva-
tiv behandelten Patienten X = 64,59 pg/ml, bei denen
die Kolikursache nicht so schnell und radikal beseitigt
werden konnte.

2. Die Kklinisch relevanten hdmodynamischen und hamost-
atischen Anomalien, die bei Kolikpatienten auch durch
systemische Endotoxinwirkung ausgeltst werden, sind
ein hypovolémischer Schock mit Stérungen der Mikro-
zirkulation und der Gewebeperfusion und eine Ver-
brauchskoagulopathie. Ofter sind diese Anomalien zum
Zeitpunkt der ersten Untersuchung schon klinisch mani-
fest. Daher ist eine symptomatische Behandlung bei
solchen Patienten umgehend einzuleiten, in besonders
schweren Fallen sogar bevor mit einer kausalen Thera-
pie der primaren Magen-Darm-Erkrankung begonnen
werden kann. Medikamente, die hierflr zur Anwendung
kommen, sind Infusionsldsungen verschiedener Art,
nicht-steroidale Antiphlogistika, sowie Gerinnungshem-
mer. Der Umfang und die Dauer dieser Therapie ist
nach dem objektiven Zustand des Patienten zu richten.
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