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Zusammenfassung

Die Untersuchung von Tracheobronchialsekret (TBS) oder Bronchoalveolérer-Lavage Flussigkeit (BALF) liefert wichtige weiterfihrende Infor-
mationen Uber Art und Schweregrad einer Lungenerkrankung. Einige Erkrankungen (z.B. interstitielle Pneumopathie, Lungenbluten) sind kli-
nisch oft schwer zu diagnostizieren und erfordern eine sensitivere Diagnostik wie z.B. die BAL. Der Tierarzt kann dartber hinaus mit Hilfe
dieser Untersuchungen eine gezielte Therapie einleiten und eventuell auch eine Aussage hinsichtlich der Prognose treffen. Wahrend das
TBS eine Poolprobe der gesamten Lunge darstellt und somit einen allgemeinen Uberblick Gber die Situation der Lungenepithelien gibt, stellt
die BALF eine spezifische, von Umgebungspartikeln und —keimen unbelastete Probe eines peripheren Lungenabschnittes dar. Bei bakteriel-
len Infektionen kann eine mikrobiologische Untersuchung des TBS helfen, die Erreger zu identifizieren und eine geeignete Therapie einzu-
leiten. Der vorliegende Artikel gibt einen Uberblick Gber die Gewinnung von TBS und BALF sowie die weitere Probenaufbereitung. Auch
magliche Einflisse auf die Qualitét der Proben werden beschrieben. Des Weiteren wird ein Uberblick tber die in TBS und BALF vorkom-
menden Zellen gegeben, sowie ihre Rolle bei den wichtigsten Lungenerkrankungen diskutiert. Bei Kenntnis von Durchfihrung und Beurtei-
lung der TBS-/ BAL- Proben erfordern beide Methoden relativ wenig apparativen Aufwand und sind auch in der Praxis durchfohrbar.
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The examination of tracheal wash fluid and brochoalveolar lavage fluid obtains important information regarding type and
severity of lung diseases

Pulmonary diseases play an important role in Equine medicine. Besides orthopaedic problems they are common reasons for exercise into-
lerance in horses. Some pulmonary diseases (inferstitial pneumopathies, Exercise induced pulmonary hemorrage) are hard to diagnose cli-
nically and need more sensitive diagnostic methods such as BAL. Moreover with the help of these examination tools the veterinarian is able
to apply a specific therapy and to provide a statement about the prognosis of the disease. Whilst the tracheal wash represents a sample of
the whole lung the BAL fluid provides specific information of peripheral regions of the lung. Moreover tracheal wash fluids give insight into
the respiratory epithelium condition and the effectiveness of mucociliary clearance mechanisms. In bacterial infections microbiological exa-
minations can be useful to apply adequate antibiotics. The present article gives a review about preparation and evaluation of tracheal wash
and bronchoalveolar lavage fluid samples. Furthermore the outside influences on samples will be described. The article as well deals with
the cells and their role in important lung diseases of horses. Knowledge of the procedure and evaluation of both methods should be aspi-
red to decide upon the appropriate method. Both methods require only small material expenses and can be used in home stable environ-

ment.
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Einleitung

Die Leistungsfahigkeit des Pferdes wird entscheidend durch
die Funktion der Lunge beeinflusst. In diesem Zusammenhang
wird eine differenzierte Diagnostik, auf die eine individuell
angepasste Therapie abgestimmt werden kann, immer wich-
tiger. Durch die Entnahme von Tracheobronchialsekret oder
die Durchfihrung einer bronchoalveoldren Lavage kénnen
Aussagen hinsichtlich des Schweregrades und der Prognose
einer Lungenerkrankung getroffen werden (Bain 1997). Ein
Hindernis stellt in der Praxis héufig das fehlende Equipment
dar. Oft wird die Technik der TBS-Entnahme und insbesonde-
re die Durchfihrung einer BAL als aufwéndig empfunden. Da
beide Methoden jedoch wertvolle Informationen liefern, soll-
ten sie als weiterfGhrende Lungen-Diagnostik zum Einsatz
kommen (Couetil und Denicola 1999).

310

Beide Methoden sind jedoch nicht gleichwertig oder beliebig
gegeneinander austauschbar, sondern haben ihre spezifi-
schen Indikationen. Auch eine Kombination beider Untersu-
chungsmethoden ist nicht in jedem Falle sinnvoll. Befunde,
die im TBS erhoben werden, spiegeln sich nicht zwangsléufig
auch in der BALF wider und umgekehrt. So bedeuten unauf-
fallige Proben bei einer der beiden Untersuchungen nicht
zwangsldufig, dass keine Befunde in der Lunge vorliegen. Die
Unterschiede in der Beurteilung der beiden Methoden sollten
deshalb bekannt sein, sonst kann es leicht zu Fehlinterpreta-
tionen kommen.

Im hier vorliegenden Beitrag soll die Durchfihrung und Aus-
wertung der TBS-Analyse und der BAL erléutert werden. Dar-
Uber hinaus wird diskutiert, welche Untersuchungsmethode
bei welcher Indikation sinnvoll eingesetzt werden kann.
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Gewinnung von Probenmaterial

Entnahme von Tracheobronchialsekret

Es gibt mehrere Methoden, um TBS aus der Trachea zu
gewinnen. Die Enfscheidung, welche Technik zur Anwendung
kommt, héngt davon ab, ob mit dem Material auch eine
mikrobiologische Kultur angelegt werden soll. Die Entnahme
von Sekret aus der Trachea wird in der Regel im Rahmen einer
endoskopischen Untersuchung durchgefihrt. Ist Sekret in der
Trachea vorhanden, kann ein Katheter durch den Arbeitska-
nal eingefihrt, und das Sekret aufgenommen werden (Abb.
1). In der Regel erfolgt die Probenentnahme an der tiefsten
Stelle (Sekretsee) oder dem septumnahen Abschnitt der Tra-
chea. Bei nur geringen viskdsen Sekretmengen kénnen eini-
ge Milliliter steriler physiologischer Kochsalzldsung eingege-
ben werden, um die Probe anzuspilen

Abb. 1

Katheter zur Entnahme von Tracheobronchialsekret
Tracheal wash catheter

Entnahme einer Trachealspilprobe

Das TBS kann auch transtracheal gewonnen werden (Wagner
1996, Savage et al. 1998). Dies hat den Vorteil, dass keine
Kontamination mit Partikeln aus der Pharynxregion erfolgt
und somit neben der zytologischen Untersuchung auch eine
geeignete Probe zur bakteriologischen, und mykologischen
Untersuchung gewonnen wird. Zur Entnahme einer Tracheal-
spilprobe wird (nach Rasur, Desinfektion, Lokalandsthesie
und kleiner Stichinzision der Haut) im mittleren Drittel der Tra-
chea ein Katheter zwischen zwei Trachealspangen nach kau-
dal in das Lufiréhrenlumen eingefihrt und bis vor die Bifur-
kation vorgeschoben (Sweeney 1999). Als Katheter kénnen
kommerzielle Nadel-Katheter-Kombinationen (z.B. Catheter
TW 1228 und 1628, Mila International, Phoenix, Arizona)
oder Braunilen bzw. kleine Harnkatheter (z.B. for Hunde) mit
schrdg abgeschnittener Spitze verwendet werden. Nach Ein-
fohren des Katheters werden ca. 30 ml sterile physiologische
Kochsalz-Lasung eingegeben und méglichst schnell aspiriert.
Leichte Belastung oder das Auslésen von Husten vor der Ent-
nahme des Sekrets kann helfen, eine représentative Tracheal-
spulprobe zu erhalten (Hoffman und Viel 1997, Mansmann
und Knight 1972, Beech 1981). Komplikationen bei dieser
Technik sind selten, allerdings kann es zur Bildung eines sub-
kutanen, peritrachealen oder mediastinalen Emphysems
kommen. Auch wurde Gber subkutane Infektionen durch Kon-
tamination der Wundéffnung berichtet (Whitwell und Greet
1984, Sweeney 1999).

312

Durchfihrung einer bronchoalveoléren Lavage

Die bronchoalveolédre Lavage kann wéhrend der broncho-
skopischen Untersuchung am sedierten Pferd unter Sichtkon-
trolle erfolgen, indem die Probe Uber den Arbeitskanal des
Endoskopes gewonnen wird. Eine weitere Maglichkeit ist das
EinfGhren eines speziellen BAL-Katheters, der in der Regel
ohne endoskopische Sichtkontrolle eingefihrt wird (Abb. 2).
Dies hat den Vorteil, dass die bronchoalveoldre Lavage ein-
fach durchgefihrt werden kann und einen geringen appara-
tiven Aufwand mit sich bringt. Die DurchfGhrung mittels eines
Endoskops erlaubt dafir die Auswahl eines Bronchus, in den
die Flussigkeit eingegeben wird (Wehrli et al. 2000). Dabei
wird das Endoskop zuerst in die Trachea eingefihrt und die
weiteren Aufzweigungen der Luftwege (Bifurcatio tracheae,
Bronchien) mittels Lidocain (0,4 %), das durch den Arbeitska-

Abb. 2 BAL-Katheter
Catheter for performing bronchoalveolar lavage

nal appliziert wird, desensibilisiert (Hoffman und Viel 1997).
Anschliefend wird das Endoskop unter Sichtkontrolle in einen
kleineren Bronchus vorgeschoben, bis ein elastischer Wider-
stand spirbar ist. Der BAL-Katheter wird Gber den ventralen
Nasengang zunéichst bis vor den Kehlkopf geschoben. Durch
Streckung des Kopfes wird das Einfihren in die Trachea
erleichtert. Danach wird der Katheter weiter vorgeschoben,
bis ebenfalls ein leichter Widerstand spirbar ist. An der
Katheterspitze befindet sich ein Dichtungsballon, der Gber
eine Spritze mit ca. 5-8 ml Luft gefillt wird.

Bei beiden Methoden werden anschlieBend pro 100 kg Kér-
pergewicht 50 ml sterile physiologische Kochsalz-L&sung ein-
gegeben und sofort fraktioniert (z.B in 100 ml-Portionen) zurik-
kgewonnen. Eine schaumige Flussigkeit indiziert, dass sie Sur-
factant-Beimengungen enthélt und die bronchoalveolére Lava-
ge somit erfolgreich war. Es sollte méglichst ein Grofiteil der
Flussigkeit (mindestens 50 bis 60 Prozent) zurickgewonnen
werden. Es ist zu beachten, dass sich die Menge der Flussigkeit,
die zurickgewonnen werden kann héufig mit zunehmendem
Schweregrad der Lungenerkrankung verringert. Bei starkem
Bronchospasmus sinkt nicht nur die Menge, sondern auch der
Anteil an Surfactant. Etwa 24 bis 48 Stunden nach der BAL-Pro-
benentnahme sollten die Pferde nicht belastet werden und eine
Kontrolle der Kérperinnentemperatur erfolgen, da in der Lunge
verbliebene FlUssigkeitsmengen zu einer lokalen Entzindung
fuhren kénnen. Nach dieser Zeit ist auch wieder eine Belastung
méglich. Eine prophylaktische Behandlung mit Antibiotika ist
unter normalen Bedingungen nicht nétig (Sweeney 1999).

Pferdeheilkunde 25



Weitere Probenaufbereitung

TBS

Das entnommene Tracheobronchial-Sekret sollte innerhalb
von 30 Minuten nach Entnahme in méglichst kleinen Mengen
auf Obijekttréger aufgetragen und ausgestrichen werden. Die
so angefertigten Ausstrich- oder Quetschpréparate sollten vor
der Férbung mindestens eine halbe Stunde luftgetrocknet
werden. Ein Versand der Obijekiréiger kann ungefdrbt oder
geférbt erfolgen.

BALF

Aufgrund der Verdinnung mit physiologischer Kochsalzlésung
sind sowohl die Zellzahlen als auch der Proteingehalt in der
BALF normalerweise niedrig. Die Lagerung der BAL-Flussigkeit
kann die Menge und Qualitat der Zellen zusatzlich deutlich
mindern. Eine Aufbewahrung bei 4°C Uber 24 Stunden fihrt
z.B. zu einer Reduktion der Gesamtzellzahl um 20 bis 30 Pro-
zent. Bei Raumtemperatur sinkt die Gesamtzellzahl bereits nach
acht Stunden um ca. 30 Prozent. Fixiermittel (z.B. 40%iges
Ethanol oder 20%iges phosphatgepuffertes Formalin), die in
einer 1:1-Verdinnung der BAL zugegeben werden, verbessern
die Haltbarkeit der Zellen nur unwesentlich (Wenisch et al.
2001). Zum Versand der bronchoalveolédren Lavage-Flissigkeit
ist deshalb eine entsprechende Kihlung sinnvoll.

Da die Kombination aus der niedrigen Proteinkonzentration
und der niedrigen Zellzahl die Auswertbarkeit der BAL-Direkt-
ausstriche senkt, ist es vorteilhaft, die Zellularitét der Probe
durch Zentrifugieren zu erhdhen (10 ml BALF finf Minuten
bei 300 g zentrifugieren). AnschlieBend wird der Uberstand
verworfen und ein Ausstrich aus dem Sediment angefertigt.
Eine ideale Methode zur Auswertung der BAL ist das Konzen-
trieren des Probenmaterials direkt auf einen Objekttréger
(Zyto-Spot) mit Hilfe einer Zytozentrifuge (Cytospin). Das
Sediment wird dazu in 1 ml physiologischer Kochsalzlésung
resuspendiert und ein Zyto-Ausstrich angefertigt. Diese
Objekttréger enthalten oftmals viele Zellen, die gut erhalten
und damit beurteilbar sind.

Férbung des Probenmaterials

Nach Aufbringen des Probenmaterials auf einen Objektréiger
erfolgt die Férbung der Zellen. Eine weit verbreitete und pra-
xisnahe Methode ist die sogenannte Diff-Quik®-Féarbung
(Dade Behring Marburg GmbH, Marburg). Zwar werden die
Kernstrukturen mit dieser Schnellférbung weniger detailliert
dargestellt als mit konventionellen Férbungen vom Roma-
nowsky-Typ (z.B. Giemsa-Férbung). Sie sind in der Regel
jedoch ausreichend zur Beurteilung von Probenmaterial der
unteren Atemwege.

Auswertung des Probenmaterials

Nach Anfertigung und Férbung der Objekttréger erfolgt die
mikroskopische Auswertung und Beurteilung der Proben.
Dabei werden Art und Anzahl der unterschiedlichen Zellen
sowie das Auftreten sonstiger Strukturen oder Materialien
dokumentiert.
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Durchfihrung der Zellzéhlung

Bei der mikroskopischen Untersuchung des TBS werden die
Obijekttrager maanderférmig abgelesen. Dabei sollten min-
destens zwei gefarbte Objekttréger und pro Objekttrdager ca.
zehn Gesichtsfelder ausgewertet werden (Tab. 1). Die Unter-
suchung kann zunéchst bei 200facher VergréBerung im Licht-
mikroskop erfolgen, um semiquantitativ die Zelldichte zu
beurteilen. Bei einem TBS-Ausstrich wird auch die Menge und
Struktur der mukésen Grundmasse bewertet. Die Auswertung

Tab. 1 Mikroskopische Erfassung der Zahlen von Zellen und Struk-
turen im TBS / BAL- Objekttréiger- Ausstrich.
Assessment of cells and structures present in tracheal wash and BAL

fluid.

keine im gesamten Untersuchungspfad

+ einige im gesamten Untersuchungspfad
++ auf jeder Geraden einzelne
+++ auf jeder Geraden hgufig auftretend
++++ Das Zellbild dominierend

beziglich des Vorkommens der einzelnen Zellpopulationen
sollte bei 500facher VergréBerung (mit Olimmersion) erfol-
gen. Dabei kann auch der Funktionszustand der Zellen beur-
teilt werden. Bei BAL-Ausstrichen sollten falls méglich ca. 200
Zellen bei 1000facher Vergréfierung differenziert werden.
Hinsichtlich der Zellzghlungen ist bei dem TBS nur eine semi-
quantitative Schatzung méglich, da das Sekret inhomogen ist
und lediglich eine Mischung verschiedener, unterschiedlich
zusammengesetzter Sekretansammlungen der unteren Atem-
wege darstellt. In der bronchoalveoldren LavageflUssigkeit ist
die Zellzahl dagegen wesentlich représentativer.

Beurteilung der verschiedenen Zellen/ Bestandteile in
TBS und BAL

Das TBS von gesunden Pferden ist zell- und schleimarm (Bain
1997, Mairet al. 1987, Larson und Busch 1985, Derksen et
al. 1989). Der Ausstrich ist durchscheinend, gréulich und ent-
hélt feine Mukusfaden. Es finden sich wenige, gut erhaltene
Flimmerepithelien und zylindrische Epithelien ohne Zilien,
sowie vereinzelt Alveolarmakrophagen. Nur ganz vereinzelt
treten Neutrophile und Lymphozyten auf (Tab. 2). Die Zytolo-

Tab. 2 Physiologisches Zellbild im TBS
Physiological cell profile in tracheal wash fluid.

Makrophagen 30-35%
Lymphozyten 25-30%
Neutrophile 10-30%
Mastzellen 0,5%
Eosinophile 0%

gie der bronchoalveoldren Lavage-Flissigkeit bei gesunden
Pferden unterscheidet sich deutlich vom TBS-Zellbild (Tab. 3).
Die Gesamizellzahl in der BALF betrégt bei klinisch unauffél-
ligen Pferden unter 500 Zellen pro pl. Die Zellzahlen variie-
ren signifikant je nach genutzter Entnahmetechnik und hén-
gen erheblich von den Lagerungsbedingungen ab (McKane
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Tab. 3 Physiologisches Zellbild in der BALF
Physiological cell profile in bronchoalveolar lavage fluid.

Makrophagen 45-70%
Lymphozyten 30-50%
Neutrophile 0-8%
Mastzellen 0-5%
Eosinophile 0-1%

und Slocombe 1999, McKane et al. 1993, Couvetil und Deni-
cola 1999, Beech 1975, Moore et al. 1995). Beim dlteren
Pferd (> sechs Jahre) kann sich der Anteil Neutrophiler auf
bis zu 15 Prozent erhdhen. Gleichzeitig sinkt der Anteil an
Makrophagen und Lymphozyten.

Eine Beurteilung der Mukus-Mengen in einem TBS oder der
BALF erfolgt am besten in Verbindung mit einer Bronchosko-
pie. Dabei kann auflerdem die Schleimhautfarbe und mégli-
che Schleimhautschwellungen festgestellt werden Bei gesun-
den Pferden ist die mukoziligre Clearance effizient, so dass
Abbau und Produktion des Mukus ausgeglichen sind. Materi-
al aus dem tiefen Respirationstrakt enthalt immer geringgra-
dige Schleimbeimengungen die in der gewonnenen Flissig-

Abb. 3 TBS: Curschmann-Spiralen sind Sekretausgisse der kleinen
Bronchioli und stellen sich als dunkel geférbte Spiralen dar. Sie weisen
auf eine Beteiligung der kleinen Atemwege am Krankheitsgeschehen
hin und werden oft bei Pferden gefunden, die Uber einen léingeren Zei-
traum exzessive Sekretmengen produzieren, welche nach Beseitigung
von Obstruktion und Bronchospasmus mobilisiert wurden.

Tracheal wash fluid: Curschmann’s spirals are inspissated mucous
casts of small bronchioli and appear as dark-staining tight spirals.
Curschmann s spirals are usually found in samples obtained from
animals with prolonged and excessive production of mucus when
bronchospasm and obstruction have been removed.

keit als Fasern flockigen Materials erscheinen (Bain 1997).
Mukus tritt bei bakteriellen, viralen, parasitéren Pneumonien,
Bronchitis und Chronisch-obstruktiver Bronchitis (COB) ver-
mehrt auf (Dieckmann und Deegen 1990). Stark eingedickter
Mukus fillt die Bronchien aus, im TBS finden sich degene-
rierte Leukozyten und Curschmannspiralen (Abb. 3).

Epithelzellen kommen in einer sorgféltig gewonnenen BALF
normalerweise nicht vor. Sie kénnen je nach Herkunft unter-
schiedliche Formen annehmen:

* zylindrische Flimmerepithelzellen (Abb. 4)

* Epithelzellen verschiedener Typen ohne Zilien
* schleimproduzierende Becher-Zellen (Abb. 5)
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Die so genannten Creolakérperchen sind von den Bron-
chien und Bronchioli abgeldste, abgerundete Epithelzellver-
bénde (Abb. 6). Ihr Vorkommen ist normalerweise entnah-
mebedingt. Atypien des Epithels, wie Ziliozytophtoria und
Multinukleation, kénnen eine akute Epithelschadigung im
Rahmen einer Virusinfektion anzeigen (Freeman et al.

Abb. 4 Flimmerepithel-Zelle mit typischen Zilien.
Ciliated columnar epithelial cells have distinct, fine cilia at the end of
the cell opposite the nucleus.

Abb. 5 TBS: Becher-Zellen (Goblet-Zellen) mit schleimgefillten,
dunkel geférbten Vakuolen und austretendem Schleim. Becher-Zellen
sind im TBS gesunder Pferde nicht nachweisbar.

Tracheal wash fluid: Goblet cells containing numerous azurophilic gra-
nules of mucus. They are not detectable in physiological tracheal wash
samples of horses.

Abb. 6 Das Vorkommen von Creolak&rperchen ist meist eine Fol-
ge der Abrasio der Schleimhaut mit der Katheterspitze, kann aber
auch auf degenerative Veréinderungen mit Regenerationsstérungen
der Schleimhaut hinweisen.

Creola bodies are often found when the respiratory epithelium has
been abraded with the tip of the cathetfer. They can also indicate a
failure of regenerative processes of the mucous membranes.
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1993, Abb. 7). Zu beobachten ist dies bei schweren viralen
Infektionen begleitet von bakteriellen Sekundérinfektionen.
Bei einer primdren bakteriellen Pneumonie sind die TBS-
und BALF-Befunde @hnlich. Zusétzlich tritt dann auch eine
erhshte Anzahl neutrophiler Granulozyten auf (Gross et al.
1998). Makrophagen kommen unter physiologischen Bedin-

T

i ; 1 .
S
Abb. 7 Veranderungen wie Ziliozytophthoria werden selten gese-

hen und sind wahrscheinlich unspezifisch.
Ciliocytophthoria and other epithelial variances are rare and may

indicate viral infections.
‘
fz

Abb. 8 Makrophagen sind grofie, rundliche Zellen mit einem peri-
pheren Zellkern. Manchmal kommen auch Zellen mit zwei oder
mehreren Kernen vor. Hier abgebildet ist ein Makrophage mit einer
phagozytierten Polle.

Macrophages are large round cells with a peripheral nucleus. Binu-
cleate cells are common and even multinucleated cells can be detec-
ted occasionally. On the picture Macrophage containing pollen par-
ticle.

gungen in den Alveolen vor (Abb. 8). Sie kénnen sich jedoch
auch in reaktive Entzindungszellen umwandeln. Steigt ihre
Phagozytoseaktivitét werden die Zellen gréfler und erhalten
durch Fillung des Zytoplasmas mit lichtbrechenden Vakuolen
ein schaumiges Aussehen (Schaumzellen oder schaumige
Makrophagen (Abb. 9, Dieckmann und Deegen 1990)). Vom
phagozytierten Material kann jedoch nicht zwangsléufig auf die
Ursache der Erkrankung geschlossen werden. So bedeuten bei-
spielsweise phagozytierte Pilzsporen oder —hyphen nicht, dass
das Pferd eine mykotische Pneumonie hat. Auch phagozytierte
Bakterien deuten nicht zwangsléufig auf eine bakterielle Pneu-
monie hin (beide Befunde werden auch bei Pferden mit COB
und hgr. Clearancestérung beobachtet). Vielmehr missen die
zytologischen Befunde im Zusammenhang mit anderen Symp-
tomen (Vorbericht, Klinik, Réntgen, Ultraschall usw.) betrachtet
werden, um die Diagnose zu sichern.
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Zu einer Erhdhung der Makrophagenzahl kommt es bei ver-
schiedenen entzindlichen Lungenerkrankungen wie der Bron-
chiolitis (Small Airway Disease), der interstitiellen Pneumopa-
thie (Abb. 10) und der COB. Eine Erhéhung der Makropha-
gen wird auch beobachtet, wenn die mukorziliGre Clearance
nach vorangegangener Obstruktion und Bronchospasmus

o R
Abb. 9 Schaumige Alveolarmakrophagen.
Alveolarmacrophages with foamy cytoplasm indicating phagocytosis
of surfactant.

Abb. 10 BALF: Interstitielle Pneumopathie: deutlich erhéhtes Vor-
kommen von Alveolarmakrophagen.

BALF: Inferstitial pneumopathy: explicitly increased amount of alveo-
lar macrophages.

verbessert wurde (z.B. durch Bewegung oder Medikamente).
Dabei treten dann besonders viele schaumige Makrophagen
auf. Héufig sind auch vermehrt Riesenzellen (Epitheloidzellen)

zu finden (Abb. 11).

Erhohte Mengen eosinophiler Granulozyten (Abb. 12) indizie-
ren eine Hypersensitivitdtsreaktion und kénnen bei allergischer
Bronchitis (unter anderem auch der COB) und bei Befall mit
Lungenwirmern (Dictyocaulus arnfieldi) festgestellt werden
(Hare und Viel 1998, Abb. 13). Eosinophile Entzindungen
sind normalerweise auch mit einer deutlichen Vermehrung der
Alveolarmakrophagen assoziiert (MacKay und Urquhart 1979).

Die so genannten Charcot-Leyden-Kristalle sind Zerfallspro-
dukte der eosinophilen Granulozyten, die bei allergischer
Bronchitis vermehrt beobachtet werden (Abb. 14).

Beim gesunden Pferd ist der Anteil neutrophiler Granulozyten

im TBS gering. Die neutrophilen Granulozyten reagieren auf
multiple Stimuli und ihre Anzahl variiert daher schnell und deut-
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lich (Abb. 15). Im TBS sind grundsétzlich mehr neutrophile
Granulozyten vorhanden als in der BALF, was durch die héhe-
re Exposition der gréfieren Atemwege erklart werden kann.

Bei der akuten Entzindung stellen neutrophile Granulozy-
ten die Uberwiegende Zellpopulation dar (Whitwell und
Greet 1984, Bain 1997, Larson und Busch 1985 McKa-

Abb. 11 Riesenzellen (Epitheloidzellen) sind grofe, mehrkernige
Makrophagen mit homogenem, basophilen Zytoplasma. Sie sind auf
gesteigerte Phagozytoseaktivitéten spezialisiert.

Epithelioid cells are large multinucleated macrophages with homo-
geneous cytoplasm. They are specialized for increased phagocyfosis.

- o ¥ g
o

Abb. 12 BALF: Die eosmoph||en Granulozyten zeigen dle typische,
himbeerdhnliche Granulation des Zytoplasmas. Die Zellen degene-

rieren sehr leicht. Dann kommt es zum Auftreten von Zellfragmenten
und freien eosinophilen Granula.

BALF: Eosinophils show typical granulation of cytoplasm. They dege-
nerate easily. Accordingly cell fragments and free eosinophilic gra-
nula can be found in the sample.

Abb. 13 TBS: Eosinophile Entzindung.
Tracheal wash fluid: Eosinophilic inflammation suggests hypersensiti-
vity and is seen in allergic bronchitis and lungworm migration.
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ne und Slocombe 1999, Beech 1975, Bursh und Jensen
1987). Besteht eine Entzindungsreaktion Uber einen lén-
geren Zeitraum, dndert sich das Verhdltnis der Neutro-
philen zu den Makrophagen zu Gunsten der Makropha-
gen (Bain 1997, Larson und Busch 1985, Derksen et al.
1989, McKane und Slocombe 1999, Bursh und Jensen
1987).

S

Abb. 14 Charcot-Leyden-Kristalle.
Charcot-Leyden cristals represent breakdown products of eosinophils.

Abb. 15 TBS: Eine erhhte Anzahl neutrophiler Granulozyten ist mit
einer erhdhten Gesamizellzahl in Bezug zu setzen. Dabei sind die
Neutrophilen meist proportional am stérksten erhéht. Bei der bakte-
riellen (Pleuro-) pneumonie Ubersteigt der Anteil Neutrophiler 40 %
(es wurden sogar Werte tber 90% beschrieben).

Tracheal wash fluid: Increased amounts of Neutrophils have to be seen
in reference to total cell counts. In the process neutrophil numbers are
proportionally most elevated. In bacterial pleuropneumonias neutrophil
numbers exceed 40 %, even numbers above 90 % were found.

Die Daver einer Entzindung (akut, subakut, chronisch) kann
jedoch anhand des Zellbildes alleine nicht sicher bestimmt
werden. Bei der COB zeigt sich zytologisch neben einer ver-
mehrten Schleimansammlung, eine Kombination aus Neutro-
philen und Makrophagen (Derksen et al. 1985, Abb. 16). Die
Anzahl der Neutrophilen korrelliert dabei mit dem Schwere-
grad der Erkrankung.

Bei Pferden mit COB liegt der relative Anteil der Neutrophi-
len in der BAL regelmdfig Uber 25 Prozent, aber auch die
anderen Zellzahlen sind absolut erhéht (Debrue et al. 2005)
Mastzellen im TBS/BALF sind beim Pferd selten und meist Zei-
chen fur hyperreaktive Pneumopathien z.B. durch Schimmel-
pilze (Ferro et al. 2000, Abb. 17). In der BALF finden sich
grundsétzlich héhere Zahlen als im TBS.
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Erythrozyten im TBS/BALF kénnen Folge von entnahme-
bedingten Epitheltraumen sein (Abb. 18). Sie kénnen
aber auch Entzindungszusténde oder andere blutungs-
bedingte Lungenerkrankungen begleiten (z.B. bela-
stungsinduziertes Lungenbluten = Exercise-induced pul-
monary hemorrhage (Bain 1997, Roberts und Erickson

1999).

Abb. 16 Chronisch-obstruktive Bronchitis im TBS: gemischtes Zell-
bild aus neutrophilen Granulozyten und Alveolarmakrophagen.
Chronic obstructive bronchitis/Recurrent Airway obstruction in trache-
al wash fluid: increased amount of mucus accompanied by a mixed
neutrophil and macrophage exudate.

Abb. 17  TBS: Mastzellen sind grofie rundliche Zellen und zeigen
einen basophilen, zentralsténdigen Kern, sowie ein feinkérniges
basophiles Zytoplasma.

Tracheal wash fluid: Mast cells are large round cells with a basophi-
lic centrical nucleus and a fine granulation cytoplasm.

Abb. 18 BALF: Makrophagen mit phagozytierten Erythrozyten.
BALF: Macrophages containing erythrocytes (erythrophagocytosis).
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Obwohl bei dem EIPH meist eine lokale Blutung im kaudo-
dorsalen Bereich der Lunge erfolgt, ist die BALF ein sensitiver
Indikator, um Hinweise auf Blutungen zu aufzudecken (Wal-
dridge und Welles 2006). Bei Blutungen zeigen die Makro-
phagen Erythrophagozytose oder sie enthalten Erythrozyten-
Abbauprodukte wie Hématoidin oder Hémosiderin (Abb. 19).
Mit Hamosiderin-beladene Makrophagen sind héufig auch

Abb. 19 Hé&mosiderophage. Olivgrine Pigmente zeigen eine fri-
sche Blutung an, goldene Pigmente sprechen fir eine éltere Blutung.
Hemosiderophage. Olive-green pigments represent a recent blee-
ding, gold pigments show anterior bleeding.

Abb. 20 TBS: Pflanzenteile, die durch die Entnahme des TBS als
Kontaminanten in der Probe auftauchen.

Tracheal wash fluid: Plant particles are often contaminants in trache-
al wash samples.

léngere Zeit (> drei Wochen) nach einer EIPH-Episode nach-
weisbar (Meyer et al. 1998, Beech 1975).

Substanzen, die nicht aus dem Respirationstrakt stammen, kén-
nen ebenfalls in den Ausstrichen gefunden werden. Normaler-
weise handelt es sich dabei um eine Kontamination bei der
Durchfihrung der TBS-oder BALF-Entnahme mit Bakterien,
Pflanzenmaterial (Pollen), Pilzelementen und Kristallen (Abb. 20,
21). Es kann aber auch inhaliertes Material sein, welches nicht
durch die mukozilicre Clearance des Flimmerepithels entfernt
werden konnte, z.B. aufgrund einer COB mit gestérter Clea-
rance oder bei einer Rauchinhalation. Haufig sind in der Probe
auch Plattenepithelien oder Teile davon zu finden, die ihren
Ursprung in der Maulhéhle oder im Pharynx haben (Abb. 22).

Bei chronischen Erkrankungen wie der COB kann es aufler-
dem zu Plattenepithelmetaplasien der tiefen Atemwege kom-
men. Diese gehen aus Flimmerepithelzellen hervor und kén-
nen sich nicht mehr aktiv am Mukoziliartransport beteiligen.
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Ein Zeichen dafir, dass die Probe mit Material aus Maul, Pha-
rynx oder Nasengéngen verunreinigt wurde, ist der Nachweis
von verschiedenen Organismen.

A a1 .

Abb. 21 TBS: Schwarzschimmelsporen. Kontaminanten-Pilze, ins-
besondere Alternaria spp., missen von wahren Pathogenen, insbe-
sondere von Aspergillus spp, unterschieden werden.

Tracheal wash fluid: Black mold spores from inhalation of hay parti-
cles. Contaminating fungi, especially Alternaria spp., must be distin-
guished from true pathogens, especially Aspergillus spp

Abb. 22 BALF: Plattenepithelien sind grofie Zellen, die sehr flach
erscheinen. lhre Kerne sind oft pyknotisch oder fragmentiert. Bakte-
rien, die ihrer Oberfléche anhaften, sind Kontaminanten aus Maul-
hoéhle, Pharynx oder Nasengéngen.

BALF: Squamous cells are large, flat cells with fragmented or pykno-
tic nuclei. Bacteria may be adhered to their surfaces. These orga-
nisms are contaminants from the mouth, pharynx or nasal passages.

Abb. 23 TBS: Bakterielle Mischflora. Die zytologische Auswertung,
kombiniert mit der klinischen Symptomatik hilft, die Signifikanz von
gefundenen Bakterien oder anderen Substanzen zu bestimmen.
Tracheal wash fluid: Mixed bacteria. Cytological evaluation combi-
ned with clinical symptoms can help fo evaluate the significance of
bacteria in the sample.
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Bei Bakterien ist es wichtig zu differenzieren, ob diese durch
Verunreinigung aus den oberen Atemwegen, der Maulhshle
oder der Umwelt in die tiefen Atemwege gelangt sind. Der
bakterielle Nachweis (Abb. 23) hat nur in Kombination mit
vermehrtem Schleim, erhéhten Gesamtzellzahlen, und relativ
bzw. absolut erhdhten Neutrophilenzahlen (mit z.T. degene-
rierten Neutrophilen) und intrazelluléren Bakterien eine
Bedeutung. Wenn Bakterien intrazellulér vorliegen, kann dies
ein Indikator fir eine Sepsis sein. Offensichtlich kontaminier-
te Proben sind nicht zum Anlegen einer Kultur geeignet, auch
wenn obige Kriterien erfillt sind. Um eine Kontamination der
Proben durch die Flora der oberen Atemwege (hereintrans-
portierter Speichel, Futterpartikel etc.) zu verringern, empfiehlt
es sich, die Probe auf dem ,Hinweg” zu nehmen. Aufgrund
ihrer Form (Stébchen, Kokken, kokkoide Stébchen) kénnen
Bakterien schon im Ausstrich grob klassifiziert werden. Weite-
re Informationen kénnen durch die gram-Férbung gewonnen
werden.

Als Kontaminanten der Probe finden sich meist Staphylokok-
kus spp (koagulasenegativ und gram—positiv), sowie Pseudo-
monas spp. und Proteus spp. Das beim Pferd am héufigsten
vorkommende lungenpathogene Bakterium ist Streptococcus
zooepidemicus (gram-positiv). Rhodococcus equi, ein Patho-
gen der jungen Fohlen, ist ebenfalls ein gram-positives kok-
koides Stébchen, das oft intrazellulédr vorkommt und die
Form eines ,Wassermelonen”-Kerns aufweist. Zu den gram-
negativen lungenpathogenen Bakterien gehdren Actinoba-
cillus suis-dhnliche Kokken (Jang et al. 1987), Pasteurella
spp., Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae, Enterobacter spp.) und viele Anaerobier (z.B. Fuso-
bacterium necrophorum, Bacteroides spp. und Clostridium
spp., Hirsh und Jang 1987, Jang et al. 1987, Traub-Dargatz
1991, Hoffman et al. 1993, Carlson und O ’Brien 1990).
Differentialdiagnostisch sollten andere kleine, runde oder
langliche Strukturen, wie beispielsweise mukése Granula,
Mast-Zell-Granula und ausgefallene Férbemittel abgegrenzt
werden.

Wird das TBS nicht unmittelbar nach der Entnahme ausge-
strichen, kann es auch zu einer sekundéren Keimbesiedlung
kommen. Auch das Endoskop selbst (insbesondere der
Arbeitskanal) kann eine mégliche Kontaminationsquelle dar-
stellen. Anzeichen einer oralen oder pharyngealen Kontami-
nation finden sich auch in Proben von Pferden mit Aspira-
tionspneumonie. Wenn eine Entzindung der tiefen Atemwege
mit einer Kontamination aus den oberen Atemwegen einher-
geht, sollte deshalb auch eine Aspirationspneumonie diffe-
rentialdiagnostisch in Betracht gezogen werden.

Auch Pilzbestandteile oder Protozoen kénnen in TBS/ BALF
auftreten. Die meisten respiratorischen Pilzinfektionen entste-
hen sekundér als Folge von Immunsuppressionen, schweren
Lungenerkrankungen oder anderen Erkrankungen, wie
Entero-Kolitis, Peritonitis, Endotoxémie oder Septikdmie
(Sweeney 1996, Riley et al. 1992). Der am héufigsten iden-
tifizierte, pathogene Pilz des tiefen Respirationstrakts beim
Pferd ist Aspergillus spp.

Auch das Zystenstadium des Protozoons Pneumocystis carinii
kann zytologisch in den TBS- und BALF-Proben identifiziert
werden. P carinii |&st primdre Pneumonien bei imunsuppri-
mierten Fohlen aus (Ainsworth et al. 1993, Ewing et al. 1994).
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Sonstige Einwirkungen auf die Qualitét von TBS und BALF

Ein Transport des zu untersuchenden Pferdes kann entschei-
dende Auswirkungen auf die Qualitdt des TBS haben. Sechs
bis zwélf Stunden nach Fixierung des Kopfes (Anbinden)
kommt es zu einer starken Erhdhung der Bakterien und
inflammatorischen Zellen in den tiefen Atemwegen. Bei Dehy-
dratation, beispielsweise durch weite Transporte oder heifie
Witterung, ist die mukoziligre Clearance verléngert. Des Wei-
teren ist die oropharyngeale Kontamination nach Belastung
erhsht, die Clearance dauert beim gesunden Pferd etwa 30
Minuten.

Diskussion

Bei der Entscheidung ob eine TBS und/ oder eine BAL durch-
gefuhrt werden sollen, spielen neben dem zur Verfigung ste-
henden Praxisequipment auch der Vorbericht, die Symptome,

sowie die Nutzungsrichtung der Patienten (Freizeit- oder Sport-
pferd) eine Rolle (Tab. 4). Auch die Befunde der Endoskopie

Tab. 4 Informationswert von TBS und BAL bei verschiedenen Lun-

generkrankungen (- = keiner, + = gering, ++ = gut, +++ = sehr

gut).

Informational value of tracheal wash and bronchoalveolar lavage fluid.
Pneumopathie TBS BAL
COB/RAO ++ + 4+
Allergische Pneumopathie + +++
Lungenbluten (EIPH) + +4++
Interstitielle Pneumopathie + +++
Parasitdre Bronchiolitis ++ +++
Bronchopneumonie +++
Herdférmige Pneumonie +++

beeinflussen diese Entscheidung (z.B. kein TBS vorhanden).
Das TBS stellt i.d.R. eine Poolprobe der gesamten Lunge dar
und ist deshalb bei generalisierten Lungenerkrankungen
reprdsentativ. Mit der Tracheobronchialsekret-Zytologie erhalt
man einen Uberblick Gber den morphologischen Zustand des
respiratorischen Epithels und Uber die mukoziliGre Clearance
(z.B. gestdrte Elimination inhalierter Substanzen). Man
bekommt somit wichtige Hinweise Uber akute, degenerative
Verénderungen und chronische Umbauprozesse der respira-
torischen Schleimhaut.

Die Vorzige der TBS-Analyse sind bei Erkrankungen zu sehen,
die bakteriell bedingt sind (bakterielle Pneumonie oder Pleu-
ropneumonie). Die BAL wére in diesen Féllen sogar kontrain-
diziert, da sie zu einem weiteren Einbringen der Keime in die
tieferen Lungenbezirke fuhren kann. Bei NasenausfluB3, persi-
stierender Tachypnoe, Dyspnoe und Fieber ist deshalb die Ent-
nahme von TBS zur bakteriologischen und zytologischen
Untersuchung zu empfehlen. Ein weiterer Vorteil des TBS ist es,
dass das entnommene Sekret unmittelbar nach der Entnahme
auf einem Objekttrager ausgestrichen und untersucht werden
kann, da im Normalfall eine Probe genug Zellen zur Auswer-
tung enthdlt. In der BALF ist die Zellzghlung dagegen héufig
schwieriger, da sie eher zellarm ist. Die Probe muf3 zundchst
zentrifugiert werden, um eine ausreichende Zellmenge zu
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erhalten. Als Nachteil ist zu werten, dass TBS-Proben héufig
stark mit Umgebungspartikeln und -keimen belastet sind.

Die BAL stellt die Methode der Wahl zur Charakterisierung
diffuser Lungenerkrankungen dar (Tab. 4). In Studien wurde
nachgewiesen, dass eine gute Korrelation zwischen der BAL-
Zytologie und der Histopathologie der Lunge besteht (Rush
und Mair 2004). Bei nicht diffusen Erkrankungen der Lunge
ist der Einsatz der BAL allerdings limitiert, da lediglich ein
lokales Segment der distalen Atemwege beprobt wird.

Durch die Entnahme aus der Tiefe spiegelt die BAL die Ent-
zindungsprozesse in den untersuchten Lungenbereichen bes-
ser wieder als das Tracheobronchialsekret aus der Peripherie
der unteren Atemwege. Besondere Bedeutung gewinnt die
BAL, wenn kein oder nicht genigend TBS zur Auswertung vor-
handen ist. Auch zur Diagnostik von Erkrankungen, bei denen
die Zellpopulationen der Alveolen (Alveolarmakrophagen,
Lymphozyten) von Bedeutung sind (z.B. interstitielle Pneumo-
nie, Bronchiolitis) liefert die BAL entscheidende Hinweise. Vor-
teile bietet die BAL auBerdem bei der Diagnostik der chro-
nisch-obstruktiven Bronchitis (COB) und des belastungsindu-
zierten Lungenblutens (EIPH=Exercise induced pulmonary
hemorrhage). Bei hochgradiger COB sind wegen massiver
Anhéufung von Mukus und der dichteren Anordnung der
Schleimféden oft ausschlieBlich neutrophile Granulozyten im
TBS zu erkennen. Die Differenzierung anderer Zellen ist dabei
erschwert oder sogar unméglich (Grabner 2005). Mit Hilfe
der BAL kann der Zellgehalt ohne starke Schleimbeimengun-
gen bestimmt werden. Des Weiteren kénnen mithilfe der BAL
gezielt kaudo-dorsale Lungenareale beprobt werden, um
eine noch sensitivere Diagnostik der EIPH zu erreichen. Die
TBS-Analyse ist dagegen bei der Diagnostik des EIPH weniger
sensitiv.

Fazit

Sowohl TBS als auch BAL haben ihre spezifischen Vorteile.
Die TBS-Entnahme und —Analyse stellt dabei zwar die ,pra-
xisfreundlichere” Untersuchungsmethode dar, jedoch ist sie
der BAL in einigen Féllen unterlegen. Eine Kombination bei-
der Methoden sollte immer dann erfolgen, wenn Leistungsin-
suffizienzen bestehen, die mit einer Lungenerkrankung in Ver-
bindung gebracht werden. Auch bei Husten, der nur unter
Belastung auftritt, sowie bei intermittierenden, undeutlichen
Krankheitsbildern kann ein Heranziehen beider Techniken
helfen, die Diagnose zu stellen und eine geeignete Therapie
einzuleiten.
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