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Einleitung

1. Einleitung

Die Labmagenverlagerung stellt eine haufige und wirtschaftlich bedeutende Erkrankung bei
Milchkihen dar. Davon betroffen sind hierzulande vor allem Kihe der Rasse , Deutsche
Holsteins*. Aber auch bei Kiihen anderer Rassen und Nutzungsrichtungen sowie bei Bullen
und Kalbern wird dieses Leiden gelegentlich beobachtet (Constable et al. 1992, Geishauser
1995). Untersuchungen zur Pathogenese dieser Erkrankung ergaben Hinweise auf den
Einfluss verschiedener Risikofaktoren so dald3 die Labmagenverlagerung von manchen
Autoren as multifaktorielle Erkrankung bezeichnet wird (Coppock 1973, Wallace 1975,
Breukink 1990, Kuiper 1991, Constable et al. 1992, Geishauser 1995).

Erklart wird die Verlagerung des Labmagens aus seiner physiologischen Position an der
ventralen Bauchwand heraus nach rechts oder links dorsal mit der Ansammlung von Gas im
Labmagen das aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften nach oben steigt und so den
Labmagen passiv hochzieht. Ungeklért ist nach wie vor, wodurch diese Gasansammlung
zustande kommt. Zum einen wird eine Stérung der Labmagenmotilitét mit Atonie oder
Hypotonie vermutet, die eine verzogerte Entleerung des Labmagens bedingt. Durch diese
verzogerte Entleerung soll sich Gas im Labmagen ansammeln, wobei postuliert wird, dal3 der
Hauptanteil dieses Gases vorrangig aus dem Pansen stammt (Sarashina 1990, Martens 1998).
Eine andere Mdglichkeit der Gasansammlung wéare eine vermehrte Gasproduktion im
Labmagen selbst, was mit der vorliegenden Studie abgeklart werden sollte. Dabei sollte
Uberpruft werden, ob im Labmageninhalt in vitro Gas gebildet werden kann und ob dieser
Vorgang bei Tieren mit Labmagenverlagerung moglicherweise erhoht ist. Um zusétzliche
Hinweise Uber den Entstehungsort bzw. die Herkunft des Labmagengases zu erhalten, erfolgte
eine Anadyse der Gaszusammensetzung von nativem Labmagengas bei Tieren mit
L abmagenverlagerung und von dem wahrend der Inkubation gebildetem Gas. Weiterhin sollte
ein moglicher Zusammenhang zwischen der Mikroflora des Labmagens und dem
Gasbildungsvermdgen abgeklért werden. Zu diesem Zweck wurden eine Bestimmung der
aeroben und anaeroben Keimzahlen und eine ldentifizierung der gewachsenen Kolonien
durchgefuihrt. Zusétzlich erfolgten eine phasenkontrastmikroskopische Auswertung von
nativem Labmagensaft sowie die Auswertung von gramgefarbten Ausstrichen Um Hinweise
Uber die fermentierbare Substratmenge im Labmageninhalt zu gewinnen, wurde auch dessen
Stérkegehalt bestimmit.
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2. Schrifttum
2.1. Grundlagen

2.1.1. Physikalische und chemische Eigenschaften von Gasen

Da in der vorliegenden Arbeit mit Gasen gearbeitet wurde, werden die wichtigsten
physikalischen und chemischen Grundlagen kurz aufgefihrt, soweit sie fir die Messung der
Gashildung bzw. der Gaszusammensetzung und die Entstehung der Labmagenverlagerung
von Bedeutung sind.
Die Dichte eines Stoffes ist im gasformigen Aggregatzustand erheblich kleiner als im
flussigen. Aus diesem experimentellen Befund mul3 man schlieffen, dald die
Wechselwirkungskréfte  zwischen den atomaren Bausteinen eines Gases um
Grolenordnungen kleiner sind als die zwischen den Bausteinen einer Flissigkeit oder eines
festen Korpers. Auf Grund dieser geringeren Wechselwirkungskréfte nimmt ein Gas jedes
ihm zur Verfigung stehende Volumen ein und ist wesentlich leichter zusammendriickbar als
eine FlUssigkeit (Hansel u. Neumann 1993, Zeeck 2000). Erféhrt ein Gas eine isotherme
Zustandsadnderung (Veranderung von Gasdruck p bzw. Gasvolumen V bei  konstanter
Temperatur), so gilt das Boyle-Mariottesche Gesetz:

pXxV = const.
Dieses Gesetz wurde bel der Messung der Gasbildung herangezogen, da die Inkubation des
L abmagensafts in einem geschlossenen GefaR stattfand. Es entstand also ein Uberdruck im
Inkubationsgefal3, und erst anschlief3end wurden die Volumenzunahme des Gases und damit
die vorhandene Gasbildung bestimmt.
In einem Gasgemisch von nicht miteinander chemisch reagierenden Gasen stellt sich der
Partialdruck jedes Mischungsbestandteiles des Gasgemisches unabhéangig von den anderen
Mischungsbestandteilen ein und ist innerhalb eines geschlossenen Raumes Uberall gleich
grol3. Der Gesamtdruck des Gasgemisches ergibt sich as Summe aller Partiadriicke
(Daltonsches Gesetz der Partialdriicke) (Hansel u. Neumann 1993). Diese Tatsache wurde bei
der Entnahme der Gasprobe fir die Gaszusammensetzung ausgenutzt; die Gasproben wurden
aus geschlossenen ,Raumen” (Labmagen / Inkubationsgefé®) entnommen und
dementsprechend ist gewéhrleistet, dal? die gewonnenen Gasproben homogene Gasgemische
enthalten
Die Dichte ist der Quotient aus Masse und Volumen. Je geringer die Dichte eines Stoffes ist,
desto leichter ist er und desto mehr Auftrieb erhédlt dieser Stoff (Harms 1998). Da sich im
verlagerten Labmagen eine Gasblase befindet, entwickelt dieser abhangig von der GrolRe der
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Gasblase einen gewissen Auftrieb, der das Aufsteigen des Labmagens begiinstigt (Dirksen
1962).

2.1.2. Physiologie der Labmagenverdauung

Waéhrend in den Vormégen in erster Linie eine Aufspaltung der Kohlenhydrate stattfindet,
stehenim Labmagen proteolytische Vorgénge im Vordergrund (Dirksen 1962). Der Inhalt des
Labmagens setzt sich im wesentlichen aus dem aus den Vorméagen stammenden Nahrungsbrei
und den endogenen Sekreten der Labmagenschleimhaut zusammen (Wolffram 1996). In den
L abmagen werden Enzyme, Salzsdure, anorganische lonen und Schleim sezerniert (Dirksen
1962).

Der pH-Wert des Labmageninhalts liegt bei ca. 1,7 bis 5,5 (Wolffram 1996). Diese saure
Reaktion wird beim Wiederkduer nicht allein durch die im Labmagen produzierte Salzséure
bedingt, sondern es tragen auch die aus dem Pansen in den Labmagen gelangenden fltchtigen
Fettséuren dazu bei. Des weiteren bedingt der periodisch zuflief3ende neutrale oder schwach
saure Psalterinhalt Schwankungen im pH-Wert. Aul3erdem bestehen Unterschiede im pH-
Wert zwischen Fundus und Pylorusteil; er liegt im Fundusteil bei ca. 3 bis 5 und im
Pylorusteil bei ca. 2 bis 4 (Dirksen 1962). Van Winden et al. (2002) untersuchten den pH-
Wert von Kiihen 3 Wochen post partum und >150 Tage post partum. Danach kommt es post
partum zu einem Anstieg des pH-Wertes, der 14 Tage nach der Kalbung einen Hohepunkt
(Mittelwert 2,76) ereicht und dann wieder abfdlt. Der pH-Wert war innerhab dieser
3 Wochen post partum signifikant héher als bei den Kontrollkihen (Mittelwert 2,08).

Die Funktion der Sazdure liegt in ihrer bakteriziden Wirkung zum Schutz des
Gastrointestinaltrakts vor pathogenen Keimen sowie in der Aktivierung von enzymatischen
Vorstufen. Aul3erdem kommt es durch die Sdure zur Denaturierung von Proteinen, die damit
zuganglicher fir proteolytische Spaltungsprozesse werden (Wolffram 1996). Da der
Magensaft aufgrund seines niedrigen pH-Wertes sowie der proteolytischen Enzyme recht
aggressiv ist, schitzt sich die Labmagenschleimhaut vor Selbstverdauung, indem sie eine
mukosale Barriere produziert. Zellen im oberen Bereich der Drisenschlduche sowie das
Oberflachenepithel der Magenmukosa sezernieren Schleim und Bikarbonat. Diese Schicht
weist eine Dicke von einigen 100 um auf und stellt eine effiziente Diffusionsbarriere fur die
Salzsdure und auch fir die im Magensaft enthaltenen Enzyme dar. An der Oberflache dieser
Schicht betragt der pH-Wert ca. 2, wahrend unmittelbar Gber dem Epithel ein pH-Wert von
ca. 7 vorherrscht. Auch die Durchblutung der Magenschleimhaut spielt eine wichtige Rolle
fUr den Schutz der Magenwand (Wolffram 1996).

3
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2.1.3. Mikroflora des Labmagens

Trotz abgeschluckter Luft und Ubertritt von Sauerstoff aus dem Blut durch die
Vormagenwand herrschen fur die in den Vormé&gen vorhandenen Mikroorganismen
Uberwiegend anaerobe Bedingungen Dies gilt in erh6htem Mal3e auch fir den Labmagen da
der vorhandene Sauerstoff sehr schnell verbraucht wird (Pfeffer 1987).

Der Bakteriengehalt im Labmagen ist gegeniber dem Pansen in hohem Male verringert. In
dlen Fdlen finden sich owoide, streptokokkenartige, gramnegative Stabchen mit kraftiger
Vergarungsfahigkeit. Ansonsten sind in  wechselnder Haufigkeit Beacillus subtilis,
verschiedene andere Bacillenarten, Actinomyces albus, Penicillium glaucum und Hefezellen
zu isolieren. Bei milchernghrten Kabern wird v.a. eine grof3e Population von Laktobazillen
festgestellt (Dirksen 1962).

Sonnenborn und Greinwald (1991) geben fiur die humane Magenflora Grof3enordnungen von
bis zu 10° KBE/ml Magensaft an das Keimspektrum besteht vor allem aus aeroben oder
fakultativ anaeroben Coliformen, Streptokokken, Staphylokokken, Laktobazillen und Hefen.
Nur selten nachweisbar sind anaerobe Bakterien wie Bacteroides, Bifidobakterien, Clostridien
und Eubakterien. Im Labmagen von Bullen wurden Bakterien in einer Gesamtzahl von 348 x
10" gefunden, darunter auch geringe Mengen an E. coli. Man kann wegen vergleichbarer
Anzahl an lebenden Bakterien davon ausgehen, dal3 ca. 99,9 % der Pansenbakterien im
Labmagen abgetotet werden. Da sich aber auch im lleum cellulytische Bakterien finden,
bleibt unklar, ob diese die Labmagenpassage Uberleben oder vom Caecum aus aufsteigen
(Kern et al. 1974).

Im Labmagen von Schafen sind 10° bis 10° |ebende anaerobe Bakterie’ml und 10° bis 10°
lebende aerobe Bakterien/ml nachgewiesen worden (Smcock et al. 1999). Nicholls et al.
(1987) wiesen unter anaeroben Bedingungen 10° bis 107 Iebende Bakterien'ml nach. Mylrea
(1969) fuhrte Untersuchungen zum Bakteriengehalt des Gastrointestinaltraktes von jungen
K&bern durch und fand im Bereich des Pylorus 10> E.coli, 10*° Clostridium welchii, 10>2
Streptokokken und 10”8 L aktobazillen pro Gramm Mageninhalt.

Savage (1980) beschrieb die Auswirkungen der Futteraufnahme auf die Zusammensetzung
der Mikroflora. Besonders bemerkenswert ist die Anderung der Mikroflora im Magen von
Monogastriern, hervorgerufen durch Hungerperioden. Die durch grampositive Bakterien und
Hefen dominierte Magenflora sinkt auf fast nicht mehr feststellbare Werte, und gleichzeitig
steigt die Zahl an gramnegativen Bakterien stark an; dabei handelt es sich vor allem um
coliforme Keime.
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2.1.4. Ingestapassage und Kohlenhydratgehalt im Labmagen

Bel der Passage der Ingesta durch die Vormagen kommt es zu einer selektiven Retention der
Partikel; das bedeutet, dal3 vorzugswei se weitgehend verdaute, kleine Futterpartikel mit hoher
Dichte das Retikulorumen verlassen. Wird also konzentratreiches Futter mit hoher Dichte
verfittert, so ist die Ingestapassage durch die Vormédgen beschleunigt. Die mittlere
Verweilzeit der Ingestaim Labmagen liegt bel weniger als einer Stunde (Kaske 2000).

Die Verdauung von Kohlenhydraten findet beim Wiederkauer hauptséchlich im Pansen Uber
die Verstoffwechselung der Kohlenhydrate durch die mikrobielle Flora statt. Das Ausmal? der
Kohlenhydratverdauung im Pansen - und dementsprechend das Vorkommen von
Kohlenhydraten im Labmagen - ist abhéngig von den Kohlenhydratquellen im Futter (Feng et
al. 1993, Sarwar et al. 1992) und der Aufbereitung des Futters (McAllan u. Smith 1983,
Huntington 1997). So ist z.B. die Verdaulichkeit von Gerstenstarke im Pansen hoher als die
von Maisstérke; allerdings liegt die Verdaulichkeit von Maisstéarke - bezogen auf den
gesamten MagenDarm- Trakt — Uber der von Gerstenstarke (McCarthy et al. 1989).

Aullerdem ist die Partikelgrofle fur das Ausmald der ruminaden Stéarkeverdauung
ausschlaggebend. Grof3e Partikel werden schlechter verdaut als kleine, und intakte
Getreidekorner konnen nicht von der mikrobiellen Verdauung angegriffen werden (Owens et
al 1986, Huntington 1997).

Der Kohlenhydratgehalt im Labmagen ist also abhangig von der Menge an pansenstabiler
Starke und schliefdt auch mikrobielle Polysaccharide ein. Bel konzentratreicher Fitterung
konnen im Duodenum Stérkegehalte bis 10 % erreicht werden (Owens et al 1986). Matthe
(2001) gibt an, dal3 800 bis 1500 g Starke pro Tier und Tag postrumina verwertet werden
konnen.
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2.2. Atiologie und Pathogenese der Labmagenverlagerung

2.2.1. Pré&disponierende Faktoren

Fltterung

Olson und Stevens (1984) zeigten anhand von 4 Beispielherden mit hoher Inzidenz von
Labmagenverlagerungen, dal3 der Fitterung in diesen Herden eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung der Labmagenverlagerung zukam; sie nennen als Ursache abrupte
Futterwechsel, zu kurz gehdckselte Silagen und Rauhfutter und eine nicht ausbalancierte
Ration bezlglich Minerdlien, Vitaminen und Eiwei3. In Herden, in denen
L abmagenverlagerungen vorkommen, wird ein hoherer Kraftfutteranteil bzw. ein niedrigerer
Rohfasergehalt geflttert (Coppock 1972, Markusfeld 1977, Grymer u. Hesselholt 1980) asin
Herden, in denen keine Labmagenverlagerungen auftreten. Durch diese ausgiebige
Konzentratfltterung steigt der Anteil an fltichtigen Fettsduren im Labmagen, welche zu einer
Verminderung der Moatilitdt fuhren konnen (Coppock 1973, Svendsen 1970). Andere
Untersuchungen belegen dagegen, dal? auch bel konzentratreicher Fltterung kein Anstieg an
flichtigen Fettsduren im Labmagen gemessen werden kann (Breukink u. de Ruyter 1976).
AulBerdem soll die Gasmenge, die aus dem Labmagen in den HaubenPansenRaum
zurickstromt, bei konzentratreicher Fitterung erhoht sein (Svendsen 1969). Auch Martens
(1998) macht die Umstellung von rohfaserreicher Trockenstehration auf konzentratreiche
Ration nach der Kalbung mit Zunahme der fliichtigen Fettsduren, Abnahme des pH-Wertes
und Erhéhung des osmotischen Drucks bei unzureichend adaptiertem Pansenepithel fir den
vermehrten Einstrom von Wasser und Elektrolyten in den Labmagen verantwortlich. Der
vermehrte Zuflu® von Vormagenflissigkeit in den Labmagen flhre zu einer erhdhten
Freisetzung von Gasen und zu einer Verminderung der Labmagenmotilitét. Kuiper et al.
(1986) untersuchten die Auswirkungen von konzentratreichen Rationen im Vergleich zur
HeufUtterung auf die myoelektrische Aktivitét von Labmagen und Duodenum. Es kam zu
deutlichen Anderungen der myoelektrischen Aktivitdt v.a. am Duodenum; inwieweit damit
alerdings eine Anderung in der Entleerung des L abmagens verursacht wird, ist nicht geklart.
Nach Infusion von Buttersaure in den Labmagen konnte auch Poulsen (1973) eine
Motilitétsabnahme des Labmagens nachweisen. Im Widerspruch zu dieser Theorie steht die
Uberlegung, dai3 Bullen wahrend der Mast sehr getreidereich gefiittert werden und trotzdem
nur sehr selten an Labmagenverlagerungen erkranken (Coppock 1973).

Auch der Einsatz von ProteinrKonzentrat erscheint als moglicher Risikofaktor fur die

Entstehung einer Labmagenverlagerung (Eicher et al. 1999), und bezlglich der Pathogenese
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bestehen Hinweise auf eine primére Storung im Proteinstoffwechsel durch unausgewogene
Rationen mit hohem Protein- und geringem Kohlenhydratanteil (Geishauser et al. 1996¢). Die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Labmagenverlagerung ist bel eéinem Rohfasergehalt
von weniger as 16 % zehnmal hoher as bel einem Rohfasergehalt Uber 16 % (Grymer et al.
1981).

In Bezug auf die Fitterung ante partum sind Untersuchungen verdffentlicht worden die
gerade fur Tiere mit einer hohen Rickenfettdicke ein hoheres Risko fir eine
L abmagenverlagerung belegen. Diese Tiere bauen innerhalb der ersten 2 Wochen post partum
massiv Korperfett ab und scheinen somit unter einem Energiemangel zu leiden. Als Folge
dieser Stoffwechselstorung wird auch die Leber belastet, und es kommt u.a zu ener
Verringerung der Endotoxinclearance und damit zu einer Stérung der Labmagenmotilitét
(Farll et al. 1999).

Leistung

Herden, in denen Tiere an Labmagenverlagerung erkranken, haben durchschnittlich eine
hohere Herdenleistung, und die betroffenen Tiere aus diesen Herden haben in der
vorhergehenden Laktation eine hohere Leistung gezeigt als nicht erkrankte Tiere (Coppock
1973, Frerking u. Wolfers 1980, Grymer et al. 1982, Lotthammer 1992, Eicher et al. 1999).
Grohn et al. (1995) konnten dagegen keine signifikanten Beziehungen zwischen dem
Auftreten der Labmagenverlagerung und der Milchleistung der vorangegangenen Laktation
feststellen. Umgekehrt wird in der Laktation, in der die Labmagenverlagerung diagnostiziert
wird, ein Rickgang der Milchleistung festgestellt, wobel die Milchleistungsverluste vor,
wahrend und nach der Feststellung und Behandlung der Labmagenverlagerung auftraten
(Martin et al. 1978, Del.uyker et al. 1991).

Kabung
Die meisten Falle an Labmagenverlagerung werden innerhalb von 2 bis 6 Wochen nach der

Kalbung diagnostiziert (Wallace 1975, Constable et al. 1992, Eicher et al. 1999). Am Tag der
Kabung sowie bis zu 4 Tage nach der Kalbung ist eine Hypomotilitdt des gesamten Magen
Darm Traktes festgestellt worden Die Pansenmotorik vermindert sich sowohl hinsichtlich
ihrer Stérke als auch beziglich der Anzahl an Kontraktionen, und der Kotabsatz ist
vermindert. Diese festgestellte Hypomotilitét kann als mdgliche Ursache fur ein haufigeres
Auftreten der Labmagenverlagerung innerhalb der ersten Wochen nach der Kalbung gesehen
werden (Dirksen u. Kaufmann 1978).
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In Bezug auf die Kalbung wird auf3erdem auch auf einen mechanischen Effekt der tréachtigen
Gebarmutter hingewiesen, die den Pansen nach dorsal driickt und so dem Labmagen Raum
bietet, sich nach links zu verlagern (Coppock 1973). Wallace (1975) fand auf3erdem bei
Kuhen, die spdter an Labmagenverlagerung erkrankten ein haufigeres Vorkommen von

Zwillingsgeburten.

Alter
L abmagenverlagerungen werden v.a. bel Uber 2 Jahre alten Tieren gesehen, mit einer Haufung
im Alter von 4 bis 7 Jahren (Robb et al. 1987, Constable et al. 1992).

Rasse

Milchrassen erkranken haufiger an Labmagenverlagerung al's Fleischrassen, und innerhalb der
Milchrassen sind z.B. Holsteins starker betroffen als Brown Swiss. Hintergrund dieser
genetischen Pradisposition ist wahrscheinlich der phanotypisch erwinschte tiefe und grofie
Bauchraum von Hochleistungskiihen (Constable et al. 1992, Geishauser et al. 1996a, Eicher
et al. 1999).

Bel Untersuchungen der Verwandtschaftsverhdltnisse kann eine individuelle genetisch
bedingte Pradispositon festgestellt werden, die mdglicherweise mit der Ziichtung auf hdhere
Milchleistung zusammenhangt (S6ber et al. 1974). Wolf (2001) weist ebenfalls eine
genetische Pradisposition fur das Auftreten von Labmagenverlagerungen nach, die allerdings
nicht mit der Milchleistung bzw. mit der genetischen Veranlagung zu hoher Milchleistung

korreliert.
Geschlecht
Weibliche Tiere sind eher gefahrdet, an Labmagenverlagerung zu erkranken as mannliche

(Constable et al. 1992).

Begleiterkrankungen

Biszu 75 % aller an Labmagenverlagerung erkrankten Kihe leiden gleichzeitig noch unter
einer Begleiterkrankung, wie z.B. Ketose, Nachgeburtsverhaltung, Mastitis oder
Calciummangel (Varden 1979, Willeberg et al. 1982, Gyang et al. 1986, Constable et al.
1992, Furll u. Kriger 1998). Nach Robb et al (1986), Markusfeld (1987), Erb u. Gréhn
(1988), Lotthammer (1992) und Correa et al. (1993) steigt das Risiko, an linksseitiger
L abmagenverlagerung zu erkranken bei Milchfieber, Schwergeburten
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Nachgeburtsverhaltung, Metritis und Ketose deutlich an. Auch Grauerholz ¢ al. (1982),
Curtis et al. (1985) und Geishauser et al. (1995, 1997a, b, 1999) heben das Auftreten einer
Ketose als Risikofaktor fur die Labmagenverlagerung hervor. Muyelle et al. (1990)
beobachten bei 64 % der Kihe mit linksseitiger Labmagenverlagerung eine Leberverfettung.
Yamada (1982) fand bel 92 % der Fale von Labmagenverlagerung Storungen der
Vormagenfunktion wie Tympanie, Anschoppung und Atonie. Als Ursache dieser
Vormagenstérungen vermutete er Fremdkorpererkrankungen. Als weitere Begleiterkrankung

der Labmagenverlagerung nennen Palmer und Whitlock (1983) das L abmagengeschwiir.

2.2.2. Auslosende Faktoren

Es wurden verschiedene Faktoren a's ausldsend und ursachlich fur die Labmagenverlagerung
vermutet, doch ist bis heute keine aleinige Ursache bekannt. Es scheinen zusétzlich zu den
oben beschriebenen pradisponierenden Faktoren in unterschiedlichem Male die weiteren
nachfolgend beschriebenen Faktoren sowie mdglicherweise auch eine Anzahl heute noch

unbekannter Aspekte bel der Entstehung der Labmagenverlagerung mitzuwirken.

Hypocalcamie

Calcium gpielt eine wesentliche Rolle bei der Kontraktion der glatten Muskulatur, und
entsprechend wichtig ist es fir eine normale Darmmotorik. Kihe mit einer zuvor bestehenden
Hypocalcdmie erkranken eher an Labmagenverlagerung as solche mit normalen
Caciumwerten (Massey et al. 1993). Allerdings entwickeln die meisten Tiere mit
Labmagenverlagerung eine metabolische Alkalose, und dadurch sinkt der Blutspiegel an
ionisiertem Calcium ab. In der Untersuchung von Bajcsy et al. (1997) konnten zwar bel
Tieren mit Labmagenverlagerung niedrige Calciumspiegel gemessen werden, die im
Anschlul® an eine goerative Versorgung wieder anstiegen, aber die Calciumwerte befanden
sich immer im physiologischen Bereich und kommen damit kaum als Ursache einer
Hypotonie in Frage. Vergleichbare Ergebnisse finden sich bei Geishauser und Oekentorp
(1997) sowie bei Voros und Karsai (1987).

Delgado-Lecaroz et al. (2000) fanden dagegen bel 70 % ihrer untersuchten Tiere zum
Zeitpunkt der Diagnose einen unter dem physiologischen Bereich liegenden Calciumwert. Sie
ermittelten den Calciumwert direkt nach der Diagnosestellung auf dem Betrieb und rahmen
nichtbetroffene Tiere derselben Herde as Kontrolle. Auch weitere Autoren entdecken einen

niedrigen Calciumspiegel bel Kihen mit Labmagenverlagerung, wobel weiterhin die Frage
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bestehen bleibt, ob die Hypocalcamie die Ursache oder moglicherweise auch eine Folge der

L abmagenverlagerung darstellt (Ozkan u. Poulsen 1986).

Endotoxine

In neueren Untersuchungen wurde die Bedeutung von Endotoxinen fir viele Erkrankungen,
ua auch fur die Labmagenverlagerung, untersucht. So weisen Kihe, die spater an
Labmagenverlagerung erkranken, einen hoheren Endotoxingehalt und eine verminderte
Endotoxinclearance innerhalb der ersten Tage post partum auf. Diese Endotoxineffekte
aulRern sich in Fieberreaktionen, Leukopenie, Anstieg von TNFa, Haptoglobin und anderen
Akute-Phase-Proteinen (Furll u. Kriger 1998).

Hohe Konzentrationen an freien Lipopolysacchariden treten insbesondere im Zusammenhang
mit der Verfltterung von dlhatigen Futtermitteln, wie Rapskuchen oder
Rapsextraktionsschroten, aber auch nach Futterung von hefekontaminierten Futtermitteln wie
Biertreber, schlechten Maissilagen usw. im Blut auf. Der wichtigste Aufnahmeweg fur diese
Bakterientoxine sind sogerannte Translokationsprozesse aus besiedelten Korperhohlen,
insbesondere aus dem MagenDarm-Trakt. Wesentliche Voraussetzung fir solche
Translokationsprozesse ist das Auftreten einer Ischdmie im Trandokationsgebiet, zu der es
z.B. infolge von Geburten kommen kann (Kriger u. Ropke 1998).

Zwischen dem vermehrten Auftreten von Endotoxinen den  entsprechenden
Endotoxinwirkungen und der verminderten Labmagenmotilitdt mit anschlief3ender Atonie und
Aufgasung wird ein Zusammenhang vermutet. Vliaminck et al. (1985) wiesen eine
dosisabhangige Hemmung der Labmagenentleerung durch Infusion von E. coli- Endotoxin
nach. Aul3erdem stimulieren Endotoxine die Synthese von Stickoxid, welches zur Relaxation
der glatten Muskulatur fahrt (Furll u. Krtiger 1998).

Lipomobilisationssyndrom

Das héaufige Auftreten der Labmagenverlagerung zusammen mit weiteren Stérungen
(besonders Fruchtbarkeitsstérungen, Retentio secundinarum, Gebéarparese, Mastitis) sowie die
folgenden Untersuchungsbefunde sprechen fir eine Zuordnung der geburtsnahen
Labmagenverlagerung zum Fettmobilisationssyndrom: Bel Kihen, die in der Frihlaktation
erkranken, entwickeln sich schon wéhrend der Trockenstehphase Belastungen des
Energiestoffwechsels. Es kommt zur Reaktionskette , Verfettung a.p. - starker Geburtsstref3 -
gesteigerte  Lipolyse p.p.* mit Folgen wie zB. Leberbelastung, verminderter

Endotoxinclearance und Ketose. Kihe, die spater an Labmagenverlagerung erkranken, haben
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statistisch gesehen die hoéchste Rickenfettdicke, gebaren die gréfiten und schwersten Kélber
und sind somit dem stérksten Geburtsstref3 ausgesetzt. Als Folge lauft das bekannte Schema
der Fettmobilisation ab (Furll u. Kruger 1998). Auch die hdufig damit vergesellschafteten
Ketosen sind im Zuge dieser Fettmobilisation zu sehen. Ein weiterer Beleg fir die gesteigerte
Lipolyse ist nach Geishauser et al. (1999) das Vorkommen erhohter Fett- Eiweil3-Quotienten
in Betrieben mit haufiger auftretenden Labmagenverlagerungen.

Insulinresistenz

Einige Autoren fanden Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Labmagenverlagerungen und Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels im Sinne ener
unterschiedlichen Ansprechbarkeit der Insulinrezeptoren Tiere mit Labmagenverlagerung
zeigen hohere basale Blutglucosespiegel und signifikant hohere Insulinspiegel. Diese
Veradnderungen sind unabhangig von zusdtzlich bestehender Ketose, und dementsprechend
wird eine verminderte Ansprechbarkeit des Gewebes auf Insulin vermutet (van Meirhaeghe et
al. 1988a, Holtenius 1990). Da Insulin die Labmagerentieerung hemmt, boéte dieser
Mechanismus einen Erklérungsansatz fir die Entstehung der Labmagendilatation mit

nachfolgender Atonie und Aufgasung (van Meirhaeghe et al. 1988b).

2.3. Uberlegungen zur Gashildung im Zusammenhang mit der Labmagenverlagerung

2.3.1. Herkunft des Gases

Es ist unbestritten, dal3 fur die Verlagerung des Labmagens eine Ansammlung von Gas im
Labmagen notwendig ist, um diesen aus seiner normalen Position an der ventralen
Bauchwand nach oben zu zehen. Allerdings ist nicht geklart, wie es zu dieser
Gasansammlung kommt. Die vorherrschende Meinung ist, dafl3 es durch eine vorausgehende
Atonie zur Erschlaffung des Labmagens mit Dilatation und zur nachfolgenden Ansammlung
von Gas kommt (Reiche et al. 1998). Dagegen vertritt Dirksen (1962) die Meinung, dal3 die
Gasansammlung nicht nur eine Folge der Atonie, sondern eine Ursache der Dilatation ist, da
z.B. bei Rezidiven ein sehr schnelles Aufgasen beobachtet wurde.

Ehrlein (1970) fand bei seinen Untersuchungen Uber die Labmagenmotorik bei der Ziege, dal3
sich im Labmagenfundus héufig eine kleine Gasblase befindet, die nach kurzer Zeit -
entweder wahrend einer Haubenkontraktion oder auch ohne erkennbaren Zusammenhang zu
einer Vormagenkontraktion - durch den Psalter in die Haube entweicht. Das Vorhardensein

ener kleinen Gasblase, die hochstwahrscheinlich aus dem Hauben-Pansen-Raum in den
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Labmagen Ubertritt, scheint also physiologisch zu sein. Dieses Gas wird méglicherweise bei
einer bestehenden Atonie nicht mehr in den HaubenPansen-Raum zuriickgedréngt und
sammelt sich somit im Labmagen an.

Dirksen (1962) sieht 4 Ursprungsmoglichkeiten fir die Herkunft des Gases:

1.  Direkter Ubertritt aus dem Pansen
Fortsetzung der Gérung des Ubergetretenen Panseninhaltes im Labmagen

3. Chemische Reaktion der Speichelkarbonate mit der Salzsdure des Labmagens
unter Kohlendioxidbildung

4.  Faulnis des Mageninhaltes. (Die Entstehung durch Faulnisprozesse lasst sich
aufgrund der sauren Reaktion des Labmageninhalts ausschliefsen.)

In verschiedenen Fitterungsversuchen mit Auffangen der aus dem Labmagen in den Hauben
Pansen-Raum freigesetzten Gasmengen stellte Svendsen (1969) eine erhdhte Gasfreisetzung
aus dem Labmagen nach Konzentratfitterung fest. Dieser Anstieg kann entweder durch eine
verdnderte Zusammensetzung der in den Labmagen eingebrachten Ingesta bedingt sein oder
durch eine erhohte Zufluf3rate von Ingesta zum Labmagen. Da bei einer Ansduerung von
Panseninhalt nach Konzentratfitterung éhnliche Gasmengen freiwerden wie bei Heufutterung,
kommt Svendsen (1969) zu dem Schlul3, dad die erhdhte Gasfreisetzung nach
KonzentratfUtterung durch eine erhéhte Zufluf¥rate von Ingesta zum Labmagen bedingt ist.
Sarashina et al. (1990) kommen ebenfalls zu der Vermutung, dal3 das Gas Uber Haube und
Blattermagen in den Labmagen wandert, sich dort anreichert und periodisch wieder aus dem
Labmagen in die Vormégen zurlickwandert. Wird nun aufgrund von kraftfutterreichen
Rationen die Pansendurchflussrate gesteigert, so entsteht mehr Gas, das sich somit auch
vermehrt im Labmagen befindet und nicht mehr in ausreichendem Mal3e zurtickstromt. Damit
kommt es zu fortschreitender Erschlaffung der Motorik des Labmagens mit gleichzeitig
steigendem Gasvolumen. Zu entsprechenden Schlussfolgerungen kommt auch Martens
(1998).

Um eine etwaige Gasbildung im Labmagen quantitativ beurtellen zu konnen, kann als
Vergleich das Gashildungsvermdgen von Pansensaft herangezogen werden Es belauft sich

normalerweise auf 1 bis 2 ml Gas pro Stunde pro 10 ml Pansensaft (Dirksen 1990).
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2.3.2. Zusammensetzung des Gases

Um weitere Hinweise Uber die Herkunft des Gases zu sammeln, sind verschiedene
Untersuchungen Uber dessen Eigenschaften und Zusammensetzung durchgefihrt worden
Dirksen (1962) entdeckte eine meist vorhandene, aber unterschiedlich stark ausgeprégte
Brennféhigkeit des Gases im Labmagen, was auf einen variierenden Anteil brennfahiger
Bestandteile hinweist. Brennbare Bestandteile wéren z.B. Methan und Wasserstoff. Weiterhin
fuhrte Dirksen (1962) gasanalytische Untersuchungen auf Methan, Kohlendioxid,
Kohlenmonoxid, Wasserstoff, Sauerstoff, Schwefelwasserstoff und Stickstoff durch. Der
gemessene Sauerstoff wurde als angenommener Entnahmefehler durch Luft herausgerechnet.
Es wurden genau die gleichen Bestandteile wie im Pansengas, namlich Kohlendioxid,
Methan, Stickstoff und Wasserstoff gefunden. Dies scheint ein deutlicher Hinweis zu sein,
dal’ zumindest ein Teil der Labmagengase aus dem Pansen Ubertritt oder im Labmagen aus
Ubertretendem Panseninhalt gebildet wird. Letztere Moglichkeit wird von Dirksen (1962)
jedoch wegen des vorherrschend sauren Milieus im Labmagen als wenig wahrscheinlich
angesehen Bei der quantitativen Analyse findet sich bel den gesunden Tieren ein Ergebnis
entsprechend dem fir Pansengas, wahrend im verlagerten Labmagen gewohnlich geringere
Kohlendioxid- und Methanmengen bel hdherem Restgasanteil (Stickstoff) gefunden wurden
(Kohlendioxid 1,9 - 132 %, Methan 0,2 - 405 %, Stickstoff 43,9 - 89,8 9%,
Wasserstoff 0,3 - 4,6 %). Aulderdem werden Sauerstoffgehalte im verlagerten Labmagen von
0,8 his 16,4 % gefunden, die alerdings als Entnahmefehler gewertet werden, da kaum
anzunehmen ist, dal3 beim erwachsenen Rind Sauerstoff bzw. Luft in nennenswerter Menge
auf natdrlichem Wege in den Labmagen gelangen oder dort entstehen kann.
Erklarungsmaglichkeiten far diese veranderte Gaszusammensetzung bei
Verlagerungszustanden sind zum einen veranderte Verdauungsverhdltnisse im Pansen oder
ein gesteigerter Gasaustausch mit dem Blut. So kénnen sowohl Kohlendioxid als auch
Sauerstoff und Stickstoff durch die Pansenwand diffundieren und Stickstoff kann auch auf
entgegengesetztem Wege aus dem Blut in den Pansen hineindiffundieren (Mclver et al. 1956).
Es wére also denkbar, dal3 am Labmagen ebenfalls derartige Diffusionsprozesse ablaufen.
Aufgrund der niedrigen Kohlendioxidwerte kann die Gasbildung durch chemische Reaktion
von Speichelkarbonaten mit der Salzsaure des Magensaftes unter Kohlendioxidbildung als
unbedeutend angesehen werden (Dirksen 1962).

Auch Svendsen (1969) fand as Hauptbestandteile im Labmagengas Kohlendioxid, Methan
und Stickstoff. Stickstoff ist nahezu immer in konstanter Menge vorhanden, so dal3 davon
auszugehen ist, dal3 eine Diffusion aus dem Blut in den Labmagen stattfindet. Eine vermehrte
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Gasfreisetzung im Labmagen resultiert also aus einem Anstieg der Kohlendioxid- und
Methanproduktion. Fur die Kohlendioxidproduktion macht Svendsen (1969) den
Bicarbonatgehalt der Vormagenflissigkeit verantwortlich, wobel die Methanproduktion
ungeklart bleibt. Da Kohlendioxid schnell aus dem Verdauungskanal absorbiert wird, scheint
es sich bei dem fir die Entstehung der Labmagenverlagerung verantwortlichen Gasanteil eher
um Methan zu handeln, das in grofRen Mengen vorkommt und sehr langsam absorbiert wird.
Sarashina et al. (1989) fuhrten ebenfalls Untersuchungen Uber die Gaszusammensetzung im
Labmagen durch. Sie konnten keinen Unterschied in der Gaszusammensetzung zwischen
Kihen mit bzw. solchen ohne Labmagenverlagerung feststellen, alerdings fanden sich im
Labmagengas immer hohere Anteile an Methan als an Kohlendioxid. Dies kdnnte wiederum
auf einen stattfindenden Gasaustasch mit dem Blut hindeuten, wobei Kohlendioxid aus dem
Labmagen ins Blut diffundiert. Ein weiterer Teil des Versuchsaufbaus beinhaltete die
Inkubation von Labmagen und Panseninhalt (gefroren, aufgetaut und frisch) mit
verschiedenen Substanzen, wie kinstlichem Speichel, Salzsdure und Pepsin in verschiedenen
Kombinationen. Das innerhalb von 0,5 bis 6 Stunden gebildete Gas wurde auf den Gehalt an
Kohlendioxid und Methan untersucht. Panseninhalt (z.T. vermischt mit kiinstlichem Speichel
und Salzsdure-Pepsin) erzeugte sowohl Kohlendioxid als auch Methan in grof3en Mengen,
wohingegen Labmageninhalt nur sehr geringe Mengen Methan ergab, auf3er in Kombination
mit Pansensaft. Daraus wird abgeleitet, dal3 die Bildung von Methan wahrscheinlich nicht im
L abmagen selbst stattfindet.

2.3.3. Gashildende Bakterien

Es wird diskutiert, ob die Gashildung im Labmagen moglicherweise durch die gesteigerte
Vermehrung von bestimmten gasproduzierenden Bakterien im Labmagen verursacht werden
kénnte. Durch die schon dargestellte, fur Labmagenverlagerung préadisponierende Fitterung
(energie- und elweil¥eich), ergibt sich eine erhohte Durchflul3rate durch den Pansen. Dadurch
werden mehr energie- und eiweil¥reiche Ingesta den Labmagen erreichen und kdnnen so
Nahrstoffgrundlage fir Bakterienwachstum bilden. Es bleibt allerdings die Frage, wie und ob
diese gashildende Floraim sauren Labmageninhalt Gberleben und sich vermehren konnte.

Von den physiologischerweise im Labmageninhalt vorkommenden Keimen sind v.a Bazillen,
aber auch Streptokokken und Staphylokokken in der Lage, Gas zu bilden. Weitere
gashildende Bakterien sind verschiedene Enterobacteriacea, Bacteroidaceae und
Lactobacillaceae. Aullerdem bilden Hefen im Rahmen von Géarungen Kohlendioxid. Ein
bekanntes Beispiel fur die Energiegewinnung von Bakterien unter Entstehung von Gas ist z.B.
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die alkoholische Garung, bei welcher neben dem Kohlendioxid Ethanol gebildet wird. Andere
Bakterien betreiben ahnliche Stoffwechselvorgange, alerdings unter Bildung von organischen
Sauren wie Milchsdure (Laktobazillen), Propionsaure (Propionibakterien, kommen auch in
grof¥er Zahl im Pansen vor), Buttersdure (Clostridien) und Ameisensaure. Bestimmte, im
Pansen bzw. im Erdboden vorkommende Kokken kdnnen eine Methangdrung durchfihren
(Kriger 2002). Das pH-Optimum fir die Produktion von Methan aus Glucose liegt laut
Goodwin und Zeikus (1987b) bel 5,2. Aul¥erdem nutzen manche Bakterien Nitrat as
Protonenakzeptor, und dies fuhrt entweder zur Ausscheidung von Ammoniak oder von
molekularem Stickstoff (Krtger 2002).

Wichtige Gasbildner, die auch schon im Zusammenhang mit Labmagengeschwiren und
Labmagenaufgasung isoliert wurden, sind Clostridien, v.a. Clostridium perfringens.
Clostridien sind obligat anaerobe grampositive Stdbchen, die verschiedene Exotoxine
produzieren kénnen, auftreibende Endosporen bilden und Kohlenhydrate oder Peptone unter
Bildung von organischen Sauren und Alkoholen verstoffwechseln. Sie wachsen schnell im
pH-Bereich von 6,5 bis 7 und bel Temperaturen von 30 bis 37 °C (Cato et al. 1986).

Bel neugeborenen Kalbern mit Pansenr und Labmagentympanie, Abomasitis und
Labmagengeschwiren wiesen Roeder et al. (1987) das Vorkommen von Clostridium
perfringens und letale Mengen an Exotoxin von Clostridium perfringens nach. Ein
Infektionsversuch bei 4 bis 12 Tage alten Kélbern mit toxinbildenem Clostridium perfringens
Typ A fiuhrt bei allen Kélbern zu schweren bis mittleren Symptomen mit Storungen des
Allgemeinbefindens, Aufblahen und Durchfall (Roeder et al. 1988). Jelinski et d. (1995)
fanden bei Milchkabern mit durchgebrochenen Labmagengeschwiren und bel Kontrolltieren
haufig Clostridium perfringens und in drei weiteren Félen sowie bei den Kontrolltieren
Campylobacter spp. Sie haten Clostridium perfringens eher flir einen postmortalen
Kontaminanten, da sie in entsprechenden Infektionsversuwchen diffuse Verénderungen
vorfanden, die eher auf die Wirkung des Exotoxins zurlckzuftihren waren als auf ein
Wachstum der Bakterien in der Labmagenschleimhaui.

Lewis und Naylor (1998) isolierten Clostridium sordellii aus den Labméagen von plétzlich
verendeten Schafen. Sie sahen Clostridium sordellii als mdgliche Ursache fur den
pathologisch erweiterten und verlagerten Labmegen mit Entziindungsanzeichen Vatn et al.
(2000b) stellten erhdohte Gehalte an Histamin in Labmagensaft und -schleimhaut von
Lammern mit Labmagenaufgasung, -blutung und —geschwiren fest. Diese erhdhten
Histaminwerte lassen sich moglicherweise durch die bakterielle Besiedlung mit Laktobacillus
spp. und Clostridium sordellii erklaren. Ebenso fanden Al-Mashat und Taylor (1983)
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Clostridium perfringens Typ A und Clostridium sordellii in entziindlichen Verdnderungen der
Gastrointestinalschleimhaut. AufRerdem wurde bei einem Kalb mit Labmagenentziindung
Clostidium septicum in der Labmagenschleimhaut nachgewiesen (Eustis u. Bergeland 1981).
Eine weitere Bakterienart, die bei Ziegenldmmern mit Labmagentympanie gefunden wurde,
sind die Sarcina-artigen Bakterien. Diese nicht beweglichen Kokken sind anaerob, aber
aerotolerant, kénnen sich in einem weiten pH-Bereich (von 1 - 9,8) vermehren und Glucose
oder Lactose unter massiver Gasbildung fermentieren (DeBey et al. 1996). Sie treten in
Gruppen von 8 oder mehr auf, sind grampositiv, kénnen Sporen bilden und verstoffwechseln
Kohlenhydrate unter Bildung von Kohlendioxid, Wasserstoff, Essigsdure, Ethanol und
Buttersaure. Sie kommen im Boden vor und wurden auch schon aus Mageninhalt vom
Mensch, Kaninchen und Meerschweinchen sowie aus Spelzen von Getreidekdrnern isoliert
(Canale-Parola 1986). Sarcina ventriculi hat spezielle Mechansimen entwickelt, um sich auch
bei niedrigen pH-Werten vermehren zu kénnen. So kann dieser Keim bel sinkerdem pH-Wert
seinen Stoffwechselweg von Acetat- auf Ethanol produktion umstellen und trotz niedrigem pH
im Cytoplasma weiterhin Glucose fermentieren (Goodwin u. Zeikus 1987a).

Vatn et al. (1999) untersuchiten Lammer mit Labmagentympanie, -geschwiren und
-blutungen. Sie fanden in Ausstrichen von Labmageninhalt und in histologischen Schnitten
der Labmagenschleimhaut in 79 % zahlreiche Sarcina-artige Bakterien, v.a. bel den Tieren
mit Gasansammlung im Labmagen wogegen bei Kontrolltieren diese Ansammlung von
Bakterien nicht zu sehen war. Zusétzlich wurden in einigen Félen Clostridium falax und
Clostridium sordelii isoliert.

Wichtige Keime, die auch im Magen des Menschen vorkommen, sind des weiteren
Helicobacter pylori oder Helicobacter-artige Keime. Diese Keime haben ale eine hohe
Ureaseaktivitdt, konnen sich bel niedrigem pH-Wert vermehren, sind mikroaerophil und
stehen beim Menschen und Tieren in Verdacht, an der Bildung von Magengeschwiren
beteiligt zu sein (Holt et al. 1994). Braun et al. (1997) fanden in signifikanter Beziehung zu
Schleimhautlasionen spiralformige Bakterien (Helicobacter-dhnlich), allerdings konnten sie
Helicobacter selbst nicht nachweisen. Auch Jelinski et al. (1995) konnten Helicobacter nicht
aus Labmagengeschwiiren von Kélbern isolieren. Al-Mashat und Taylor (1980, 1983)
isolierten aus entziindlichen Veranderungen des MagenDarm-Traktes von Rindern und
Durchfallkdbern haufig Campylobacter spp. Sie sehen einen Zusammenhang zwischen
Campylobacter fetus spp. jejuni und intestinalis und diesen entziindlichen Verénderungen
Auch Gunther und Schulze (1992) untersuchten das Vorkommen von Campylobacter-

ahnlichen Keimen im Labmagen von Kébern und fanden v.a in der Pylorusregion CLO
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(Campylobacter-like organisms), die tief in die Krypten hineinreichten, welche z.T. starke
entzindliche Veradnderungen aufwiesen. Allerdings konnte kein deutlicher Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von CLO und Entzindungsreaktionen aufgezeigt werden. Den
histologischen Nachweis von CLO in der Schleimschicht der Pylorusregion bel erwachsenen
Rindern fuhrten auch Haringsma und Mouwen (1992). Se kamen zu der Vermutung, dal3
CLO zusammen nit einer verminderten Schleimproduktion fir Labmagengeschwire beim
erwachsenen Rind verantwortlich gemacht werden konnten.

Gorrill et al. (1975) untersuchten die Auswirkungen enes Formalinzusatzes zum
Milchaustauscher von Lammern auf die Haufigkeit der Labmagentympanie und fanden eine
deutliche Reduktion dieser Aufgasung bei bestimmten Fltterungsstrategien. Verantwortlich
fur die Gasproduktion sollen in erster Linie Laktobazillen sein, deren Vermehrung durch den
Formalinzusatz gehemmt wird. In diesem Fall scheint also die Atiologie der
Labmagentympanie von mit Milchaustauscher erndhrten La&mmern durch gasbhildende
Bakterien gesichert. Erhohte Gasbildung im Labmagen von Lammern mit Labmagentympanie
wurde auch durch Arsenault et al. (1980) nachgewiesen.

Gunning (2000) fand bei histologischen Untersuchungen der Labmagenschleimhaut von
entwohnten Kébern mit chronischem Durchfall in den Fundusdriisen eine grof3e Zahl an
schlanken stabchenformigen Bakterien, die z.T. schwach granmpositiv reagierten und sich nach
Giemsa gut anfarben lief3en. Diese Bakterien fanden sich nur in der Fundusdriisenzone und
schienen sich von den Driusenschlduchen zum Lumen hin auszubreiten. Die Bakterien
konnten nicht ndher differenziert und auch nicht kultiviert werden. Ebenso bleibt ihre
pathogene Bedeutung vollig unklar. Allerdings finden sich erfahrungsgeméald normalerweise
bei jungen Rindern kaum Mikroorganismen in den Driisenschlduchen, so dal3 die Bedeutung
dieser Bakterienpopulation bis jetzt ungeklart ist.

Weitere Mikroorganismen, die Abomasitis bel Ké&bern hervorrufen konnen sind
hypervirulente Salmonellen (,,Salmonella enterica serotype typhimurium phagetype DT104).
In Infektionsversuchen konnten diese Salmonellen eindeutig als Agens fur die Abomasitis
identifiziert werden (Carlson et al. 2002).

2.4. Gasbildung bei Monogastriern

Jensen und Jergensen (1994) untersuchten die mikrobiell bedingte Gasbildung in
verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes von Schweinen, u.a auch die

Gashildung im Magen. Sie fanden sowohl in vivo as auch in vitro eine Bildung von
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Kohlendioxid und etwas Wasserstoff. Methanproduktion fand nur im Dickdarm der Schweine
statt. Abhéngig vom Rohfasergehalt der Fitterung kam es mit steigendem Rohfasergehalt zu
einer gesteigerten Konzentration an Kohlendioxid und zu Hinweisen fir eine gesteigerte
mikrobielle Aktivitat.

Auch das Gas bei Hunden mit einer Magendilatation ist entsprechend dem Labmagengas
brennbar; alerdings kann kein Methan nachgewiesen werden, sondern die Brennbarkeit ist
auf Gehalte von bis zu 5 % Wasserstoff zurtickzufthren. In-vitro-Untersuchungen von
solchem Mageninhalt ergaben eine erhdhte Fermentationsrate mit vermehrter Gasproduktion
im Vergleich zu Mageninhalt gesunder Hunde (Rogolsky et al 1978).

Vatn et al. (2000a) untersuchten das Vorkommen von Sarcina-artigen Bakterien bel zwel
Hunden und bei einem Pferd mit akuer Magendilatation. Sie fanden in alen Féllen in
Ausstrichen von Mageninhat Sarcina-artige Bakterien, die im Fall eines Hundes auch
angezichtet und as Sarcina ventriculi idertifiziert werden konnten. Bezlglich der
Kontrolltiere wurden nur bei einem Hund, aber bel allen als Kontrollen dienenden Pferden
Sarcina-artige Bakterien gefunden. Allerdings schienein Unterschied in der Grél3e der Pakete
vorzuliegen. Bei den Hunden mit akuter Magendilatation wurden grof3e Pakete mit bis zu 50
Kokken gefunden, bei dem positiven Kontrollhund und den Pferden tUberwiegend kleine
Pakete von 2 bis 16 Kokken. Vermutet wird, dal3 die kleineren Pakete eine inaktivere Form
der Bakterien darstellen a's die grofl3en Pakete (> 50 K okken).
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3. Eigene Untersuchungen

3.1. Tiere

Die untersuchten Rinder stammten aus dem Patientengut des Jahres 2002 der Klinik for
Wiederkduer und Schweine (Innere Medizin und Chirurgie) der Justus-Liebig-Universitét
Giefen. Es wurden 25 Tiere mit linksseitiger Labmagenverlagerung, 15 Tiere mit
rechtsseitiger Labmagenverlagerung und 5 Kontrolltiere, die keine Erkrankung des
Verdauungsapparates aufwiesen und eine normae Futteraufnahme zeigten, in die Studie
aufgenommen. Bei den untersuchten Tieren handelte es sich um Kiihe der Rasse Deutsche

Holsteins, Farbrichtung schwarzbunt und rotbunt, im Alter von2,5 bis 7 Jahren.

3.2. Probenentnahme und -untersuchung

3.2.1. Entnahme der Gasproben

Von jeweils der Halfte der Tiere mit links- bzw. rechtsseitiger Labmagenverlagerung wurden
Gasproben entnommen und untersucht. Bei der Kontrollgruppe war die Entnahme von
nativem Labmagengas nicht maglich.

Die Gasprobe wurde bei rechtsseitiger Labmagenverlagerung wahrend der Operation nach
Dirksen bei der Entgasung des Labmagens gewonnen. Mit einer gasdichten 1 ml-Spritze
(Hamilton SampleLock™, Hamilton Company, Nevada, USA) mit aufgesetztem Luer-
Adapter mae (CS Chromatographie Sevice GmbH, Langerwehe) wurde 1 ml des
ausstromenden Gases direkt aus dem Entgasungsschlauch gewonnen. Die Spritze wurde dabei
dreimal mit dem Labmagengas gespiilt, um die Kontamination der Gasprobe mit Raumluft zu
verringern Uber das eingebaute Ventil wurde sie anschlieRend sofort verschlossen.

Bel linksseitiger Labmagenverlagerung wurde die Gasprobe wéhrend der Operation nach
Janowitz bel der Entgasung des Labmagens durch den Entgasungskatheter gewonnen. Mit der
oben beschriebenen gasdichten HamiltonSpritze mit aufgesetztem Luer-Adapter und
zusatzlich aufgesetztem Dreiwegehahn (neoLab Mini- Dreiwege-Hahn-steril, Heidelberg)
wurde 1 ml Labmagengas entnommen. Die Spritze wurde bei der Entnahme ebenfalls dreimal
mit dem Labmagengas gespllt. Der Dreiwegehahn diente zum Verschluss des
Entgasungskatheters wahrend des Absetzens der Spritze, um einen Ubermaliigen Verlust von
Labmagengas zu vermeiden. Dies war notwendig, da fur die erfolgreiche Durchfihrung dieser

Operatiorsmethode noch eine ausreichende Fullung des Labmagens mit Gas gewéhrleistet
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sein musste. Die Spritze wurde nach dem Absaugen des Gases sofort Uber das eingebaute
Ventil verschlossen.

Aul%er nativem Labmagengas wurde auch solches Gas untersucht, das sich bei der In-vitro-
Inkubation von Labmagensaft gebildet hatte. Die Durchfthrung dieser Inkubation und die
Messung des gebildeten Gasvolumens sowie die Entnahme der Inkubationsgasprobe wird
unter 3.2.3 beschrieben.

3.2.2. Entnahme von Labmagensaft

Die Entnahme von Labmagensaft efolgte bel den Tieren mit rechtsseitiger
L abmagenverlagerung wahrend der Operation nach Dirksen. Die Entgasung des Labmagens
erfolgte mit einer 7 cm langen und 2 mm dicken Kanlle, die zusdtzlich mit itlichen
Bohrungen versehen war und an einen 1 m langen und 5 mm dicken Entgasungsschlauch aus
Gummi angeschlossen war. Die Verbindung wurde durch eine Schlauchklemme aus Metall
gesichert. Im Anschluss an die Entgasung des Labmagens wurde mit einer sterilen 50 mi-
Spritze (Plastipak® 50 ml LUER, Becton Dickinson, Drogheda, Irland) aspiriert und
mindestens 35 ml Labmagensaft durch den Entgasungsschlauch abgesaugt. Die Spritze wurde
nach Entfernung der enthaltenen Luft sofort mit einer Gummikappe verschlossen

Die Entnahme von Labmagensaft bel Tieren mit linksseitiger Verlagerung erfolgte wahrend
der Operation rach Janowitz. Nach Einbringen des Spezial-Toggle wurde durch die in den
Labmagen eingefuhrte Throkarhilse an 50 cm langer und 2 mm starker Harnkatheter mit
zusitzlichen seitlichen Offnungen eingefuihrt und mit einer sterilen 50 ml-Spritze aspiriert. Es
wurden mindestens 35 ml Labmagensaft abgesaugt. Die Spritze wurde nach Entfernung der
enthaltenen Luft mit einer Gummikappe verschlossen

Bei den Kontrolltieren erfolgte eine Punktion des Labmagens durch die ventrale Bauchwand
unter Ultraschallkontrolle (Methode nach Braun et al. 1997). Hierzu wurde die Haut vom
Sternum bis zum Nabel 25 cm beidseits der Medianen geschoren. Nach Darstellung des
Labmagens mit einem 2,5-MHz Sektorscanner (Microimager 2000, Eickemeyer, Tuttlingen)
erfolgte die Punktion im Bereich der grofiten Volumenausdehnung des Labmegens. Die
Punktionsstelle lag ca. 10 cm kaudal des Sternums in der Medianen Sie wurde rasiert und
desinfiziert, und nach Fixierung des Tieres wurde eine 14 cm lange und 2 mm dicke Kanile
mit Mandrin und zusétzlichen seitlichen Bohrungen senkrecht durch die Bauchwand in den
Labmagen eingestochen. Mindestens 35 ml Labmagensaft wurden mittels einer sterilen
10 ml-Spritze (njekt Luer Solo 10 ml, Braun, Melsungen) aspiriert. Es konnten immer nur
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geringe Mengen an Labmagensaft gewonnen werden, bevor die Kanile mit Partikeln
verstopfte und mittels des Mandrins wieder durchgangig gemacht werden muldte. Die jeweils
gewonnene Menge an Labmagensaft wurde deshab in sterile Plastikrohrchen
(Probenrohrchen neutral 12 ml, Kabe Labortechnik, NiUmbrecht-Elsenroth) dberftihrt, die
anschlief3end luftdicht verschlossen wurden.

Der von alen drei Gruppen gewonnene Labmagensaft wurde innerhalb einer Stunde

weiterverarbeitet.

3.2.3. Bestimmung des in vitro gebildeten Gasvolumens

Als InkubationsgeféalRe wurden 10 ml fassende sterile Glasflaschen (Wheaton Serum Bottle,
Aldrich, Milwaukee, USA) verwendet, die mittels eines Butylstopfens (Butyl Rubber
Stoppers £ 20 mm, Aldrich, Milwaukee, USA) und Aluminiumkappen (Wheaton Aluminium
Cap 20 mm Tear off, Aldrich, Milwaukee, USA) luftdicht verschlossen wurden.

Es erfolgten 2 verschiedene Versuchsansétze jeweils im Doppel ansatz:

a) Ansatz ohne Puffer:

7 g Labmagensaft wurden mit je 0,5 ml einer 16%igen Glucoseldsung (eigene Herstellung),
100 mg Stérke (Starch soluble A.C.S. Reagent; Aldrich, Steinheim) und 1 ml einer 2%igen
Starkel 6sung (eigene Herstellung) inkubiert.

b) Ansatz mit Puffer:

7 g Labmagensaft wurden mit je 0,5 ml einer 16%igen Glucoselosung (eigene Herstellung)
und 100 mg Stérke inkubiert. Es erfolgte eine pH-Einstellung auf pH 4-5 mit Phosphat-Citrat-
Puffer, der 2 % gelGste Stérke enthielt (eigene Herstellung). Der pH-Wert wurde mittels pH-
Meter (WTW pH 531, Weilheim) Uberprift. ES wurden zwischen 200 und 800 ul Puffer
bendtigt. Um in jedem Ansatz dieselbe Menge an gelGster Stérke zu gewdahrleisten, wurde das
benttigte Puffervolumen mit 2%iger Stérkel 6sung auf 1000 pl aufgefillt, so dald insgesamt in
jedem Ansatz 20 mg gel 6ste Starke enthalten waren

Die dserilen Glasflaschen wurden mit Stérke, bereits angefertigter Glucosel6sung
(sterilfiltriert) und Starkeldsung bzw. Puffer-Stéarkelsung (aliquotiert tiefgefroren) beftllt und
anschlief3end der Labmagensaft direkt aus der Entnahmespritze unter anaeroben Bedingungen
(Begasung mit einem Gemisch aus 80 % Stickstoff und 20 % Kohlendioxid) in die Flaschen
eingewogen. Es folgte eine Begasung der Flaschen nach der von Miller und Wolin (1974)
modifizierten Hungate-Technik. Dabei wurde wahrend der Begasung ein Butylstopfen
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vorsichtig in die Flasche eingedriickt, so dal3 die Begasungsnadel an der Seite des Stopfens
lag Nach einer Begasungszeit von 40 Sekunden wurde gleichzeitig die Begasungsnadel
herausgezogen und der Stopfen in die Flasche gedriickt (siehe Abbildung 1). Die Butylstopfen

wurden dann mit den Aluminiumkappen fixiert.

Begasungs-
Butylstopfen —— nadel

40 Sekunden Bega-
_ sung mit 80 %
Inkubations- Stickstoff und 20 %

efald iOXi

L ebrmagen g Kohlendioxid

-saft

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Begasung der
Inkubationsflaschen nach der modifizierten Hungate- Technik

Die anschliefiende Inkubation erfolgte bei 38 °C in einem Wameschrank auf einem
Orbitalschiittler (DSG 304; Heidolph Schwabach), so dal? eine sténdige Durchmischung der
Probe gewéhrleistet war. Die Messung des gebildeten Gasvolumens erfolgte jeweils 4 und 8
Stunden nach Beginn der Inkubation nach dem Prinzip der Wasserverdrangung.

Durch die Gasbildung entstand in den geschlossenen Flaschen ein Uberdruck, der dem
Volumen des gebildeten Gases proportional war. Nach Einstechen einer Kanile in den
Gasraum der Inkubationsflasche strémte durch den Uberdruck I nkubationsggs tiber ein 15 cm
langes und 3 mm dickes Plastikschlauchstiick und eine weitere Kanile in eine vollstéandig mit
Wasser gefullte und mittels Stopfen und Aluminiumkappe verschlossene Glasflasche. Es
wurden die gleichen Glasflaschen und Stopfen verwendet wie fur die Inkubation des
L abmagensaftes. Als Folge des einstromenden Gases und des dadurch steigenden Druckes in
der Wasserflasche wurde die entsprechende Menge Wasser Uber eine weitere Kanlile mit
einem 15 cm langen und 3 mm dicken Schlauchstiick in ein Glasgefa? mit bekanntem
Leergewicht Uberfuhrt und anschlief3end die Gewichtszunahme des Glasgefél3es mit einer
Anaysenwaage bestimmt. Das Gewicht des verdrangten Wassers war also proportional zur
Menge an gebildetem Gas (siehe Abbildung 2).

Die Reaktionsgefae wurden jeweils 10 Minuten vor der Messung aus dem Warmeschrank

entnommen, um bel der Messung Raumtemperatur zu gewdahrleisten.
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' ! a L
L abmagensaft Wasser Gefal3 mit bekanntem
Leergewicht
! | L
L abmagensaft Wasser Wassermenge proportional

zum gebildeten Gasvolumen

Abbildung 2: Messung des gebildeten Gasvolumens

Die Inkubationsgasprobe wurde im Anschluss an die Messung des Gasvolumens nach
8 Stunden aus dem Ansatz mit Puffer gewonnen. Die gasdichte Hamilton Spritze mit
aufgesetztem Luer-Adapter wurde mit einer Kanile (BD Microlance 1,2 x 40, Drogheda,
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Ireland) versehen und durch den Butylstopfen in den Gasraum des Reaktionsgefalies
eingestochen. Es wurde 1 ml Gasvolumen in die Spritze aufgezogen. Zum Druckausgleich
wurde ein mit Wasser gefilltes Gefa3 (Wheaton Serum Bottle, Aldrich, Milwaukee, USA)
Uber ein 15 cm langes und 3 mm dickes Plastikschlauchstiick und zwei Kanllen mit dem
Reaktionsgeféald verbunden, so dal3 warend der Gasentnahme 1 ml Wasser in das
Reaktionsgefal3 einflief3en konnte. Die Spritze wurde anschlieffend tiber das eingebaute Ventil
sofort verschlossen. Ein dreimaliges Spulen der Spritze mit dem Inkubationsgas war aufgrund
der geringen vorhandenen Gasmenge nicht mdglich so dal3 die analysierte Gasprobe Anteile
von Raumluft enthielt. Um den Antell der Raumluft am entnommenen Gas zu berechnen,
wurden Proben des bei der in-vitro-Inkubation verwendeten Begasungsgases (Gemisch aus
80 % Stickstoff und 20 % Kohlerdioxid; Messer-Grieftheim, Siegen) mit bzw. ohne
dreimaliges Spullen gaschromatographisch analysiert (siehe 3.2.5.):

Tab. 1:
Mittelwerte (%) ohne Spilen mit 3x Spulen
N2 79,73 84,12
CO2 6,64 14,26
O, 14,24 1,62

Daraus errechnete sich ein Korrekturfaktor fir die Inkubationsgasproben fur Stickstoff von
1,055, fur Kohlendioxid von 2,148 und fur Sauerstoff fur 0,114.

Rechenbeispiel fr Stickstoff:

84_'12 =1,055

79,73

Uber die Formel

Gasanteil(N2/c02/02) ohne Spulen” Korrekturfaktor N2/ cO2/02)

konnte der Raumluftanteil diminiert werden.

Weiterhin wurde jeder Probensendung eine Spritze beigefigt, die nach dreimaligem Spulen
mit dem bel der Inkubation verwendeten Gasgemisch beflllt war, um eine Kontrolle der

Dichtigkeit der Gasspritzen zu ermdglichen.
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3.2.4. Analyse der Gaszusammensetzung

Die Analyse der Gaszusammensetzung erfolgte im Pansenlabor der Rinderklinik der
Tierarztlichen Hochschule Hannover mittels Gaschromatographie nach der von Hoélter shinken
(1990) eingefuhrten Methode.

Bestimmt wurden die Konzentrationen an Kohlendioxid, Stickstoff, Sauerstoff und Methan.
Die entnommenen Inkubationsgasproben enthielten sowohl neugebildetes Gas as auch
Anteille des zur Begasung verwendeten Gasgemisches aus 80 % Stickstoff und 20 %
Kohlendioxid. Das neugebildete Gas vermischte sich homogen mit dem Begasungsgemisch
und stromte bei der Gasmessung gleichermal3en aus dem Inkubationsgeféld aus. Die zu
untersuchenden Inkubationsgasproben wurden, wie schon erwahnt, erst im Anschlul3 an die
Gasmessung aus den Inkubationsgefallen entnommen und enthielten dementsprechend
proportional zur gebildeten Gasmenge unterschiedlich hohe Anteile des Begasungsgemisches.
Der prozentuale Anteil des Begasungsgemisches an der jeweiligen Probe wurde berechnet
und das verbleibende Gasgemisch auf 100 % hochgerechnet.

Zunéchst wurde das Verhdltnis von verwendetem Begasungsgas zu neugebildetem Gas

berechnet:
Formd: Rechenbeispiel fur Stickstoff (liLMV 21):
Eswurden 0,4 ml neugebildetes Gas gemessen:
sz a=04 x:i:12,5
a 0,4

5= Gasraum im Inkubationsgefald in ml (fal3 insgesamt 13,5 ml, eingefullt werden
7 ml Labmagensaft, 1 ml Stérke-/Puffer- Stérkelsung und 0,5 ml Glucosel 6sung:
5 ml Gasraum bleiben Ubrig)

a = Menge an neugebildetem Gasin ml

X = Verhdtnis der Menge an Begasungsgas (5 ml) zur Menge an neugebildetem Gas
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Dann wurde der aus der Begasung stammende Anteil des jeweiligen Gases berechnet:

Formd: Rechenbeispid fir Stickstoff (liLMV 21):
c(Stickstoff) =84,12
b=—S xx b(Sti ckstoff) = 222125 = 77.89
X+1 125+1

b= Anteil desjeweiligen Gases (%) aus Begasung stammend

c = Anteil des jeweiligen Gases am Begasungsgas (%) (siehe Tab.1, 2.Spalte)

Schliefdich wurde der Anteil an jeweils neugebildetem Gas berechnet:

Formd: Rechenbeispidl fir Stickstoff (liLMV 21):
e(Stickstoff) = 88,49
d=e-Db d(Stickstoff) =88,49- 77,89 =10,60

d = Anteil des jeweiligen Gases (%) an neugebildetem Gas

€ = gaschromatographisch bestimmter Anteil des jeweiligen Gases x Korrekturfaktor

desjewelligen Gases

Ermittelt wurde also die Gaszusammensetzung von nativem Labmagengas aus verlagerten
Labmagen sowie die Gaszusammensetzung des bei der Inkubation von Labmagensaft
entstandenen Gases. Um fir die mit der angewandten Methode ermittelten Werte einen
Vergleichsmaldstab zu gewinnen wurde zusétzlich Pansensaft eines Tieres ohne Erkrankung
des Verdauungsapparates und mit guter Futteraufnahme gewonnen und nach den unter 3.2.3.
beschriebenen Bedingungen inkubiert. Entsprechend zu der Vorgehensweise bei inkubiertem
L abmagensaft wurden Gasproben enthommen und die Gaszusammensetzung bestimmt.
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3.2.5. Bestimmung des pH-Wertes

Der pH-Wert des Labmagensaftes wurde durch Messung mit einem pH-Meter (WTW pH 531,
Weilheim) bestimmt. Die Messung erfolgte zum einen im nativen Labmageninhalt, nach
Zugabe von Puffer bei Ansatz b, und zum anderen nach Inkubation, sowohl in den Ansétzen
ohne Puffer as auch in den Ansétzen mit Puffer. Das pH-Meter wurde vor jeder Mel3serie
durch eine Zwei-Punkt-Eichung bel pH 7,00 und pH 4,01 geeicht. Zwischen den Messungen
wurde die Elektrode in einer 3M K CI-Losung (WTW, Weilheim) aufbewahrt.

3.2.6. Bestimmung des Stérkegehaltes

Zur Starkebestimmung wurden jeweils 2 ml nativer Labmagensaft in  Eppendorf-
Reaktiorsgefdle 2 ml (Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling Berzdorf)
abgefullt und eingefroren. Die Starkebestimmung erfolgte dann gesammelt mit dem
enzymatischen Testsystem ,, Stérke UV-Test“ (Boehringer, Ingelheim). Dieses enzymatische
Testsystem entspricht dem amtlichen Untersuchungsverfahren nach 8 35 LMBG zur
Bestimmung von Stérke in Lebensmitteln (Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach § 35 LMBG, 1983).

Hierfir war eine Vorverdauung des Labmagensaftes erforderlich. Dazu wurden 1 ml
Labmageninhalt mit 4 ml Dimethylsulfoxid (Merck, Darmstadt) und 1 ml 8 M Salzsdure
(Merck, Darmstadt) vermischt und 30 Minuten bei 60 °C inkubiert. Anschlief3end wurden
2 ml Aqua bidest (Fresenius, Bad Homburg) zugegeben, der Ansatz mit 5 M Natronlauge
(Merck, Darmstadt) auf pH 4-5 eingestellt (Kontrolle mit dem pH-Meter) und mit Aqua bidest
auf 10 ml aufgeflllt. Da die fur den Test eingesetzte Flissigkeit klar sein muféte, wurde nach
der Vorverdauung ca. 1 ml des Ansatzes in Eppendorf-Reaktionsgefal3e 1 ml (Eppendorf
Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf) Uberfihrt und bei 14000 rpm for
5 Minuten zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde dann fiir den Test verwendet.

Die eigentliche Testdurchfihrung erfolgte nach Anleitung des Herstellers, wobei die
eingesetzte Testmenge wegen relativ geringer Stérkegehalte auf 0,15 ml erhdht wurde. Dabei

ergab sich folgendes Pipettierschema:
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L eerwert Probe
Losung 1 0,1ml 0,1 ml
Probel 6sung - 0,15 ml
Bidest. Wasser 0,15 ml -
Losung 2 05ml 0,5ml
Bidest. Wasser 0,4 ml 04 ml
Suspension 3 0,01 ml 0,01 ml

Nach enzymatischem Aufschlul® der Starke durch das Enzym Aminoglucosidase (AGS) zu
Glucose wird durch die Enzyme Hexokinase (HK) und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
(G6P-DH) ein zur Glucosemenge proportionaler Anstieg an NADPH (reduziertes
Nicotinamid-adenin-dinucl eotidpho sphat) bewirkt.

stérke+ (n - )H20 %9 Fm® n D- Glucose
D- Glucose + ATP % 4:® G- 6- P + ADP

G- 6 P+ NADP* %59, 5% ® Gluconat- 6- phosphat + NADPH +H *

Der Anstieg an NADPH wurde photometrisch (Filter 334 nm) bestimmt (Eppendorf PCP
6121, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf).

3.2.7. Mikrobiol ogische Untersuchungen

Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden in Zusammererbeit mit dem Institut fr
Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitdét Giefen
durchgefihrt.

Zur Bestimmung der aeroben und anaeroben Gesamtkeimzahl des Labmageninhalts wurde
eine dekadische Verdunnungsreihe hergestellt. 5 wurden jeweils 4 sterile Probenrohrchen
(Probenrdéhrchen neutral 12 ml, Kabe Labortechnik, NUmbrecht-Elsenroth) mit 9 ml steriler
physiologischer Kochsalzlosung (Fresenius, Bad Homburg) beflllt. Nach grindlicher
Durchmischung des Labmageninhalts mittels eines Vortex (Reax IR 2400/min; Heidolph,
Schwabach) wurde davon jewells 1 ml mittels sterilen 1 ml Eppendorf-Pipettenspitzen
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(Eppendorf Vertrieh GmbH Deutschland, Wesseling-Berzdorf) in die néchsthohere
Verdiinnungsstufe (iberpipettiert, so da Verdinnungsstufen von 10! bis 10* entstanden
(siehe Abbildung 3).

‘ Iml ‘ ‘ Iml ‘ ‘ Iml ‘

10t 102 103 104

Abb.3: Herstellung der dekadischen Verdinnungsreihe

Alle verwendeten Agarplatten wurden vom Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der
Tiere zur Verfigung gestellt. Im Einzelnen handelte es sich um Schédleragar (Becton und
Dickinson, Heidelberg) und Traubenzuckerblutagar nach Zeisser (Blutagarbasis. G. Merck,
Darmstadt). Beiden Nahrboden, die zur Anziichtung anaerob wachsender Keime dienten,
waren 5 % defibriniertes Schafblut zugefiigt. Zudem wurden Blutagarplatten (ebenfalls mit
5 % Schafblut) sowie Dreifarbenagar nach Gassner und Pilzagar nach Kimmig (alle drei: G.
Merck, Darmstadt) verwendet. Die jeweils aktuell eingesetzten Schadler- und
Zeisseragarplatten wurden mindestens 4 Stunden vor der Beimpfung anaerob inkubiert, um
eine Vorreduktion der Nahrbdden und damit eine hthere Wachstumsrate an anaeroben
Keimen zu erreichen (Schallehn 1990).

Zur quantitativen Untersuchung wurden jeweils 2 Schadleragarplatten und 2 Blutagarplatten
in 4 gleich grofe Sektoren unterteilt und beschriftet. Nach neuerlicher Durchmischung auf
dem Vortex wurden jeweils 10 pl jeder Verdinnungsstufe mit sterilen 100 pl Eppendorf-
Pipettenspitzen (Eppendorf Vertrieb GmbH Deutschland, Wesseling-Berzdorf) auf die
entsprechenden Sektoren aufgetropft und mittels ausgeglihter Impfose vollsténdig auf dem
Sektor verteilt. Dies entsprach den Verdinnungsstufen von 10°%ml bis 10°%ml.
Schéadleragarplatten und Zeissleragarplatten (Beimpfungstechnik nachfolgend beschrieben)
wurden zuerst beimpft und sofort bei 37 °C firr 48 Stunden anaerob inkubiert (Anaerocult?® A

mini; G. Merck, Darmstadt).
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Die beimpften Blutagarplatten wurden aerob ebenfalls bei 37 °C fir 48 Stunden inkubiert.
Ihre Inkubation erfolgte in einem Mini-Brutschrank (Thermocult; Clinicon, Bromma,
Schweden).

Zur anschlieflenden quantitativen Auswertung wurden alle Sektoren herangezogen, die
zwischen 3 und 150 Kolonien aufwiesen.

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

o
Cc
cxd - ac¢
n, X+ n, >x01

c = gewogenes arithmetisches Mittel

Sc = Summe der Kolonien aller Sektoren, die zur Berechnung
herangezogen werden

m = Anzahl der Sektoren der niedrigsten Verdinnungsstufe

N, = Anzahl der Sektoren der néchst hdheren Verdinnungsstufe

d = Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdinnungsstufe

Zusdtzlich wurden zur qualitativen Auswertung des kultivierbaren Keimgehaltes im
unverdinnten Labmageninhalt damit jeweils eine Gassneragarplatte zur ldentifizierung von
Enterobacteriaceae und eine Kimmigagarplaite zur Bestimmung von Pilzen mittels
Dreidsenausstrich beimpft. SchlieRllich wurden jeweils 2 Zeisslerplatten mit 100 pl der 10t
Verdinnung beimpft und die Menge mit ausgeglihter Impfose vollstandig auf der Platte
vertellt, da auf diesen Nahrboden Clostridien anhand der Koloniemorphologie deutlich
erkennbar sind. Die Bebritung der Gassneragarplatte erfolgte aerob bel 37 °C Uber 48
Stunden, die des Kimmigagars bel Raumtemperatur Uber 5 Tage, wahrend die
Zeissleragarpl atten, wie oben erwahnt, anaerob bei 37 °C fur 48 Stundeninkubiert wurden
Alle erkennbaren Kolonien wurden beziiglich Koloniemorphologie protokolliert, und soweit
moglich, Bakterienfamilien und —genera zugeordnet. Bel fraglichen Kolonien erfolgte eine
Subkultivierung (Anaerobier: sowohl aerob auf Blutagar als auch anaerob auf Schéadler- und
Zeisslerplatten Aerobier: Blut- und/bzw. Gassneragar). Eine weitere ldentifizierung der
Kolonien erfolgte dann mittels Gramfarbung bzw. bei Hefen und anderen Pilzen Uber ein
Nativpréparat. Bei Wachstum von Clostridien schloss sich, soweit méglich  eine
Identifizierung mittels des biochemischen Testsystems rapid ID 32 A (Bio Merieux
Deutschland GmbH, Nirtingen) an.
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Die identifizierten Kolonien wurden in folgende Gruppen eingeteilt: aerobe Sporenbildner,
Clostridien, coryneforme Bakterien, Kugelbakterien (Kokken), Enterobacteriaceae,
Lactobacillaceae, Mucor, Penicillium, Aspergillus, sowie Geotrichum sp. und andere Hefen.
Die aeroben Sporenbildner (Bazillen) stellten sich in ihrer Koloniemorphologie sehr vielfatig
dar. Als Bazillen wurden durchsichtige wie auch gdb- bis weil3graue Kolonien von 1 bis
10 mm Grol3e angesprochen, die aerob oder fakultativ anaerob auf Blutagar (teilweise mit
Hamolyse) bzw. Schadleragar/Zeisseragar wuchsen und sich im Grampraparat als grolie,
grampositive Stabchen (bei Sporenbildung mit im allgemeinen nicht auftreibenden Sporen)
darstellten.

Auch die anaeroben Sporenbildner Clostridien) waren in ihrer Koloniemorphologie sehr
variabel. Als Clostridien wurden graue, grinliche bis helle Kolonien von 2 bis 6 mm Grole
angesprochen, die auf Schadler- und/oder Zessleragar wuchsen und sich in der aeroben
Subkultivierung auf Blutplatten al's strikt anaerob erwiesen. Im Grampraparat handelte es sich
bei ihnen um grampositive Stabchen mit auftreibenden Sporen

Als coryneforme Bakterien wurden weil3graue, matte bis durchsichtige glanzende,
stecknadel spitzen- bis 3 mm grof3e Kolonien angesprochen, die meist aerob, z.T. auch nur
anaerob auf Blutagar bzw. Schadleragar wuchsen und sich im Grampréparat als
keulenférmige grampositive, teilweise zur Verzweigung neigende Stabchen darstellten.
Kugelbakterien wuchsen as durchsichtige bis gelbgraue glénzende, aber auch weiss
pigmentierte stecknadelspitzen- bis 5 mm grof3e Kolonien die aerob auf Blutagar und
fakultativ anaerob auf Schadleragar anzutreffen waren und im Grampréparat eine runde oder
ovale Form bel grampositivem Férbeverhalten aufwiesen

Enterobacteriaceae zeigten ein weil3graues, etwas schleimiges, z.T. schwarmendes
Koloniewachstum von 1 bis 5 mm Grofe. Auf Gassneragar wuchsen sie laktosepositiv oder
—negativ, waren Cytochromoxydase- negativ, bauten Glucose im
Oxidations-/Fermentationstest fermentativ ab und stellten sich im Grampraparat als kleine,
gramnegative Stabchen dar.

Als Lactobacillaceae wurden weil3graue stecknadelspitzen bis 2 mm grofle Kolonien
angesprochen, die aerob, besser aber anaerob auf Blut- bzw. Schadleragar anzuziichten waren
und sich im Gramprdparat als grampositive gerade oder leicht gekrUmmte Stabchen
darstellten.

Von den Pilzen vermehrten sichMucor sp. auf Kimmigagar besonders schnell in Form von
Kolonien von 5 bis 8cm Grol3e. Im Nativpréparat (Lactophenolwasserblau) war das typische
Bild des ,, Kopfchenschimmels*® zu sehen.
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Als Penicillium sp. wurden ca. 2 bis 3 cm grofRe weil3e teils auch grine Kolonien
angesprochen. Im Nativprdparat waren die Fuktifikationsorgane durch den , pinselartigen®
verzweigten Aufbau charakterisiert.

Schimmelpilze der Gattung Aspergillus wuchsen meist in Form grof3er graugriner Kolonien,
die auf dem Kimmigagar im Bebritungszeitraum die Grof3e von 2 bis 5 cm erreichten Im
Nativpréparat fuhrte der typische , giefl3kannenartige” Konidienaufbau zur Diagnose.

Als Geotrichum sp. wurden ca 1 cm grole, weile, matte , hefeartige® Kolonien
angesprochen, die im Nativpraparat Myzel sowie in typische Arthrosporen zerfalene
Myzelabschnitte zeigten.

Als ,andere Hefen" wurden weil3e bis cremefarbene, glatte Kolonien auf Kimmigagar vonbis
zu 4 mm Grol3e bezeichnet, die sich im Nativpraparat als ovale bis runde Blagosporenvon ca.
5 bis 10 um Groi3e darstellten und an denen teilweise die Sprossung von Tochterzellen zu
beobachten war.

Es efolgte weiterhin  ene  Untersuchung des  Labmageninhalts  mittels
Phasenkontrastmikroskopie, um zusétzlich auch solche Keime zu erfassen, die mit den
beschriebenen Methoden nicht anziichtbar waren Dazu wurde ein Tropfen des nativen
Labmageninhalts zusammen mit einem Tropfen physiologischer Kochsalzlésung auf einen
Objekttrager aufgebracht, mit einem Deckglaschen versehen und unter Olimmersion im
Phasenkontrast untersucht. Jede Probe wurde ca. 10 Minuten lang durchgemustert. Dabei
wurde vor alem auf das Vorkommen von Sarcina-artigen Bakterien (grof3e Kokken in
Paketen) und auf das Vorkommen von schraubenférmigen Bakterien geachtet, wobei eine
Einteilung in Sarcina-artige Bakterien sowie in lange und in kurze Schraubenbakterien
erfolgte. Bei dem phasenkontrastmikroskopischen Nachweis handelt es sich umdie einfachste
und sicherste Methode zur Erfassung Sarcina-artiger Kokkenpakete. Sie konnen aufgrund
ihrer Struktur auf diesem Wege gut identifiziert werden denn ihre Anzuchtung, die spezielle
selektive Bedingungen erfordert, ist aus Labmagensaft mit den Methoden fir ihre
Kultivierung aus Erde selten moglich (Vatn et al. 1999).

Zusétzlich wurden gramgeféarbte Ausstriche von nativem Labmagensaft sowie von dem zuvor
zur Erfassung des Gasbildungsvermogens inkubierten Labmagensaft (siehe 3.2.3.) angefertigt.
Die Ausstriche wurden jeweils 10 Minuten lang durchgemustert, und es efolgte ebenfalls
eine Protokollierung der Sarcina-artigen Bakterien sowie der langen und der kurzen
Schraubenbakterien.
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3.3. Statistische Auswertung

Die datistische Auswertung der Daten erfolgte auf Rechnern der Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig
Universitdt Giefsen unter Verwendung des Statistikprogrammpakets BMDP/DYNAMIC,
Release 7.0 (Dixon 1993).

Die beschreibende Statistik erfolgt unter Verwendung der Kennzahlen Mittelwert,
Standardabweichung, Minimum und Maximum. Die Werte der Parameter Gasbildung,
Kohlendioxid-, Methan und Sauerstoffkonzentration im Gas nach Inkubation,
Starkekonzentration und aerobe sowie anaerobe Keimzahl waren nicht normalverteilt.
Deshalb wurde hier eine logarithmische Transformation durchgefiihrt und es werden - aul3er
bei den Gaskonzentrationen— jeweils der geometrische Mittelwert, der Streufaktor sowie bei
allen Parametern die Minima- und Maximalwerte aufgefthrt. Die Werte der anderen
Parameter waren anndhernd normalverteilt. Die Darstellung der Daten erfolgte sowohl
tabellarischals auch grafisch

Fir die Auswertung der Gasbildung in Bezug zur Gruppenzugehdrigkeit wurde eine dreifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen in den Faktoren Inkubationszeit und Pufferzugabe
durchgefthrt. Mittels einfaktorieller Varianzanalyse wurde geprift, ob hinsichtlich der
Merkmale Kohlendioxid-, Methan, Stickstoff- und Sauerstoffkonzentration im nativen
Labmagengas, der Methan und Stickstoffkonzentration im Gas nach Inkubation der
Starkekonzentration sowie der aeroben und anaeroben Keimzahlen signifikante
Gruppenunterschiede bestehen Bel den auch logarithmiert nicht anndhernd normelverteilten
Parametern Kohlendioxid- und Sauerstoffkonzentration nach Inkubation wurde der ,Kruskal-
Walis- Test" als parameterfreies Verfahren der einfaktoriellen Varianzanalyse zur Prifung der
Signifikanz von Gruppenunterschieden durchgefuhrt.

Die Ergebnisse des Keimspektrums, der Phasenkontrastmikroskopie und der Untersuchung
der gramgefarbten Ausstriche wurden einem Haufigkeitsvergleich unterzogen, welcher mit
dem ,Exakten Fisher-Test® kombiniert wurde, um auch hier mogliche signifikante
Gruppenunterschiede zu erkennen

Um zu ermitteln, welche der untersichten Parameter sich auf die gebildete Gasmenge
auswirken wurde eine multiple Regressionsanalyse (nicht schrittweise) durchgefiihrt.

Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt festgel egt:

p=0,05 signifikant

p> 0,05 nicht signifikant
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4. Ergebnisse

4.1. Gruppenvergleiche

4.1.1. Gasbildung

Tab. 1: Ubersicht tiber die bei der Inkubation von Labmageninhalt gebildeten Gasmengen
Angegeben sind jewells die Gasbildung von der 1. bis zur 4. Stunde ohne Pufferzusatz (GB1),
die Gasbildung von der 1. bis zur 4. Stunde mit Pufferzusatz (GB2) sowie die Gasbildung von
der 4. bis zur 8. Stunde ohne Pufferzusatz (GB3) und die Gasbildung von der 4. bis zur 8.
Stunde mit Pufferzusatz (GB4) bel der Kontrollgruppe = Kontr (n = 5), bel den Patienten mit
linksseitiger Labmagenverlagerung = liLMV (n = 25) und bei den Patienten mit rechtsseitiger
Labmagenverlagerung = reLMV (n = 15).

Gashildung

(ml) Gruppe Xg SF Xmin~Xmax
Kontr 0,28 1,50 0,20-0,52

GB1 liLMV 0,23 1,93 0,03-0,65
reLMV 1,33 4,45 0,10-8,02
Kontr 0,28 1,49 0,19-0,48

GB2 liLMV 0,20 1,95 0,03-0,52
reLMV 0,70 10,66 0,01-13,13
Kontr 0,04 4,38 0,01-0,26

GB3 liLMV 0,11 2,92 0,01-0,47
reLMV 0,52 8,91 0,01-11,46
Kontr 0,07 3,24 0,01-0,24

GB4 liLMV 0,68 2,94 0,01-1,20
reLMV 0,95 7,14 0,05-12,31
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100
£311.-4.h ohne
Puffer
10
£ E1.-4.h mit
g‘ Puffer
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.-g 04.-8.h ohne
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0,1 -
04.-8.h mit
Puffer
0,01 T 1

Kontr liLMV reLMV

Abb. 1: Nach Inkubation von Labmageninhalt gebildete Gasmengen.

Darstellung der geometrischen Mittelwerte und der Streufaktoren aus den Ergebnissen der
Kontrollgruppe (Kontr) und der Patientengruppen (IiLMV, reLMV) unter Beriicksichtigung der
Inkubationszeit und der Pufferzugabe.

Mittels dreifaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholungen in den Faktoren
Inkubationszeit und Puffer konnte ein signifikanter Mittelwertsunterschied zwischen den
Gruppen bezuglich der Gashildung (p = 0,001) festgestellt werden. Dabei war die Gasbildung
bei den Tieren mit rechtsseitiger Labmagenverlagerung am hochsten. Bei den Tieren mit
linksseitiger Verlagerung war die Gasbildung in der 4. bis 8. Stunde der Inkubation hoéher als
bei der Kontrollgruppe, im Zeitraum 1. bis 4. Stunde geringfligig niedriger als bei der
Kontrollgruppe.
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4.1.2. Gaszusammensetzung

Tab 2: Ubersicht Uber die Zusammensetzung des nativen Labmagengases sowie der nach
Inkubation der Proben gebildeten Labmagen und Pansengase

Angegeben sind jewells die Kohlendioxidkonzentration im nativen Labmagengas (COznativ),
die Kohlendioxidkonzentration im Gas nach Inkubation (CO»nInk), die Methankonzentration
im nativen Labmagengas (CHghativ), die Methankonzentration im Gas nach Inkubation
(CHanink), die Stickstoffkonzentration im nativen Labmagengas (Ngqnativ), die
Stickstoffkonzentration im Gas nach Inkubation (N2nlnk), die Sauerstoffkonzentration im
nativen Labmagengas (Oznativ) und die Sauerstoffkonzentration im Gas nach Inkubation
(O2nink) bel der Kontrollgruppe = Kontr (n = 5), bei den Patienten mit linksseitiger
Labmagenverlagerung = I[iLMV (n = 12), bei den Patienten mit rechtsseitiger
Labmagenverlagerung =reLMV (n=7) und in dem bei Inkubation von Pansensaft gebildeten
Gas=Pansen (n=1).

Gaszusamment
setzung (%) Gruppe X S Xmin~Xmax
Kontr - - -
COgnativ liLMV 4,85 1,18 2,68-6,90
reLMV 8,81 3,42 4,85-14,88
Kontr 26,73 27,57 0-57,65
COznink LMV 45,83 16,63 0-63,29
reLMV 58,91 18,34 37,22-83,53
Pansen 58,84 3,78 53,64-62,51
Kontr - - -
CHganativ LMV 23,54 9,54 6,68-35,31
reLMV 28,79 11,17 9,79-48,50
Kontr 0,15 0,12 0-0,31
CHanlnk liLMV 0,85 0,62 0,17-2,36
reLMV 1,12 0,92 0,01-2,33
Pansen 6,58 0,49 6,1-7,25
Kontr - - -
Nonativ LMV 63,25 8,78 52,50-79,35
reLMV 58,23 10,39 41,36-75,38
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Gaszusammen
setzung (%) Gruppe X S Xmin=Xmax
Kontr 70,84 25,12 42,04-98,13
N2nlnk LMV 52,74 14,93 36,54-92,86
reLMV 39,43 18,21 15,18-60,90
Pansen 34,34 4,1 30,67-40,07
Kontr - - -
Ognativ LMV 8,37 3,23 3,89-13,10
reLMV 4,15 1,42 3,02-7,42
Kontr 2,27 4,18 0-9,63
Oznink liLMV 0,58 2,01 0-6,95
reLMV 0,51 0,63 0-1,87
Pansen 0,24 0,14 0,11-0,44
100%
n O,
80% —
oN,
60%
0% mCH,
20% aCo,
0%

liLMVnativ reLMVnativ Kontr liLMVnIink reLMVnink Panlnk

Abb. 2: Prozentuale Zusammensetzung des bei Patienten mit linksseitiger und bei solchen mit
rechtsseitiger Labmagenverlagerung gewonnenen nativen Labmagengases sowie des nach
Inkubation von Labmagen und Panseninhalt gebildeten Gases.

Angegeben sind die Mittelwerte der Konzentrationen der einzelnen Gase in der jeweiligen
Gruppe. liLMVnativ, reLMVnativ = natives Labmagengas von Patienten mit links- bzw.
rechtsseitiger Labmagenverlagerung, Kontrnink, liLMVnInk, reLMVnink = nach der
Inkubation von Labmageninhalt gebildetes Gas von Kontrolltieren bzw. Patienten mit links-
bzw. rechtssaitiger Labmagenverlagerung, Panink = nach der Inkubation von Panseninhalt
gebildetes Gas.

Mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse konnten signifikante Mittelwertsunterschiede

zwischen der Zusammensetzung des nativen Labmagengases von Tieren mit rechts- und
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solchen mit linksseitiger Labmagenverlagerung beziiglich CO-» (p = 0,01) und O, (p = 0,001)
nachgewiesen werden.

Beziglich des nach Inkubation gewonnenen Gases konnte fur N, mittels einfaktorieller
Varianzanalyse mit p= 0,02 und fir CHs nach Logarithmierung mit p= 0,02 jeweils en
signifikanter Mittelwertsunterschied zwischen den untersuchten Gruppen nachgewiesen
werden. Mit dem Kruska-WallisTest konnte auch fir O, ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen festgestellt werden (p = 0,03).

Auffélig war, dal3 in den Proben nach Inkubation weniger CH, und dafir mehr CO, als im
nativen Labmagengas enthalten war.

4.1.3. pH-Wert

Tab 3: Ubersicht tiber die pH-Werte von Labmageninhalt.

Angegeben sind jewells der pH-Wert im nativen Labmageninhalt (pH1), der pH-Wert im
Ansatz mit Puffer nach Pufferzugabe (pH2) sowie der pH-Wert nach 8 Stunden Inkubation im
Ansatz ohne Puffer (pH3) und der pH-Wert nach 8 Stunden Inkubation im Ansatz mit Puffer
(pH4) bei der Kontrollgruppe = Kontr (n = 5), be den Patienten mit linksseitiger
Labmagenverlagerung = liLMV (n = 25) und be den Patienten mit rechtsseitiger
Labmagenverlagerung =reLMV (n = 15).

pH-

Wert Gruppe X S Xemin=Xmax
Kontr 2,29 0,43 1,87-2,88

pH1 liLMV 1,85 0,50 1,01-3,53
reLMV 2,94 1,76 1,28-5,97
Kontr 4,31 0,13 4,21-4,48

pH2 liLMV 4,40 0,18 4,13-4,83
reLMV 4,99 0,72 4,15-6,42
Kontr 2,46 0,46 2,02-3,08

pH3 liLMV 2,09 0,74 1,12-4,51
reLMV 2,65 1,16 1,38-4,42
Kontr 4,29 0,08 4,21-4,41

pH4 liLMV 4,20 0,33 3,51-4,78
reLMV 4,27 0,40 3,50-4,90
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OKontr

EIiLMV

reLMV

Abb. 3: Ubersicht tber die pH-Werte (X + S) im nativen Labmageninhalt (pH1) und im Ansatz mit
Puffer nach Pufferzugabe (pH2) sowie nach 8 Stunden Inkubation im Ansatz ohne Puffer (pH3)
und nach 8 Stunden Inkubation im Ansatz mit Puffer (pH4).

Darstellung der arithmetischen Mittelwerte und der Standardabweichung der Kontrollgruppe
(Kontr) und der Patientengruppen (liLMV, reLMV).

Mittels dreifaktorieller Varianzanalyse wurde ein signifikanter Mittelwertsunterschied (p =
0,01) zwischen den untersuchten Gruppen fur den pH-Wert von nativem Labmagensaft
festgestellt. Dabei wurden bei den rechtsseitigen Labmagenverlagerungen die hdchsten pH-
Werte gemessen Im Labmageninhalt der Kontrolltiere wurden im Durchschnitt pH-Werte
von 2,29 gemessen; diese lagen etwas hoher as in den Proben der Kihe mit linksseitiger
L abmagenverlagerung.

Vergleicht man die Verénderung der pH-Werte durch die Inkubation, so zeigte sich bei den
Kontrollen und bel den Proben von Tieren mit linksseitiger Verlagerung sowohl ohne als auch
mit Puffer kaum eine Veranderung, wogegen in den Labmagensaftproben von Patienten mit
rechtsseitiger Verlagerung sowohl ohne a's auch mit Puffer ein deutlicher pH-Abfall messbar
war.

39



Ergebnisse

4.1.4. Stérkegehalt

Tab 4: Ubersicht tiber die Starkegehalte (mg/l) im Labmageninhalt bei der Kontrollgruppe =

Kontr (n=5), bel Patienten mit linksseitiger Labmagenverlagerung = liLMV (n = 25) und bei

den Patienten mit rechtsseitiger Labmagenverlagerung = reLMV (n=15).

Starkegehalt
(mg/l)

Gruppe

SF

Xmin=Xmax

Kontr

124,7

1,27

85-155

liLMV

47

3,24

1,5-329

reLMV

18,6

3,29

1-121

180

160

140

120

100

80

60

Starkegehalt [mg/l]

40

20

Abb. 4: Ubersicht (iber die Starkegehalte (mg/l) von nativem Labmageninhalt.

Kontr

liLMV

reLMV

Darstellung der geometrischen Mittelwerte und der Streufaktoren der Kontrollgruppe (Kontr)
und der Patientengruppen (liLMV, reLMV).

Mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse konnte ein signifikanter Mittelwertsunterschied

bezliglich des Stérkegehadlts (p = 0,004) zwischen den Gruppen festgestellt werden. Der

Stérkegehalt war im Labmageninhalt von Kihen mit rechtsseitiger Verlagerung am

niedrigsten, gefolgt von den Proben von Tieren mit linkssatiger Verlagerung. Die

Kontrolltiere wiesen die héchsten Starkegehalte im Labmageninhalt auf.
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4.1.5. Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen
Keimzahl

Tab 5. Ubersicht Uber die aerobe und anaerobe Keimzahl (KBE/ml) im nativen
Labmageninhalt der Kontrollgruppe = Kontr (n = 5), der Patienten mit linksseitiger
Labmagenverlagerung = |iLMV (n = 25) und der Patienten mit rechtsseitiger
Labmagenverlagerung = reLMV (n = 15).

Keimzahl
(KBE/ml) | Gruppe X . SF Xmin=Xmax
Kontr 10889 4,3 10° - 3,6x10"
aerob liLMV 59020 9,9 10% - 5,8x10°
reLMV 257632 45,2 10%- 108
Kontr 16520 5,8 10° - 1,2x10°
anaerob liLMV 49888 13,9 10° - 1,3x10’
reLMV 331131 152,4 10% - 9,9x10°
1083 ]
107 i
] Oaerob
£ 105: _
L ] [
m ]
X
10°3
1 B anaerob
107 1 i
103 T ]

Kontr [ILMV reLMV

Abb. 5. Ubersicht Uber die agrobe und anaerobe Keimzahl (KBE/ml) im nativen
Labmageninhalt.

Darstellung der geometrischen Mittelwerte und der Streufaktoren der Kontrollgruppe
(Kontr) und der Patientengruppen (liLMV, reLMV).
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Mittels der einfaktoriellen Varianzanalyse konnte fir die aerobe Keimzahl mit p= 0,04 ein
signifikanter Mittelwertsunterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. Dabei
wurden bel den rechtsseitigen Labmagenverlagerungen die héchsten Keimgehalte gemessen
und bei denKontrolltieren die niedrigsten.

Beziliglich der anaeroben Keimzahl lief3 sich kein signifikanter Unterschied nachweisen,
allerdings lagen die Durchschnittswerte bei den rechtsseitigen Labmagenverlagerungen

ebenfalls am héchsten und bei denKontrolltieren am niedrigsten.

Keimspektrum

Tab 6: Vorkommenshaufigkeit (%) der kulturell nachgewiesenen Keimgruppen im
Labmageninhalt der Kontrollgruppe = Kontr (n = 5), der Patienten mit linksseitiger
Labmagenverlagerung = [lIiLMV (n = 25) und der Patienten mit rechtsseitiger
Labmagenverlagerung = reLMV (n = 15).

Keimart Gruppe Vorkommenshaufigkeit (%)
Kontr 100
Bazillen liLMV 100
reLMV 73,3
Kontr 20
Clostridien liLMV 72
reLMV 86,7
Kontr 60
Coryneforme liLMV 48
reLMV 60
Kontr 20
K ugel bakt. liLMV 20
reLMV 40
Kontr 0
Enterobakt. liLMV 12
reLMV 40
Kontr 0
Lactobaz. liLMV 4
reLMV 20
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Kemart

Gruppe

Vorkommenshaufigkeit (%)

Mucor

Kontr

100

liLMV

60

reLMV

20

Penicillium

Kontr

liLMV

reLMV

6,7

Aspergillus

Kontr

liLMV

reLMV

13,3

Geotrichum

Kontr

liLMV

52

reLMV

33,3

Hefen

Kontr

liLMV

48

reLMV

26,7

100

O Kontr

Haufigkeit [%]

EiLMV

B reLMV

Bazillen s

Abb. 6. Vorkommenshaufigkeit
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Kontrollgruppe (Kontr) und der Patientengruppen (liLMV , reLMV).
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Ergebnisse

Mittels eines Haufigkeitsvergleichs und des exakten Fisher-Tests konnten bezliglich der
Vorkommenshaufigkeit an Bazillen (p = 0,03), Clostridien (p = 0,03) und Mucor (p = 0,004)
signifikante Unterschiede festgestellt werden. Dabel wurden die Bazillen bei Kontrollen und
linksseitigen Verlagerungen in 100 % der Proben und bel rechtsseitigen Verlagerungen
weniger haufig gefunden. Die Clostridien wurden am seltensten kel den Kontrollen und am
haufigsten bei Tieren mit rechtsseitiger Labmagenverlagerung nachgewiesen Mucor wurde
dagegen am haufigsten bel den Kontrolltieren und am seltensten bel Patienten mit
rechtsseitiger Verlagerung festgestellt.

Bezuglich der anderen Keimgruppen (Coryneforme, Kugelbakterien, Enterobakteriaceae,
L actobazillaceae, Penicillium, Aspergillus, Geotrichum, Hefen) konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden.

Der Versuch, die isolierten Clostridien mit dem biochemischen Testsystems rapid ID 32 A
weiter zu differenzieren, verlief meist erfolglos. Nachgewiesen werden konnten Cl.
subterminale (1x), Cl. botulinum (2x) und Cl. perfringens (7x).

Tab 7: Vorkommenshaufigkeit (%) phasenkontrastmikroskopisch nachgewiesener Sarcina-
atiger Kokkenpakete (KokP), kurzer Schraubenbakterien (SchrK) und langer
Schraubenbakterien SchrL) im Labmageninhat der Kontrollgruppe = Kontr (n = 5), der
Patienten mit linksseitiger Labmagenverlagerung = liLMV (n = 25) und der Patienten mit
rechtsseitiger Labmagenverlagerung = reLMV (n = 15).

Keimart Gruppe Haufigkeit (%)
Kontr 100
KokP liLMV 100
reLMV 100
Kontr 100
SchrK liLMV 80
reLMV 93,3
Kontr 20
SchrL liLMV 76
reLMV 80
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Abb. 7. Vorkommenshaufigkeit (%) phasenkontrastmikroskopisch nachgewiesener Sarcina-artiger
Kokkenpakete (KokP), kurzer Schraubenbakterien (SchrK) und langer Schraubenbakterien (SchrL) im
Labmageninhalt der Kontrollgruppe (Kontr) und der Patientengruppen (IiLMV, reLMV).

Mittels des exakten Fsher-Tests konnte nur fir lange Schraubenbakterien mit p= 0,05 ein
signifikanter Haufigkeitsunterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden, wobel der
Nachweis bei Kontrollen am seltensten gelang und nahezu gleich héufig bei links und
rechtssaitigen Verlagerungen

Sarcina-artige  Kokkenpakete konnten in allen Proben gefunden werden kurze
Schrauberbakterien am haufigsten in den Kontrollproben und am seltensten im

Labmageninhalt bel linksseitigen Verlagerungen.
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Tab 8: Ergebnisse der Keimidentifizierung anhand der Gramfarbung. Angegeben sind jeweils
die Vorkommenshaufigkeit (%) von Sarcina-artigen Kokkenpaketen im nativen Labmagensaft
(KokP1), im Labmagensaft nach Inkubation (KokP2), von kurzen sowie langen
Schraubenbakterien ebenfalls im nativen und im inkubierten Labmagensaft (SchrK1/2,
SchrL1/2) bei der Kontrollgruppe = Kontr (n = 5), bei den Patienten mit linksseitiger
Labmagenverlagerung = liLMV (n = 25) und bei den Patienten mit rechtsseitger
Labmagenverlagerung = reLMV (n = 15).

Keimart Gruppe Haufigkeit (%)
Kontr 100
KokP1 liLMV 96
reLMV 100
Kontr 100
KokP2 liLMV 96
reLMV 86,7
Kontr 100
SchrKk1 liLMV 100
reLMV 100
Kontr 100
Schrk2 liLMV 100
reLMV 100
Kontr 0
SchrL1 liLMV 16
reLMV 6,7
Kontr 20
SchrL2 liLMV 32
reLMV 20
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Abb. 8: Ergebnisse der Keimidentif izierung anhand der Gramfarbung.
Vorkommenshaufigkeit (%) von Sarcina-artigen Kokkenpaketen im nativen Labmagensaft (KokP1), im
Labmagensaft nach Inkubation (KokP2), von kurzen sowie langen Schraubenbakterien ebenfalls im

nativen und inkubierten Labmagensaft (SchrkK1/2, SchrL1/2) der Kontrollgruppe (Kontr) und der
Patientengruppen (liLMV, reLMV).

Mittels des exakten Fisher-Tests konnte kein signifikanter Haufigkeitsunterschied zwischen
den Gruppen festgestellt werden. In nahezu allen Proben konnten sowohl im nativen als auch
im inkubierten Labmagensaft Sarcina-artige Kokkenpakete und in alen Proben kurze
Schraubenbakterien gefunden werden. Die langen Schraubenbakterien wurden dagegen nur
selten gefunden, und zwar be linksseitiger Verlagerung am haufigsten im nativen
Labmagensaft, dagegen nie bel den Kontrolltieren. Sie fanden sich im inkubierten

Labmagensaft bei linksseitigen Verlagerungen etwas haufiger as bel Kontrollen und bei
rechtsseitigen Verlagerungen.
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Sarcinaartige Schraubenbakterium
Phasenkontrast Gramféarbung

Abb. 9: Beispiel fur die Darstellung Sarcina-artiger Kokkenpakete
im Phasenkontrast bzw. fur ein langes Schraubenbakterium in eéinem

gramgef &rbten Préparat.

4.2. Ergebnisse der multiplen nicht schrittwei sen Regressionsanalyse

Mit der multiplen nicht schrittweisen Regressionsanalyse konnte eine Abhangigkeit der
Gashildung vom pHWert des Labmageninhalts festgestellt werden (p < 0,001). Weitere
signifikante Abhangigkeiten ergaben sich mit p < 0,01 fir die Haufigkeit von Mucor (negativ
korreliert) und mit p = 0,05 fur die Haufigkeit von Kugelbakterien (negativ korreliert).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob die im Labmageninhalt vorhandenen
Mikroorganismen in der Lage sind, Gas zu bilden und ob diesbeziglich Unterschiede
zwischen Kontrolltieren und Tieren mt Labmagenverlagerung bestehen. Des weiteren sollte
gepruft werden, ob zwischen Art und Menge der im Labmagen vorhandenen Bakterien und
Pilze, den Aziditatsverhdtnissen und dem Stérkegehalt des Labmageninhalts einerseits und

dem Gasbildungsvermdgen andererseits Zusammenhange bestehen.

In-vitro Gashildung

Hinsichtlich der invitro Gasbildung ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den

untersuchten Gruppen. Am absolut hdchsten war sie bei den Tieren mit rechtsseitiger
Labmagenverlagerung. Bel der Inkubation von Labmageninhalt von Tieren mit linksseitiger
Verlagerung wurde zwischen der 4. bis 8. Stunde mehr Gas gebildet als in den Proben der
Kontrollgruppe, zwischen der 1. bis 4. Stunde jedoch geringfligig weniger. Insgesamt zeigen
diese Ergebnisse, dald Gasbildung im Labmagen selbst moglich ist, und dal? dieses Gas
grundsétzlich auch an der Aufgasung des Labmagers beteiligt sein konnte. Auf diese
Maoglichkeit hatte auch schon Dirksen (1962) hingewiesen, ausgehend von der Beobachtung,
dai’ beim Auftreten von Rezidiven der Labmagen sehr rasch aufgasen kann. Vergleicht man
allerdings das Gasbildungsvermogen von Pansensaft mit dem Gasbildungsvermogen von
Labmageninhalt, so ist letzteres deutlich geringer. Unter denselben Versuchsbedingungen
inkubierter Pansensaft bildet mit ca. 5,4 ml in 4 Stunden durchschnittlich 10x mehr Gas als
Labmageninhalt. Dieses fir Pansensaft ermittelte Gasbildungsvermégen umgerechnet 1,9 ml
Gas pro 10 ml Pansensaft pro Stunde, stimmt Gberein mit von Dirksen (1990) mitgeteilten
Werten von 1 bis 2 ml Gaspro 10 ml Pansensaft pro Stunde.

Demgegeniiber liegen die Werte fir das Gasbildungsvermigen von Labmageninhalt im
Bereich von Obis 4,7 ml pro 10 ml Inhat pro Stunde. Fur Proben von Kontrolltieren ergab
sich eine durchschnittliche Gasbildung von 0,07 ml pro 10 ml Inhalt pro Stunde, fir Proben
von Tieren mit linksseitiger Labmagenverlagerung ebenfalls von 0,07 ml und fur Proben von
Tieren mit rechtsseitiger Labmagenverlagerung von 1,01 ml pro 10 ml Inhalt pro Stunde.
Umgerechnet auf die Menge an Labmageninhalt, der laut Dirksen (1990) bei 10 bis 15 | liegt,
ergab sich aso ein Gasbildungsvermdgen von 70 bis 105 ml pro Stunde bei Kontrolltieren
Bel Tieren mit linksseitiger Labmagenverlagerung lag dieser Wert ebenfalls bei 70 bis 105 ml
und bei Tieren mit rechtsseitiger Labmagenverlagerung bei 1010 bis 1515 ml pro Stunde. Das
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Gashildungsvermdgen von Labmageninhalt von Kontrolltieren und Tieren mit linksseitiger
L abmagenverlagerung bleibt also deutlich hinter dem Gasbildungsvermégen von Panseninhalt
zuriick und ist mit 70 bis 105 ml pro Stunde nicht sehr ergiebig. Diese geringe Gasproduktion
kann fur eine Aufgasung des Labmagens kaum aleinig verantwortlich gemacht werden Das
Gasbildungsvermogen von Tieren mit rechtsseitiger Labmagenverlagerung liegt dagegen im
Durchschnitt deutlich héher. Bei durchschnittlichen Gasproduktionen bis zu 1,5 | pro Stunde
ist mit einer deutlichen Aufgasung des Labmagens zu rechnen.

Mittels der nicht schrittweisen multiplen Regressionsanalyse wurde die Abhangigkeit der
Gashildung von anderen untersuchten Faktoren analysiert. Dabei ergab sich eine signifikante
Beziehung zwischen der Gasbildung und dem pH-Wert des nativen Labmagensaftes. Je hdher
dieser lag desto hoher war das Gasbildungsvermégen. Da davon ausgegangen werden kann,
dai’3 die Gashildung im Labmagen mikrobiell bedingt ist, deutet dieser Befund darauf hin, dafi3
hohere pH-Werte mit einem Anstieg der Gesamtkeimzahl und einer Anderung des
Keimpektrums einhergehen wodurch es zu einer erhdhten mikrobiellen Gasbildung kommen
kann. Relativ ohe pH-Werte im nativen Labmageninhalt wurden allerdings nur bei Tieren
mit rechsseitiger Labmagenverlagerung gefunden, wenn diese Verlagerung entweder schon
langere Zeit bestanden hatte oder der Labmagen stark gedreht war. Diese Tiere waren laut
Besitzerangaben bis zu 1 Woche krank und hatten laut Operationsbefund Drehungen des
Labmagens von 180° bis 360° mit blauroter Verféarbung des Labmagens und gestauten
Gefélen. Es ist aulBerdem bekannt, dad es be frischen (v.a linksseitigen)
L abmagenverlagerungen durch eine vermehrte Sekretion der Labmagendrisen wahrend der
Labmagenverlagerung zu einer pH-Absenkung im Labmagen kommt (Meermann u. Aksoy
1983, Geishauser et al. 1996b, Geishauser et al. 1996¢), was also einer Gasbildung eher
entgegenwirken wirde. Letzteres erlaubt natirlich keine Aussage Uber die pH-Verhdltnisse
und die Gashildung im Labmagen unmittelbar vor der Entstehung einer Verlagerung. Ineiner
Untersuchung von van Winden et al. (2002) konnte zumindest gezeigt werden, dal3 Kiihe 3
Wochen nach der Kalbung eine signifikante Erhthung des pH-Werts im Labmagensaft
aufweisen. Dementsprechend koénnten vor Entstehung der Labmagenverlagerung sowohl der
pH-Wert als auch das Gasbildungsvermdgen erhoht sein, und erst nach der Entstehung der
Verlagerung koénnte der pH-Wert absinken und dementsprechend auch das
Gashildungsvermdgen abnehmen.

Bel der Untersuchung des Gasbildungsvermdgens wurden jeweils 2 Ansdtze mit Phosphat-
Citrat-Puffer auf einen pH-Wert von 4 bis 5 eingestellt und diese Ergebnisse mit denjenigen
der Ansédtze ohne Pufferzugabe verglichen. Dies erfolgte um zu verhindern, dal3 bestimmte
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Bakterien alein durch den niedrigen pH-Wert, der ja durch Stoffwechselprodukte der
Bakterien weiter absinken kénnte, absterben und so das Gashildungsvermégen verfalscht
wird. Mittels dreifaktorieller Varianzanalyse konnte jedoch kein signifikanter Unterschied
bezlglich Gashildung mit bzw. ohne Pufferzugabe festgedellt werden. Nach 4 Stunden war
die Gasbildung in den Proben mit Pufferzusatz geringgradig niedriger als in denen ohne
Pufferzugabe, nach weiteren 4 Stunden dagegen etwas hoher. Dies deutet darauf hin, dai3 das
Ausgangskeimspektrum abhangig vom pHWert in nativem Labmagensaft unterschiedlich
war (bei htheren pH-Werten wurden z.B. haufiger Enterobacteriaceae nachgewiesen) und
sich bel Veranderung des pH-Wertes, z.B. durch Pufferzugabe, nicht so schnell, also
zumindest nicht innerhalb des Inkubationszeitraums von 8 Stunden, deutlich &ndert.

Eine der Ausgangshypothesen war, dald en verdndertes Keimspektrum im nativen
Labmageninhalt zu einer verstarkten Gasbildung fuhren und somit mitverantwortlich fir die
Entstehung einer Labmagenverlagerung sein konnte. Mittels der multiplen nicht schrittweisen
Regressionsanalyse konnte jedoch keine Keimgruppe identifiziert werden, die eine erhohte
Gashildung bewirkt. Es konnte nur eine geringgradige negative Korrelation, also eine
Verminderung der Gashildung bei Vorkommen von Mucor und Kugelbakterien festgestellt

werden.

Gaszusammensetzung

Um weitere Hinweise auf den Entstehungsort des Labmagengases zu erhalten, wurde mittels
Gaschromatographie die Zusammensetzung von nativem Labmagengas bel rechts und bei
linksseitigen Labmagenverlagerungen bestimmt sowie das bei der Inkubation von
L abmagensaft gewonnene Inkubationsgas untersucht.

Problematisch bei dieser Methode wa der lange Transportweg, da die
gaschromatographischen Untersuchungen im Pansenlabor der tierdrztlichen Hochschule
Hannover durchgefiihrt wurden. Die besten Ergebnisse im Hinblick auf Verunreinigung des
Gases wahrend des Transports wurden mit gasdichten Hamiltonspritzen mit eingebautem
Ventil erreicht, wobel auch hierbei ein geringgradiges Eindringen von Umgebungsluft
feststellbar war. Ein weiteres Problem war, dal3 die wéahrend der Inkubation gebildeten
geringen Gasmengen durch Einsaugen direkt in die Spritze gewonnen werden mufiten
Dadurch befand sich stets noch ein geringer Anteil an Raumluft in der Spritze. Da bei den
Inkubationsgasproben wegen der geringen Gasmenge - im Gegensatz zur Aspiration von
nativem Labmagengas - auch auf das dreimalige Spulen der Spritze verzichtet werden muflite,

war der Antell an Raumluft in den Inkubationsgasproben auch hoher as in den nativen
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Labmagengasproben Mittels des unter 3.2.5. beschriebenen Korrekturfaktors wurde dieser
Antel an Raumluft aus den gemessenen Werten herausgerechnet. Durch diese
Einflussfaktoren erklért sich u.a. der messbare Sauerstoffgehalt in den Proben.

Bei den eigenen Untersuchungen ergab sich fir natives Labmagengas bei rechtsseitigen
Verlagerungen im Durchschnitt ein Gehalt von 8,8 % Kohlendioxid, 28,8 % Methan, 58,2 %
Stickstoff und 4,2 % Sauerstoff. Bei linksseitigen Labmagenverlagerungen wurde ein Gehalt
von durchschnittlich 4,9 % Kohlendioxid, 23,5 % Methan, 63,3 % Stickstoff und 8,4 %
Sauerstoff gemessen. Die bezliglich Kohlendioxid und Sauerstoff festgestellten signifikanten
Unterschiede zwischen rechtss und linksseitigen Labmagenverlagerungen hangen
wahrscheinlich mit Unterschieden bei der Entnahmetechnik zusammen Da die Gasentnahme
bei linkssaitigen Labmagenverlagerungen wéhrend der Laparoskopie Uber einen dinnen
Entgasungskatheter erfolgte (im Gegensatz zum dicken Entgasungsschlauch bei rechtsseitigen
Verlagerungen), scheint es bel der Probenentnahme zu einer stérkeren Verunreinigung mit
Raumluft gekommen zu sein. In der Literatur finden sich fir Labmagengas aus verlagerten
Labmagen Werte von 1,9-13,2 % Kohlendioxid, 0,2-40,5 % Methan, 25,5-89,9 % Stickstoff
und 0,8-16,4 % Sauerstoff (Dirksen 1962), welche aso mit den eigenen Ergebnissen
weitgehend Ubereinstimmen. Auch Sarashina et al. (1989) untersuchten die Konzentration an
Kohlendioxid und Methan in verlagerten Labmégen und erhielten Werte von durchschnittlich
18,4 % Kohlendioxid und 42,4 % Methan Diese Werte liegen zwar hoher as die eigenen
gemessenen Werte, das Verhdltnis von Kohlendioxid zu Methan fallt alerdings vergleichbar
aus.

Die Inkubationsgagoroben weisen im Durchschnitt fir rechtsseitige Labmagenverlagerungen
58,9 % Kohlendioxid, 1,1 % Methan, 39,4 % Stickstoff und 0,5 % Sauerstoff, fur linksseitige
L abmagenverlagerungen 45,8 % Kohlendioxid, 0,9 % Methan, 52,7 % Stickstoff und 0,6 %
Sauerstoff und fur Kontrolltiere 26,7 % Kohlendioxid, 0,2 % Methan, 70,8 % Stickstoff und
2,3 % Sauerstoff auf. Die Unterschiede zwischen den Gruppen sind beziiglich Stickstoff,
Methan und Sauerstoff signifikant, wobei sich diese Unterschiede eigentlich nur durch eine
unterschiedliche Zusammensetzung der Mikroflora des Labmagensafts erkldren lassen
Wesentlicher im Hinblick auf den Entstehungsort des Gases ist jedoch der Vergleich
zwischen nativem Labmagengas und Inkubationsgas. Hierbei ist deutlich zu erkennen, dal’ in
den Inkubationsgasen sehr viel weniger Methan enthalten ist als in nativem Labmagengas.
Dafir erhoht sich der Anteil an Kohlendioxid. Der im nativen Labmagengas niedrigere
Kohlendioxidgehalt kann Uber einen Gasaustausch zwischen Blut und Labmagengas im Tier

erklart werden, wie es zwischen Pansengas und Blut bekannt ist (Mclver et al 1956).
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Sarashina et al. (1989) erhielten vergleichbare Ergebnisse. Bel der Inkubation von
Labmagensaft entstanden, aufder in Kombination mit frischem Pansensaft, nur niedrige
Methankonzentrationen. Beziglich des niedrigen Methangehalts stellte sich die Frage, ob
durch die gewéahlte I nkubationsmethode bzw. die Entnahmetechnik und den Transport bel den
Inkubationsgasproben faschlich ein niedrigerer Methanwert gemessen wird. Um diese Frage
abzuklaren, wurde Pansensaft unter den gleichen Bedingungen wie Labmagensaft inkubiert
und Ink ubationsgasproben nach der ansonsten auch verwendeten Technik gewonnen. Dabel
ergab sich eine durchschnittliche Zusammensetzung des I nkubationsgases von Pansensaft von
58,8 % Kohlendioxid, 6,6 % Methan, 34,3 % Stickstoff und 0,2 % Sauerstoff. Es wurde also
bei der verwendeten Methode deutlich weniger Methan gebildet bzw. gemessen, as laut
Literaturangaben im Pansengas enthalten ist. Sarashina et al. (1989) geben Werte von 58 %
Kohlendioxid und 30 % Methan fir Pansengas an. Andere Werte fir Pansengas liegen
zwischen 29-70 % Kohlendioxid, 25-45 % Methan, 1-35 % Stickstoff und 0-5 % Sauerstoff
(Dirksen 1962). Allerdings wurde bel Inkubation von Pansensaft im Vergleich zu
L abmagensaft um 5-10x so viel Methan gemessen Die konstant niedrigen Methangehalte aus
den Inkubationsgasproben sind also zumindest z.T. auf die angewandte Inkubationsmethode
bzw. Entnahmetechnik und den Transport zurtickzufiihren. Trotzdem kann tbereinstimmend
mit Sarashina et al. (1989) fur inkubierten Pansensaft eine deutlich héhere Methanbildung als
far Labmageninhalt nachgewiesen werden. Die Tatsache, dal3 der Methangehalt von nativem
Labmagengas um den Faktor 25 hoher ist as in dem bei der Inkubation von Labmageninhalt
gebildeten Gas, konnte darauf hindeuten, dal3 zumindest ein Teil des Labmagengases aus dem
Pansen Ubertritt und nicht direkt im Labmagen selbst entsteht.

In seinen Untersuchungen zur Labmagenmotorik der Ziege zeigte Ehrlein (1970) durch
Rontgenaufnahmen, dal3 sich im Labmagenfundus haufig eine Gasblase befindet, die
entweder im Zusammenhang mit einer Kontraktion oder unabhangig davon wieder in den
HaubenPansert Raum zuriickgedrangt wird. Bei einer bestehenden Atonie des Labmagens
kann dieses Gas mdglicherweise nicht mehr in den HaubenPansenrRaum airickgedréngt
werden und sich deshalb im Labmagen arsammeln. Es sind keine Untersuchungen bekannt,
welche die Menge an Ubertretendem Gas aus dem HaubenPanserntrRaum in den Labmagen
quantifizieren.

Auch im Hinblick auf das ermittelt e geringe Gasbildungsvermogen v.a. fur Labmagensaft von
Tieren mit linksseitiger Labmagenverlagerung bleibt die Mdglichkeit bestehen, dal’ ein grof3er
Teil der zur Verlagerung fiihrenden Gasansammlung im Labmagen durch Ubertritt aus dem

Pansen zustande kommt und nur ein kleiner Teil direkt im Labmagen entsteht.
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pH-Wert

Beziiglich des pH-Wertes im nativen Labmagensaft unterschieden sich die drei untersuchten
Gruppen signifikant. Bei rechtsseitiger Labmagenverlagerung wurden die hochsten pH-Werte
gemessen. Die Bhohung des pH-Werts hangt mit der Erkrankungsdauer bzw. dem Grad der
Drehung zusammen. Es kommt nach anfanglicher Ansduerung des Labmageninhalts durch
vermehrte Sekretion vermutlich zur vermehrten Transsudation aus den durch die Drehung
gestauten Blutgefa3en, was eine Alkaliserung des Labmageninhalts zur Folge hat. Bel
linksseitigen Labmagenverlagerungen wurden im Durchschnitt die niedrigsten pH-Werte
gemessen, was eine von Meermann und Aksoy (1983) und Geishauser et al (1996b)
dargestellte Ansduerung des Labmageninhalts im Verlauf ener Labmagenverlagerung
unterstreicht. Bei den Kontrolltieren wurden im Durchschnitt pH-Werte von 2,29 gemessen.
Obwohl dieser Wert etwas hoher liegt as bel den Tieren mit linkssatiger
Labmagenverlagerung, wurde bei Inkubation der Proben dieser Kontrollktihe durchschnittlich
eine geringere Gasbildung gemessen. Allerdings fallen diese Unterschiede nicht so deutlich
aus wie gegenuber den rechtsseitigen Labmagenverlagerungen, so dal3 sich eine pH-
Abhangigkeit der Gasbildung ergibt, wobei v.a. bei pH-Werten > 3,5 vermehrt Gas gebildet
wird. Mittels der multiplen schrittweisen Regressionsanalyse konnte der Zusammenhang
zwischen pH-Wert und Gasbildung, nicht aber ein vermuteter Zusammenhang zwischen
Keimzahl und Gasbildung belegt werden. Betrachtet man die Veranderung der pH-Werte
wahrend der Inkubation, so zeigte sich bel den Proben der Kontrolltiere und auch bei
denjenigen von Tieren mit linksseitiger Verlagerung kaum eine Veranderung, und zwar
sowohl in den Ansétzen ohne as auch in denen mit Pufferzusatz, wogegen bei rechtsseitiger
Verlagerung sowohl ohne as auch mit Puffer ein deutlicher pH-Abfall messbar war. Dies
konnte auf die bei mikrobieller Aktivitét anfallenden Stoffwechsel produkte zurlickzufiihren
zu sein. Anscheinend besteit im Labmagensaft von Tieren mit rechtsseitiger
Labmagenverlagerung eine hohere mikrobielle Aktivitdt as im Labmagensaft von
Kontrolltieren und Tieren mit linksseitiger Labmagenverlagerung. Dieser pH-Abfall korreliert
mit der bei rechtsseitigen Labmagenverlagerungen erhdhten Gasbildung und unterstiitzt die
Verbindung dieser Gashildung zu mikrobiellen Umsetzungen. Wie oben schon erwahnt, ist es
moglich dal3 die pH-Werte kurz vor der Entstehung einer Labmagenverlagerung von den im
verlagerten Labmagen gemessenen differieren. Es wére also denkbar, dal3 kurz vor

Entstehung einer Labmagenverlagerung der pH-Wert im Labmagen angteigt, sich die
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Mikroflora sowohl beztiglich Quantitdt als auch Qualititédt éndert und damit moéglicherweise

auch das Gashildungsverméogen erhoht wird.

Stérkegehalt
Der Starkegehalt des Labmagensaftes wurde untersucht, weil Stérke eine Energiequelle fur

Bakterien darstellt und ein verminderter Stérkegehalt dementsprechend einen Hinweis fir
stattgefundene mikrobielle Aktivitét liefert. Selbstverstandlichist auch die Zusammensetzung
der angebotenen Ration, die aufgenommene Futtermenge sowie der Zeitpunkt der letzten
Futteraufnahme mitbeteiligt am Stérkegehalt im Labmagen. Es konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen festgestellt werden, wobei der Stérkegehalt
bei rechtsseitigen Verlagerungen am niedrigsten und bei Kontrolltieren am héchsten war. Das
konnte bedeuten, dald bei Tieren mit rechtsseitiger Labmagenverlagerung und
dementsprechend hoherer Gasbildung der Stérkegelelt im Labmagen durch mikrobielle
Verstoffwechslung reduziert wurde. Eine andere Erklarungsmoglichkeit fur die niedrigen
Stérkegehalte bei rechtsseitigen Labmagenverlagerungen wére allerdings die bel dieser
Erkrankung beeintréchtigte bzw. aufgehobene Futteraufnahme. Inwieweit diese Ergebnisse
also mit der letzten Futteraufnahme (Kontrolltiere erhielten 2 Stunden vor Punktion 2 kg
Kraftfutter) bzw. mit der tatséchlichen mikrobiellen Verstoffwechselung in Zusammenhang
stehen kann nicht endguiltig geklért werden. Da es sich bei den Angaben zur Krankheitsdauer
um nicht verifizierbare Besitzerangaben handelte und zwischen den Krankheitsverlaufen von
rechts- bzw. linksseitigen Labmagenverlagerungen beziglich der Futteraufnahme erhebliche

Unterschiede bestehen, konnte eine Korrelation zur Krankheitsdauer nicht belegt werden.

Mikrobiologie
Die Gashildung im Labmagen konnte auf Gasproduktion von Bakterien zuriickzufiihren sein.

Deshdb wurde auf Zusammenhange zwischen Gasbildung und Keimgehalt des Labmagens
untersucht. Dazu wurde die aerobe und anaerobe Keimzahl bestimmt, das Keimspektrum
analysiert sowie phasenkontrastmikroskopische Untersuchungen durchgefthrt und
gramgefarbte Ausstriche von Labmagensaft ausgewertet.

Die Auswertung der aeroben Keimzahl mittels einfaktorieller Varianzanalyse ergab einen
signifikanten Gruppenunterschied, wobei bei den rechtsseitigen Labmagenverlagerungen die
hoéchsten Keimgehalte gemessen wurden und bei den Kontrolltiere die niedrigsten. Fir die
anaerobe Keimzahl ergab sich kein signifikanter Unterschied; die Durchschnittswerte liegen

jedoch ebenfalls bei den rechtsseitigen Labmagenverlagerungen am hochsten und bei den
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Kontrolltieren am niedrigsten. Es |&3t sich aso fur Tiere mit Labmagenverlagerung insgesamt
betrachtet ein htherer Keimgehalt nachweisen, der dementsprechend auch fir eine vermehrte
Gasproduktion verantwortlich sein kann. Die aus der Literatur bekannten Werte fir den
Keimgehalt von Labmagensaft bei Schafen liegen bei 10°-10%ml aneroben und bei 103-10%/ml
aeroben Bakterien (Smcock et al. 1999). Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Werte bei
Kontrolltieren lagen mit einer anaeroben Keimzahl von 10°-10%ml und einer aeroben
Keimzahl von 10>-10*ml niedriger. Im Vergleich dazu findet sich in Pansensaft eine
Gesamtkeimzahl von 10%*°-10"/ml, davon sind ca. 10" aerobe Keime (Breves u. Leonhard-
Marek 2000). Diese Keimzahlen Ubersteigen auch die Gehalte in verlagerten Labmégen
deutlich, was sich mit der unterschiedlichen Gasbildungskapazitét von Pansensaft und
L abmagensaft deckt.

Bezlglich des Keimspektrums wurde eine Zuordnung zu bestimmten Bakteriengruppen
durchgefiihrt, da mit dieser Untersuchung ein Uberblick Uber die vorhandenen Keime
gewonnen werden sollte. Es ergaben sich in qualitativer Hinsicht nur fir Bazillen, Clostridien
und Mucor signifikante Gruppenunterschiede, wobel bei der Auswertung mittels multipler
Regressionsanalyse kein positiver Einfluld dieser Bakteriengruppen auf die Gasbildung
nachgewiesen werden konnte. Das vermehrte Vorkommen von Enterobacteriaceae bei
rechtsseitigen Labmagenverlagerungen ist wahrscheinlich durch eine mangelnde Abt6tung
der Enterobacteriaceae wegen des erhthten pH-Werts bedingt.

Es konnte also ein erhdhtes Gasbildungsvermogen in Zusammenhang mit erhohter Keimzahl
und erhéhtem pH-Wert nachgewiesen werden; welche Keime alerdings im Einzelfall fur die
Gasproduktion verantwortlich waren, konnte in den vorliegenden Untersuchungen nicht
geklart werden. Es konnte auf3erdem gezeigt werden, dal3 trotz niedrigem pH-Wert im
Labmagen durchaus lebersféhige Keime vorhanden sind. Es ist zusétzlich zu bedenken, dal3
nur die Keime im Labmagensaft selbst erfasst wurden und nicht die unter Umstanden stéarker
besiedelte, weil durch Schleimsekretion geschiitzte Mikroflora der Labmagenschleimhaut
(Wolfram 1996). M dglicherweise konnten dort noch héhere Keimzahlen und ein verandertes
Keimspektrum bei Tieren mit Labmagenverlagerung gefunden werden. Dal’ eine Besiedlung
der Labmagenschleimhaut bei Rindern mdglich ist, zeigten z.B. Untersuchungen von Al-
Mashat und Taylor (1983), Eustis und Bergeland (1981), Vatn et al. (1999), Braun et al.
(1997) sowie Gunther und Schulze (1992).

Die phasenkontrastmikroskopischen Untersuchungen und die Auswertung der gramgeférbten
Ausstriche wurden in erster Linie durchgeftihrt, um mit den beschriebenen Methoden nicht

anzichtbare Mikroorganismen, v.a. Sarcina-artige (benttigen Medium mit niedrigem pH-
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Wert) und Schraubenbakterien (mikroaerophil, hohe Anspriiche an Nahrboden) feststellen zu
kénnen. Es konnten mit beiden Methoden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen beziglich Sarcina-artigen sowie kurzen Schraubenbakterien festgestellt werden. Nur
mittels Phasenkontrastmikroskopie konnte fir lange Schraubenbakterien mit p = 0,05 ein
knapp sSignifikant geringeres Vorkommen bei Kontrolltieren als bel Tieren mit
Labmagenverlagerung festgestellt werden. Dieses Ergebnis konnte alerdings bei der
Auswertung der Gramféarbungen nicht belegt werden Gerade die Sarcina-artigen Kokken
wéren im Hinblick auf die Entstehung einer Labmagenverlagerung interessant, well viele
wichtige Faktoren auf sie zutreffen. Sie kdnnen anaerob und bel niedrigem pH-Wert wachsen,
verstoffwechseln Kohlenhydrate unter Bildung von Kohlendioxid und wurden schon im
Zusammenhang mit Labmagentympanie bel Ziegenldmmern (DeBey et al. 1996) und
Schaflammern (Vatn et al. 1999) sowie bei der Magendilatation von Hunden und Pferden
nachgewiesen (Vatn et al. 2000a). Da sie in Erde sowie auf Getreideprodukten vorkommen,
wére auch die Aufnahmemdglichkeit fir Kihe gegeben und auch en Zusammenhang von
gehduftem Auftreten der Labmagenverlagerung bel ausgepragter Konzentratfitterung wére
einleuchtend. Mit an durchgefiihrten Methoden konnten Sarcina-artige Kokken in allen
Proben nachgewiesen werden. Da keine gquantitative Untersuchung durchgefihrt wurde, war
dementsprechend ein moglicher Unterschied zwischen den Patientengruppen und den
Kontrolltieren nicht zu verifizieren Moglicherweise gilt auch hierbei, dal3 vor Entstehung
einer Labmagenverlagerung eine andere Situation bestanden hétte, und Sarcina-artige Kokken
vor der Entstehung einer Labmagenverlagerung moglicherweise zahlreicher vorhanden
gewesen wéren. Allerdings fanden DeBey et al (1996) und Vatn et al. (1999, 2000) nach
Labmagen bzw. Magendilatation massenhaft Sarcina-artige Kokken bel Ziegenlammern bzw.
Hunden und Pferden. Die Anzlchtung dieser Sarcina-artigen Kokken wére nur Uber ein
Selektivmedium (Canale-Parola 1986) mdglich, wobei diese Anziichtung aus L abmagensaft
mit den bekannten, fir Isolierung aus Erde entwickelten Methoden, fast nie gelingt (Vatn et
al. 1999). Vatn et al. (2000a) fanden zwe verschiedene mikroskopisch sichtbare
Erscheinungshilder der Sarcina-artigen Kokken im Magensaft von Pferden und Hunden, die
sie mit einer aktiven und einer weniger aktiven Form in Verbindung bringen. In der
vorliegenden Untersuchung konnten nur Sarcina-artige Kokken in 4er bis 16er Paketen
nachgewiesen werden und nicht die von Vatn et al. (2000a) als aktivere Form beschriebenen
Pakete mit bis zu 50 K okken.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Herkunft des bei Labmagenverlagerung im
didozierten Labmagen angesammelten Gases zu kléaren. Dazu wurde das In-vitro-
Gashildungsvermtgen der Mikroorganismen in nativem Labmagensaft gesunder Tiere sowie
in solchem von Tieren mit Labmagenverlagerung untersucht. Um zusétzliche Hinweise Uber
die Herkunft des im verlagerten Labmagen gefundenen Gases zu erhalten, wurde natives
Labmagengas von Tieren mit einer Labmagenverlagerung und nach Inkubation von
Labmageninhalt in vitro gebildetes Gas gaschromatographisch anaysiert. Weiterhin wurden
mikrobiologische Untersuchungen durchgefiihrt. Diese umfassten die aerobe und anaerobe
Kemzahlbestimmung, ene Identifizierung der gewachsenen Kolonien, die
phasenkontrastmikroskopische Auswertung von nativem Labmagensaft sowie die Auswertung
von gramgefarbten Ausstrichen Zusdtzlich wurde der Stérkegehat im Labmagensaft
bestimmt.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Kontr, liLMV, reLMV)
bestanden hinsichtlich Gasbildung (p = 0,001), pH-Wert (p = 0,01), Stérkegehalt (p = 0,004),
aerober Keimzahl (p = 0,04) und einzelnen Keimgruppen (Bazillen, Clostridien, Mucor). Die
Gasbildung war bei rechtsseitigen Verlagerungen mit durchschnittlich 0,8 ml in 4 Stunden am
hochsten, gefolgt von linksseitigen Verlagerungen mit 0,3 ml in 4 Stunden und 0,15 ml in 4
Stunden bei Kontrolltieren. Der mittlere pH-Wert von nativem Labmagensaft war mit 2,94 bel
den Tieren mit rechtsseitigen Verlagerungen am hdchsten, bei Kontrolltieren lag der pH-Wert
bei 2,29 und bel den linksseitigen Verlagerungen bel 1,85. Bezliglich des Stérkegehaltes des
Labmageninhaltes ergab sich fir rechtseitige Verlagerungen mit 18,6 mg/l der
durchschnittlich niedrigste Wert, bei linksseitigen Verlagerungen lag der Gehalt bei 47 mg/I,
und am héchsten war er mit 124,7 mg/l bei den Kontrolltieren Die aeroben und anaeroben
K eimzahlbestimmungen ergaben flr rechtsseitige Verlagerungen die héchsten Keimgehalte
und fur Kontrolltiere die niedrigsten, wobei beziiglich der anaeroben Keimzahl kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden konnte. Hinsichtlich des Keimspektrums
ergaben sich zwar ggnifikante Unterschiede im Vorkommen von Bazillen, Clostridien und
Mucor; alerdings konnte kein Zusammenhang zwischen qualitativem Keimspektrum und
Gasbildung ermittelt werden. Auch beziiglich des Vorkommens an Sarcina-artigen Kokken
und Schraubenbakterien, welches mittels phasenkontrastmikroskopischer Untersuchungen
und Auswertung der gramgefarbten Ausstriche bestimmt wurde, konnte keine Korrelation zur

der Gashildung nachgewiesenwerden.
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Ein dgnifikanter Zusammenhang wurde dagegen mittels linearer nicht schrittweiser
Regressionsanalyse zwischen dem pH-Wert von nativem Labmagensaft und dem
Gashildungsvermégen in vitro nachgewiesen.

Aus den Befunden kann geschlossen werden, dal’3 eine mikrobielle Gasbildung im Labmagen
zwar moglich ist, diese aber - aul3er bei hohen pHWerten - deutlich geringer ist als das
Gasbildungsvermogen von Pansensaft. Die Analyse der Gaszusammensetzung zeigte
aul3erdem, dal3 bei der Invitro-Inkubation von Labmagensaft - im Vergleich zu Pansensaft -
nur geringe Mengen an Methan entstehen. Da sich im verlagerten Labmagen aber Methan in
grofleren Mengen nachweisen |&(%, scheint zumindest ein Tell der Gasansammlung nicht im
Labmagen selbst entstanden zu sein, sondern ist vermutlich aus dem Pansen Ubergetreten.

Aus den unterschiedlichen Keimzahlen und Keimspektren, welche im Labmageninhalt
nachgewiesen wurden, sowie anhand der veranderten pH-Werte und Stérkegehalte ergeben
sich zwar Hinweise auf eine mikrobiell bedingte Gasbildung im Labmagen allerdings konnte
mittels der angewandten Methoden kein bestimmter Keim identifiziert werden, der

moglicherwei se hauptsachlich fur die Gasbildung verantwortlich sein kénnte.
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7. Summary

This study was performed to investigate the origin of the gas accumulation in the abomasum
during abomasal displacement. The capability of in vitro gas production by microorganisms
from native abomasal fluid of healthy cows as well as from animals with displaced abomasum
was determined. Further evidence was provided by gaschromatographic analysis of native
abomasal gas taken from animals with displaced abomasum and gas produced during
incubation of abomasal fluid.

Microbiological investigations comprised the determination of the aerobic and anaerobic
microbial count, the identification of grown colonies, the phase-contrast microscopical
analysis of native abomasal fluid and the analysis of gram stained smears. Moreover the
starch contents in abomasal fluid was determined.

Differences of statistical significance between the different groups (Kontr, liLMV, reLMV)
were observed in terms of gas production (p = 0,001), pH-vaue (p = 0,01), starch contents
(p = 0,004) and discrete groups of microorganisms (Bacillus, Clostridium, Mucor).

Highest amounts of gas production were measured for right displaced abomasums
(0.8 ml/4h), followed by left displaced abomasums (0.3 mi/4h) and the control group
(0.15 mi/4h). Abomasal fluid from right displaced abomasums was least acidic (pH 2.94), that
of the control group (pH 2.29) and that from left displaced abomasums (pH 1.85) turned out
to be more acidic. With respect to the starch contents of the abomasal fluid right displaced
abomasums were determined to contain least starch contents (18.6 mg/l), followed by left
displaced abomasums (47 mg/l) and the control group (124.7 mg/l).

Determinations of aerobic and anaerobic microbial count revealed highest microbial counts
for right displaced abomasums and lowest microbial counts for the control group. However,
with regard to anaerobic microbial count no statistical significance could be observed.
Anaysis of the microbial spectrum resulted in significant differences in the incidence of
Bacillus, Clostridium and Mucor, but no correlation was observed between microbial
spectrum and gas production. Analysis of gram stained smears and phase-contrast microscopy
of native abomasal fluid did not reveal a correlation between the incidence of Sarcina-like
cocci or spiral bacteriaand gas production as well.

Linear non-stepwise regression analysis demonstrated a statistically significant correlation
between pH-value of native abomasal fluid and the capability of in vitro gas production.
These results suggest, that a microbia gas production in the abomasum is possible. However,

apart from higher pH-values the volume of gas production is considerably lower than the
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capability of in vitro gas prodwction reported for ruminal fluid. Moreover analysis of gas
composition revealed, that in vitro incubation of abomasal fluid results in low amounts of
methane compared to in vitro incubation of ruminal fluid. Given that in the displaced
abomasum larger quantities of methane can be found, a considerable part of the gas
accumulation is likely not produced in the abomasum, but passes over from the rumen.

The different microbial counts and the microbia spectra, which was found in abomasa fluid
as well as changed acidity and starch contents indicate microbial gas production in the
abomasum. However, the applied techniqgues were not able to identify particular

microorganisms, which could solely account for gas production in the abomasum.
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Anhang

9. Anhang

Eigene Herstellungen:

16%ige Glucoselosung: Es wurden 16 g Glucose-Monohydrat (Caesar & Lorenz
GmbH, Hilden) abgewogen und in 100 ml Aqua bidest. aufgelst. Die Lésung wurde
anschliefiend steril filtriert und in sterilisierte Glasflaschen mit Durchstechseptum
eingefullt.

Phosphat- Citrat-Puffer: Es wurden 6,5 ml 0,5 M Zitronenséure (Fluka, Sigma-Aldrich
Chemie GMBH, Taufkirchen) und 43,6 ml 1 M Natriumhydrogenphosphat (Fluka,
Sigma-Aldrich Chemie GMBH, Taufkirchen) gemischt und mit 5 M Natronlauge der
pH-Wert auf 7,0 eingestellt. Die Lésung wurde ebenfalls steril filtriert und in
sterilisierte Glasflaschen mit Durchstechseptum eingefllt.

2%ige Starkelosung bzw. 2 % Pufferstérkelésung: 2000 mg |6sliche Starke (Starch
soluble A.C.S. Reagent; Aldrich, Steinheim) wurden in einen Glaskolben eingewogen
und 100 ml Aqua bidest. bzw. Phosphat-Citrat-Puffer zugegeben. Auf einem
Magnetrihrer wurde vorsichtig unter Ruhren erhitzt, bis sich die Stérke vollstéandig
gelost hatte. Jeweils 2 ml der Lésung wurden in Eppendorff- Reaktionsgeféiie

pippetiert und bis zur Verwendung eingefroren.
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