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Zusammenfassung

Die bronchoalveoldre Lavage (BAL) ist eine Untersuchungsmethode, die beim erwachsenen Pferd zur Diagnostik von Erkrankungen der klei-
nen Atemwege und des Lungenparenchyms eingesetzt wird. Auch bei Fohlen wird die Durchfihrung der BAL zur Diagnostik und zum Erre-
gernachweis, insbesondere von Pneumocystis carinii, genutzt. Weiterhin stellt die BAL bei der Ermittlung von Wirkstoffkonzentrationen im
Lungengewebe und in den bronchoalveoléren Zellen im Rahmen von pharmakokinetischen Studien die Methode der Wahl dar. Bei 34
gesunden Fohlen wurde in 168 durchgefihrten BALs die Durchfihrung der bronchoalveoléren Lavage beim Fohlen erprobt. Um eine Rik-
kgewinnungsrate von mindestens 60% zu sichern, wird die BAL endoskopisch und in Allgemeinanésthesie durchgefihrt. Es wurden zwei-
bzw. viermal 100 ml PBS in einen Bronchus instilliert und manuell wieder abgesaugt. Die BAL-FlUssigkeit wurde zentrifugiert und das Dif-
ferenzialzellbild quantitativ ermittelt. Die Zellzahl lag bei gesunden Fohlen (n=25) im Alter von 8 bis 12 Wochen bei 14+5,8 G/L und die
meist vertretenen Zellen in der Zellpopulation waren Makrophagen (73+14 %), gefolgt von Lymphozyten (1812 %).
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Bronchoalveolar lavage in the foal: Indication, method and results

The bronchoalveolar lavage (BAL) is a procedure, which is used to differentiate and evaluate various lower airway diseases in adult hor-
ses. In foals this method is the best way to diagnose a Pneumocystis carinii infection in vivo. Bronchoalveolar lavages are also useful for
pharmacokinetic studies to determine concentrations of agents in the tissue of the lung or in the bronchoalveolar cells. The method of per-
forming BAL was evaluated in a total number of 34 foals and 168 BALs. To ensure a recovery rate of more than 60% BALF the broncho-
alveolar lavage was performed endoscopically in general anaesthesia. The cell count was determined, the bronchoalveolar fluid was cen-
trifuged and a slide was made to differentiate the cells. The total cell count was 14+5, 8 G/L and most numerous cell populations were

macrophages (73+14 %) and lymphocytes (1812 %) in healthy foals (n=25) in the age of 8 to 12 weeks.
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Einleitung

Die bronchoalveolére Lavage (BAL) gilt heute am sedierten,
stehenden erwachsenen Pferd als risikoarmes diagnostisches
Verfahren (Viel und Hewson 2003). Die BAL erlaubt die
Gewinnung von Zellen und Flussigkeit aus den kleinen
Atemwegen und Alveolen und erméglicht so Informationen
Uber die pathologischen Abldufe und evtl. Gber das Erreger-
spekirum am Ort des entziindlichen Geschehens (Fey 2004)
zu erhalten. Somit kann die BAL zur Diagnose insbesondere
bei Erkrankungen des Lungenparenchyms verhelfen. Bei
erwachsenen Pferden konnte nachgewiesen werden, dass
eine gute Korrelation zwischen Befunden der BAL-Zytologie
und der histopathologischen Untersuchung von Lungenbiop-
sien besteht (Rush und Mair 2004). Bei fokalen Lungener-
krankungen ist der Einsatz der BAL hingegen limitiert, da
lediglich ein begrenztes Segment beprobt wird. Deshalb ist
bei umschriebenen bakieriellen Lungenerkrankungen eine
Untersuchung des Tracheobronchialsekretes (TBS) der BAL
vorzuziehen. Das TBS stellt eine Poolprobe der gesamten
Atemwege dar und liefert daher sowohl bei fokalen als auch
bei generalisierten Lungenerkrankungen meistens représen-
tative Ergebnisse. Im Falle einer bakteriell bedingten Erkran-
kung gilt eine BAL sogar als kontraindiziert, da sie mégli-
cherweise zu einem tieferen Einbringen der Keime in die Lun-
ge fohren kann.
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Die BAL wird am adulten, stehenden (Derksen et al. 1985),
sedierten Pferd oder Pony unter endoskopischer Kontrolle
(Viel 1980) oder blind mit einem flexiblen BAL-Katheter
durchgefihrt (Fogarty 1990).

Bei der transendoskopisch durchgefihrten BAL wird das
Endoskop in einen dorsal abgehenden Bronchus der zwei-
ten oder dritten Generation vorgeschoben und eingekeilt.
Dann wird die Spulflissigkeit instilliert und nach einigen
Sekunden wieder abgesaugt. In den Féllen bei denen ein
Hustenreiz das weitere Vorschieben verhindert, wird Lokal-
andsthetikum (Lidocain 1% Lésung) Uber den Arbeitskanal
lokal verabreicht.

Bei der blinden Methode wird eine circa 250 cm lange, fle-
xible BAL-Sonde iber den ventralen Nasengang in die Tra-
chea eingefihrt und vorsichtig weitergeschoben, bis sie sich
nicht mehr vorschieben lésst. Réntgenaufnahmen haben
gezeigt, dass die Sonde dabei meistens in einem Bronchus
der zweiten Generation eingekeilt ist. Nun wird der Ballon
an der Spitze der Sonde durch die Insufflation von ca. 5 ml
Luft aufgepumpt. AnschlieBend wird Spilflussigkeit ohne
grofien Verlust Uber das Lumen der Sonde in die Atemwege
eingegeben und abgesaugt. So lassen sich unter Praxisbe-
dingungen diagnostisch verwertbare Proben gewinnen (Fog-

arty 1990, Wehrli-Eser et al. 2000).
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Zur Diagnostik von Lungenerkrankungen beim Fohlen werden
neben der klinischen Untersuchung, bildgebende Verfahren
wie die Sonographie und die Réntgenuntersuchung einge-
sefzt. In einzelnen Féllen ist jedoch eine weiterfGhrende Dia-
gnostik, zum Beispiel zur Bestimmung des Erregers bei einer
therapieresistenten oder rezidivierenden Bronchitis oder
Pneumonie notwendig. So lassen sich bei hochgradiger
Symptomatik haufig erst durch die Untersuchung von TBS und
BALF Aussagen hinsichtlich, Schweregrad, Prognose und
Erreger bei einer Lungenerkrankung treffen (Bain 1997). Ins-
besondere gilt dies bei der Pneumocystis carinii-Pneumonie
bei Fohlen, denn dieser mikroskopische Pilz ldsst sich aus-
schlieBlich in der BALF oder in Lungenbioptaten identifizieren
(Hoffman et al. 1991). Beim Fohlen lésst sich die BAL am
sichersten unter Allgemeinandsthesie durchfihren und wird
im Folgenden beschrieben.

Material und Methode
Durchfihrung der BAL

In drei Studien an Fohlen (Héhensteiger 2005, Schock 2008,
Block 2010) wurde eine BAL-Methode etabliert, die geeignet
ist bei Fohlen reproduzierbare Rickgewinnungsraten zu erzie-
len. Diese BALs erfolgten im Rahmen von pharmakokineti-
schen Studien, die genehmigte Tierversuche waren (Aktz.: LVL
M-V/TSD/7221.3-2.1-021/04, LALLF M-V/TSD/ 7221.3-
2.1-010/06, LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-066/08). Im Fol-
genden wird von einer BAL-Methode berichtet, die mehrmals
an 34 Warmblutfohlen durchgefihrt wurde. Dies ergab ins-
gesamt 168 auswertbare BALs. Das Alter der Fohlen betrug
60+9 Tage, das jingste Fohlen war 41, das dlteste 80 Tage
alt. Das Gewicht der Fohlen betrug 120 bis 170 kg.

Im Gegensatz zum erwachsenen Pferd, bei dem eine Seda-
tion genigt, erfolgten die BALs bei den Fohlen in Allgemein-
andsthesie. Die Dauer der Kurznarkose betrug ca. 15 Minu-
ten. Nach einer praandsthetischen Untersuchung wurde den
Fohlen vor der Durchfihrung der BAL ein Verweilkatheter in
eine V. jugularis externa gelegt und dieser fixiert. Dann wur-
den die Fohlen mit Xylazinhydrochlorid (0,8 mg/kg i.v.)
sediert und circa finf Minuten spéter wurde, bei ausreichend
sedierten Zustand, mit Ketamin (2,2 mg/kg i.v.) und Diaze-
pam (0,2 mg/kg i.v.) die Narkose induziert. Die Fohlen wur-
den in Seitenlage auf eine weiche, kunststoffiberzogene
Schaumstoffmatte gelegt und es wurde bei kalten Aulentem-
peraturen darauf geachtet, dass die Fohlen wéhrend der Nar-
kose nicht auskihlten. Nachdem das Toleranzstadium
erreicht war, wurden die Fohlen so in Brustlage gelegt, dass
sich die zu spilende Lungenseite oben befand. Eine Person
wurde sitzend, auf Héhe der Schulter positioniert und fixierte
Kopf und Hals des Fohlens leicht gestreckt auf ihren Beinen.

Die Durchfihrung der BAL erfolgte endoskopisch. Verwendet
wurde ein zuvor desinfiziertes Endoskop mit einem Durch-
messer von 8,4 mm und einer Lénge von 140 cm. Die
Nustern der Fohlen wurden trocken gereinigt, um den Eintrag
von Schmutz in die tieferen Atemwege zu verringern. Das
Endoskop wurde nun in den ventralen Nasengang eingefihrt
und Uber die Trachea bis zur Bifurcatio tracheae vorgescho-
ben. Hier wurde der Hauptbronchus der obenliegenden Lun-
genseite ausgewdhlt und das Endoskop vorsichtig weiter vor-

496

geschoben. Begannen die Fohlen zu schlucken oder zu
husten, wurde Ketamin und Diazepam verabreicht, um eine
Verletzung der Atemwege durch das Endoskop zu vermeiden.
Das Endoskop wurde soweit vorgeschoben, bis es in einen
nach dorsal gerichtetem Bronchus der zweiten Generation
eingekeilt war. In dieser Position wurde es mit ganz leichtem
Druck gehalten. Die Spilung des abgedichteten Bronchus
erfolgte mit 2 bzw. 4x100 ml vorgewdrmter (37°C) PBS
Lésung, die in vier Fraktionen aufgeteilt war. Die FlUssigkeit
wurde manuell mit einem maBigen Druck instilliert. Nachdem
100 ml der PBS Lésung appliziert wurden, erfolgte eine Pau-
se von 5 Sekunden. AnschlieBend wurde die Flussigkeit
manuell aspiriert. Dabei wurde darauf geachtet, dass der
Unterdruck nicht zu grof3 wurde, um eine Schédigung des
Lungengewebes und ein Kollabieren der Atemwege zu ver-
meiden. SchlieBlich wurde das Endoskop aus den Atemwegen
herausgezogen. Im Anschluss daran wurden die Fohlen in
Seitenlage verbracht und wéhrend der Aufwach- und Auf-
stehphase unter Beobachtung gehalten. Beim Aufstehen wur-
de den Fohlen durch zwei Personen geholfen.

Aufbereitung der BALF

Volumen der zurickgewonnenen BALF

Zunéchst wird das Volumen der zurickgewonnenen broncho-
alveoldren Spulflussigkeit (BALF) bestimmt. Ist es das Ziel der
Untersuchung eine Information Uber die Atemwege und den
Alveolarraum zu erhalten, wird die gesamte BALF ausgewer-
tet. Ist hingegen lediglich der Alveolarbereich von Interesse,
zum Beispiel bei pharmakokinetischen Untersuchungen, wird
die erste zuriickgewonnene BALF-Fraktion verworfen. Die ent-
sprechenden BALF-Fraktionen werden anschlielend, nach
dem Spulvorgang vereint und gemischt.

Bestimmung der Gesamtzellzahl in der BALF und Differenzie-
rung der Zellen

Die Zellzahl der BALF wurde in der sogenannten Nativlésung
ermittelt. Dazu wurde zundchst die BALF durch eine Lage Mull
filtriert. Anschliefend wurden 10,0 ul der BALF in eine vorbe-
reitete Neubauer Zahlkammer pipettiert. Die Zahlung der
Zellen erfolgte mittels eines Mikroskops (Laboval 4, Zeiss,
Jena, Deutschland) bei einer 40er VergréBerung. Die vier
auszuzdhlenden Leukozytenfelder befinden sich auf ein, funf,
sieben und elf Uhr auf der Zshlkammer. Die Felder wurden
mé&anderférmig ausgezéhlt. Die Summe aller Leukozytenqua-
drate wurde mit 50 multipliziert, um den Zellgehalt pro
Mikroliter Spillésung zu erhalten.

Das Differenzialzellbild in der BALF wurde anhand von Zell-
ausstrichen aus dem erhaltenen Sediment bestimmt. In den
verschiedenen Studien wurde die BALF-Nativlésung in bei
1680 U/min for 10 Minuten zentrifugiert (Hettich Zentrifuge
Universal 32). Darauf wurde der Uberstand abpipettiert und
das erhaltene Zellpellet in 1 ml PBS Lésung resuspendiert.
Aus dem Zellpellet wurde ein Zellausstrich angefertigt, nach
May-Grinwald geférbt und unter dem Mikroskop betrachtet.
Um den Anteil der einzelnen Zellfraktionen am Gesamtzell-
gehalt zu bestimmen wurden mindestens 200 Zellen, bei
1000facher VergréBerung differenziert.
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Der dekantierte Uberstand und die resuspendierte Zellldsung
wurden in Cryo Réhrchen pipettiert und eingefroren. Sie dien-
ten der Konzentrationsbestimmung von Wirkstoffen in der
BALF und in den bronchoalveoléren Zellen.

Bestimmung der Konzentration eines Wirkstoffes in den Alve-
olarzellen

In pharmakokinetischen Studien, in denen die Konzentration
eines Wirkstoffes in den bronchoalveoléren Zellen (BAZ)
bestimmt werden soll, wird zundchst die Konzentration des
Wirkstoffes in einer bestimmten Menge an BAZs bestimmt.
Hierzu wird die BALF zentrifugiert und das erhaltene Zell-
pellet, nach Dekantierung des Uberstandes in einem defi-
nierten Volumen PBS-Lésung aufgenommen. Im Anschluss
daran wird die Zellzahl ermittelt. Nun kann eine Zellzahl
festgelegt werden (z. B. 5x10°¢ Zellen) die in einer entspre-
chenden Menge FlUssigkeit entnommen wird. Diese Zellen
werden bei 4°C durch weiteres zentrifugieren und resuspen-
dieren in PBS-Lésung gewaschen. Bevor die Konzentration
des Wirkstoffes in den Zellen bestimmt werden kann, wer-
den die Zellwénde aufgeschlossen. Ein Zellaufschluss kann
z. B. im Ultraschallbad stattfinden. Der weitere Aufberei-
tungsprozess und die chromatographische Messung erfolgt
wie bei anderen Proben auch. Das Ergebnis beschreibt eine
Konzentration fir eine bestimmte Menge an BAZs (z. B.
Konzentration/GZ). Um die Konzentration in den Zellen
besser mit jenen des Plasmas oder der BALF/PELF verglei-
chen zu kénnen, kann man diese auf ein Zellvolumen
umrechnen. Das Zellvolumen der BAZs beim Fohlen wird
derzeit auf den Wert von 1,2 ul/GZ geschétzt (Jacks et al.
2001).
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Ergebnisse

Das Volumen der zuriickgewonnen Spilflissigkeit betrug bei
34 Fohlen in 168 durchgefuhrien BALs angegeben als Mittel-
wert+Standardabweichung 62+14 % (Héhensteiger 2005,
Schock 2008, Block 2010), siehe Tabelle 1.

Die Ergebnisse der Bestimmung des Differenzialzellbildes in
der BALF von 34 Fohlen aus den genannten Untersuchungen
sind in Tabelle 2 zusammengefasst. In den vorliegenden
Untersuchungen lag die Gesamizellzahl der Fohlen bei
14+5,8 G/L (Héhensteiger 2005: 15,16 G/L) (Schock
2008: 11,5+5 G/L). Die Angabe beschrénkt sich hier auf 25
durchgefihrten BALs da die Fohlen im weiteren Verlauf der
Untersuchungen, bevor eine weitere BAL durchgefihrt wurde,
aus Studiengriinden therapiert worden sind und die Werte
deshalb nicht mehr denen gesunder Fohlen entsprechen
kénnten. Die wiederholten BALs sind insofern in Bezug auf
das Differenzialzellbild for die Etablierung von Referenzwerten
for Fohlen nicht bericksichtigt worden.

Zum Vergleich des Differenzialzellbildes in der BALF beim
Fohlen mit dem entsprechenden adulter Pferde sind in Tabel-
le 3 Ergebnisse verschiedener Untersuchungen beim adulten
Pferd angegeben.

Beeintrichtigung der Fohlen durch die BAL

Alle Fohlen in den Studien von Hoéhensteiger (2005), Schock
(2008) und Block (2010) wurden nach der Durchfihrung der
BAL zweimal im Abstand von zwei Tagen und bis zum Abset-
zen wochentlich, klinisch und die Lunge sonographisch unter-

Tab. 1 Volumina der zuriickgewonnenen BALF bei 34 gesunden Warmblutfohlen in 168 ausgewerteten, endoskopisch durchgefihrten BALs.

Volums of the BALF in 34 healthy foals in 168 BALs

Autor Héhensteiger 2005 Schock 2008 Block 2010
Anzahl der Fohlen 17 10 9
Anzahl der durchgefihrten BALs 95 55 18
Menge der jeweils instillierten Flissigkeit in ml 200 200 400
Menge der rickgewonnen Spilflissigkeit in ml (MW =+ SD) 122 + 29,8 128,2 = 24,5 242,3 + 40,4
Menge der rickgewonnen Spilflissigkeit in % (MW =+ SD) 61 = 14,9 64,1 +12,3 60,6 = 10,1

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung / mean and standard deviation

Tab. 2 Differenzialzellbild in der BALF bei 34 gesunden Warmblutfohlen in 34 ausgewerteten, endoskopisch durchgefthrten BALs (MW +SD)
/Cell differential in the BALF of 34 healthy foals

Autor Héhensteiger 2005% Schock* Block
Anzahl der Fohlen 17 8 9
Menge der instillierten Flussigkeit in ml 200 200 400
Makrophagen in % 74,2 = 16,5 71,4 = 5,8 79,9 = 2,4
Lymphozyten in % 18,6 = 14,1 17,4 «7,9 14,8 = 2,9
Neutrophile in % 4,6 +5,8 3,6 +3,2 0+0
Mastzellen in % 0,2+0,4 0,5+0,8 53 +2,1
Epithelzellen in % 1,3 +4,8 4,6 + 3,6 n.e.
Riesenzellen in % 2,7 +1,7 1,2 + 1 n.e.

MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, n.e.: nicht erhoben, * erste zuriickgewonnene Fraktion der BALF zur Bestimmung des Differenzialzellbildes wurde
nicht verworfen, * erste zurickgewonnene Fraktion der BALF wurde nach der Bestimmung des Volumens verworfen.
* first fraction of BAL was used, * first fraction of BAL was discarded after evaluation of the total volum
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sucht. Bei den insgesamt 168 durchgefihrten BALs, die hier
zusammengefasst sind, wurden bei keinem der 34 Fohlen
krankhafte Befunde erhoben. Dies zeigt, dass neben der ein-
zeln durchgefihrten BAL an einem Fohlen auch die Wieder-
holung einer BAL fir das gesunde Fohlen keine Geféhrdung
der Gesundheit darstellt. So wurden die BALs in der Studie
von Héhensteiger (2005) mit insgesamt 6 Fohlen viermal
Abstand von sieben Tagen BALs durchgefihrt (Tag 1, 8, 15
und 22), mit 12 Fohlen wurden im Anschluss an diese vier
BALs weitere zwei BALs im Abstand von 16 und weiteren sie-
ben Tagen durchgefihrt (Tag 38 und 45). Bei Schock (2008)
wurden ebenfalls BALs wiederholt durchgefihrt. Hier umfas-
ste die Studie 10 Fohlen, bei denen an Tag 1, 8, 24, 31 und

45 eine BAL durchgefihrt wurde. Bei Block (2010) erfolgte
die Durchfthrung der BAL zweimal im Abstand von 14 Tagen
an insgesamt 9 Fohlen. In den Tabellen 4, 5 und 6 sind die
Anteile der einzelnen Zellfraktionen an der Gesamtzellzahl in
der BALF nach wiederholt durchgefihrten BALs fur die einzel-
nen Untersuchungen dargestellt.

Bestimmung der Pulmonary Epithelial Lining Fluid

In der Studie von Block (2010) wurde im Rahmen der BAL
zusatzlich das Volumen der Pulmonary Epithelial Lining Fluid
(PELF) aus der BALF rechnerisch bestimmt werden. Die PELF

Tab. 3

Differenzialzellbild und Gesamtzellzahl der BALF beim gesunden, adulten Pferd (Mittelwert = Standardabweichung)

Cell differential and total cell count in the BALF in adult horses (mean and standard deviation)

Autor McKane Fey Derksen Traub-Dargatz Sweeney Lapointe
1993 2004 1989 1988 1994 1994
Anzahl der Pferde 62 10 10 9 7 6
Alter d. Pferde (Jahre) 2,8 =1 10,6 =5 6,9 =2 4-14 88 =5 1255
Menge der instillierten Flussigkeit in ml 65 60ml/100 kg KGW* 300 180 - 500 300 500
Makrophagen in % 59 =10 32 12 45+ 3 31 +6 46 =11 26 £ 6
Lymphozyten in % 319 62 £12 43 £3 60 £ 6 47 =11 69 =3
Neutrophile in % 9 +6,3 2,76 9+1,2 5+1,6 232 22=+2
Mastzellen in % n.e. 1,75 1,2 2,7 0,7 4,4 +2 0,2 0,3
Eosinophile in % 0,5+3 0+0 <1 1,2 0+0 0+0
Epithelzellen in % 0,4 +0,8 n.e. 3,5 +0,7 0,9 £0,6 n.e. n.e.
KGW: Korpergewicht, *533 = 106 kg; n.e.; nicht erhoben
Tab. 4  Anteil der verschiedenen Zellen am Gesamtzellbild in der BALF von 18 Warmblutfohlen und 95 auswertbaren BALs
(H&hensteiger 2005). (Mittelwert = Standardabweichung) / Cell differential and fotal cell count in the BALF of 18 healthy
foals and 95 BALs (Héhensteiger 2005) (mean and standard deviation)
Sellon in % 1. BALY 2. BALY 3. BALY 4. BALY 5. BAL* 6. BAL*
Tag 1 Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 38 Tag 45
Makrophagen 74 =16 71 =15 70 =12 63 =12 78 =9 61 + 23
Lymphozyten 18 + 14 19 +16 23 +13 28 =16 17 £9,7 33 +25
Neutrophile 4,6 +5,8 4,7 = 3,8 2,4 =2, 3,3 4,5 2,9=*25 1,9=+1,6
Mastzellen 0,2+0,4 0,2+0,4 0,7+1,4 0,1 +0,3 0,1 +0,3 0,1 +0,3
Epithelzellen 1,3 +4,8 3,3 6,5 2,329 4,3 = 6,4 0,8=1,5 2,826
Riesenzellen 1,2 =1 1,4+1,3 1,4=1,1 1,4+1,3 1,4=1,1 1,3+1,0
Gesamtzell-zahl in G/L 151 +6 14,1 = 5,3 16,4 = 6,1 18,4 = 7,6 21,4 10,5 27,4 = 18,5
*n =18, * n= 12, BAL: Bronchoalveolére Lavage
Tab. 5  Anfeil der verschiedenen Zellen am Gesamtzellbild in der BALF von 10 Warmblutfohlen und 55 auswertbaren BALs (Schock
2008) (Mittelwert = Standardabweichung) / Cell differential and total cell count in the BALF of 10 healthy foals and 55 BALs
(Schock 2008) (mean and standard deviation)
Zellen in % 1. BAL 2. BAL 3. BAL 4. BAL 5. BAL 6. BAL
Tag 1 Tag 8 Tag 8 Tag 24 Tag 31 Tag 45
Makrophagen 71 +6 71+ 6 71+ 6 73 + 4 71 =5 74 + 6
Lymphozyten 17«8 18 +5 16 =5 16 =3 167 £3 17 = 4
Neutrophile 3,6 + 3,2 2,8 =3,0 3,8 +2,6 2,5+1,3 2,5+1,1 1,6 =1,7
Mastzellen 0,5+0,8 02=+0,3 0,1 0,2 0+0 0,1+0,3 0,1+0,2
Epithelzellen 4,6 = 3,6 5+ 3,7 4,9 = 3,9 4,4 +2,6 6+ 3,1 4,7 = 3,3
Riesenzellen 2,7 1,7 3,3=+1,8 3,3=1,7 4,2 =2,0 3+1,6 2,9=1,7
Gesamtzell-zahl in G/L 11,65 10,9 = 4 18,9 =8 22,7 9 22,8 =12 25,4 =10

BAL: Bronchoalveolére Lavage
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Tab. 6  Anteil der verschiedenen Zellen am Gesamtzellbild in der BALF von 9 Warmblutfohlen und 18 auswertbaren BALs (Block 2010) (Mittelwert
+ Standardabweichung) / Cell differential in the BALF of 9 healthy foals and 18 BALs (Block 2010) (mean and standard deviation)

Zellen in % 1. BAL Tag 7 2. BAL Tag 21

Makrophagen 79,9 +2,4 81,9 + 8,4

Lymphozyten 14,8 + 2,9 14,6 = 6,3

Neutrophile Granulozyten 0=+0 0,5+0,71

Mastzellen 53 *2,1 3,1 +2,3

BAL: Bronchoalveolére Lavage

Tab. 7 Berechnetes Volumen der PELF bei neun Warmblutfohlen in 18 durchgefihrten BALs (Mittelwerte = Standardabweichung)
Calculated volum of PELF in @ healthy foals and 18 BALs (mean and Standard deviation)

Block 2010 1. BAL 2. BAL

Volumen der PELF in ml 16,32 + 5,65 14,59 + 7,19

Volumen der BALF in ml 234,7 + 45,5 250 + 35,5

BAL: Bronchoalveolédre Lavage, PELF: Pulmonary Epithelilal Lining Fluid, BALF: Bronchoalveolére Spilflussigkeit

beschreibt das Volumen der Flussigkeit, die im Alveolarraum
die Alveolarzellen bedeckt. Zur Berechnung dieses kleinen
Volumens, welches in der BALF enthalten ist wird auf der
Grundlage der Harnstoffkonzentration im Plasma und in der
BALF die Gleichung von Rennard (1986) verwendet. Fir neun
Fohlen wurde so das Volumen der PELF bestimmt. Die einzel-
nen Werte sind in Tabelle 7 aufgefGhrt.

Diskussion

Die BAL besitzt ihren Stellenwert als diagnostische MaBnahme
vor allem in der Abklérung von Leistungsschwéiche bei jungen
Hochleistungspferden (Viel und Hewson 2003) und in der
Diagnostik von Erkrankungen des Lungenparenchyms. Dari-
ber hinaus findet die BAL ihr Einsatzgebiet in experimentellen
Untersuchungen zur Recurrent Airway Obstruction (RAO) und
in pharmakologischen Studien zur Bestimmung von Wirkstoff-
konzentrationen in der BALF, PELF und in bronchoalveoléren
Zellen, bei erwachsenen Pferden und bei Fohlen.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass eine schonende Methode zur Durchfihrung der BAL
beim Fohlen etabliert wurde. Im Gegensatz zum erwachsenen
Pferd sollte die BAL beim Fohlen transendoskopisch und in
Allgemeinandsthesie erfolgen. Der Grund hierfir ist, dass
sedierte Fohlen schreckhaft bleiben und spontane Abwehrre-
aktionen unweigerlich dazu fihren, dass das eingekeilte End-
oskop ruckartig den Bronchus verlasst und die Menge der
zuriickgewonnenen BALF wesentlich geringer wird. Da es for
eine diagnostische Aussage aber genau auf eine standardi-
sierfe Menge der BALF ankommt, sollte eine Methode ange-
wendet werden, die nur geringe Schwankungen der Rickge-
winnungsrate sichert. Zusétzlich werden durch diese Methode
Verletzungen des Respirationstraktes durch unkontrollierte
Bewegungen des Endoskops in der Lunge vermieden.

Die transendoskopische Methode weist gegentber der
Durchfihrung der BAL mithilfe eines BAL-Katheters Vorteile
auf. Durch die Sichtkontrolle ist neben der optischen Beurtei-
lung von Menge und Viskositét der Sekrete in der Luftrohre
und in den Bronchien, sowie der Beschaffenheit der Schleim-
haut, auch die gezielte Wahl einer Lungenseite und des Bron-
chus méglich (Ganter et al. 1993, McKenzy 2005). Ein wei-

terer Vorteil der transendoskopischen Methode ist die hohe
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Rickgewinnungsrate, welche gemdB humanmedizinischen
Standards wesentlich die Aussagekraft der BALF beeinflusst
(Costabel et al. 1989). Beim Menschen gilt, dass erst wenn
mehr als 50% der eingegebenen Flussigkeit rickgewonnen
wird, sichergestellt ist, dass der Alveolarraum gespilt wurde
und erst dann gilt die BALF als verwertbar.

Zur Standardisierung der Methode ist zu beachten, dass der
Durchmesser des Endoskops entscheidend dafir wie tief es
eingefihrt wird und also wie viel Bronchialraum und Alveo-
larraum gespilt werden. So schlieft ein Endoskop mit einem
Durchmesser von 10-13 mm zum Beispiel einen Bronchus
der 4./5. Generation (Hewson und Viel 2010). Es sollte also
ein maglichst geringer Durchmesser gewdhlt werden, um ein
reprasentatives Zellbild aus den tiefen Atemwegen, vor allem
aus dem Alveolarbereich zu erhalten.

Die Gesamtmenge der fir die BAL instillierten Flussigkeit soll-
te 400 ml betragen, da kleinere Volumina den Nachteil
haben, dass nur die Bronchiolen, nicht aber die Alveolen
gespilt werden und das erhaltene Zellbild nicht dem der
Alveolen entspricht (Sweeney et al. 1992, Clark et al. 1995).
In der Studie von Block (2010) wurde dieses Volumen an
neun Fohlen in 18 durchgefihrten BALs verwendet und stell-
te keine Beeintrdchtigung der Fohlen dar.

Zur Durchfihrung einer BAL sollte grundsétzlich PBS-Lésung
verwendet werden, da diese isofonisch ist, einen physiologi-
schen pH-Wert aufweist und somit die Zellen des Bronchiale-
pithels und der Alveolenwénde und auBerdem die Zellen der
BALF nicht schadigt. DarGber hinaus ist es anzustreben, die
instillierte FlUssigkeit zuvor auf 37°C zu erwérmen, um bei der
Durchfihrung der Lavage einen Bronchospasmus zu verhin-
dern, der wiederum die Rickgewinnungsrate deutlich senken
wirde (Hewson und Viel 2002). Bei der Rickgewinnung der
BALF ist es wichtig, dass der Unterdruck mit dem die Flissig-
keit aus den tiefen Atemwegen zuriickgewonnen wird nicht zu
grof3 wird, um ein kollabieren der kleinen Atemwege und ein
Trauma des Epithels zu vermeiden.

Die vorgeschlagenen Referenzbereiche fir die Gesamtzellzahl
in der BALF beim Pferd variieren in sehr weiten Bereichen. In
der Regel liegen die Zellzahlen unter 107 Zellen/Liter (DeHeer
et al. 2002) mit einem oberen Limit von 4 x 108 Zellen/Liter
(Hewson und Viel (2002). Die unterschiedlichen Gesamtzell-
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zahlen in der BALF fihren dazu, dass einige Autoren die
absolute Zellzahl fur die klinische Diagnostik als wertlos
erachten (Zink 2002, Viel und Hewson 2003). Dies kann sich
nur durch einen Konsens tber die Standardisierung der BAL-
Methode éndern. In den vorliegenden Untersuchungen lag
die Gesamtzellzahl der Fohlen bei 14+5,8 G/L (Héhenstei-
ger 2005, Schock 2008), sie ist damit etwa doppelt so hoch
wie den angegebenen des adulten Pferdes mit 6,2+2,7 G/L
(Venner 2003).

Den Hauptanteil an der Gesamtzellzahl tragen beim adulten
Pferd und beim Fohlen die bronchoalveoldren Makrophagen.
Der prozentuale Anteil der Makrophagen in der BALF beim
Fohlen mit 73,3+13,9 % (Héhensteiger 2005, Schock 2008)
liegt etwas Uber dem prozentualen Anteil dieser Zellfraktion
an der Gesamizellzahl beim adulten Pferd mit 45-70 %. In
der BALF gesunder Pferde wird auflerdem ein hoher Anteil an
Lymphozyten nachgewiesen (Fey 2004). In der BALF der Foh-
len ist der Anteil der Lymphozyten an der Gesamtzellzahl im
Vergleich zum adulten Pferd (30-50%) mit nur 18,2=12,3%
(H6hensteiger 2005, Schock 2008) geringer. Méglicherweise
lasst sich dies durch die noch nicht vollsténdig ausgeprégte
bronchiale Immunitét der Fohlen erkléren. Der Prozentuale
Anteil der Mastzellen mit 0,3+=0,5 % (H&hensteiger 2005,
Schock 2008) und der neutrophilen Granulozyten mit 4=5 %
(Hshensteiger 2005, Schock 2008) in der BALF bei insgesamt
34 Fohlen (s.0.) entspricht den angegebenen Referenzwerten

adulter Pferde (Tab. 3).

Wenn die erste Spilfraktion der BAL benutzt wird, wird die
Zellreiche bronchiale Fraktion bericksichtigt und der Anteil
der neutrophilen Granulozyten in der BALF steigt (Hewson
und Viel 2002). Zur Betrachtung des Differenzialzellbildes in
der BALF ist es deshalb von Bedeutung, ob die erste zuriick-
gewonnene Fraktion der BALF mit in die Differenzierung ein-
bezogen wird oder nicht. Aus diesem Grunde wurden hier die
Ergebnisse der zwei dlteren Studien diskutiert (H&hensteiger
2005, Schock 2008).

Bei den wiederholten BAL-Vorgéngen stieg die Gesamizell-
zahl der BALF in den Studien von Héhensteiger (2005) und
Schock (2008) zwar an, aber das Differentialbild und insbe-
sondere der Anfeil der neutrophilen Granulozyten blieben
stabil, so dass keine bedeutende Entzindung der Atemwege
durch die hier angewandte BAL-Methode induziert wurde.
Auch beim Menschen (Petro et al. 1990) und beim erwach-
senen Pferd (Venner 2003, Fey 2004) konnte die hohe
Sicherheit dieser Untersuchungsmethode mehrfach gezeigt
werden.

Im Rahmen einer BAL kann zuséitzlich das Volumen der Pul-
monary Epithelial Lining Fluid (PELF) aus der BALF rechne-
risch bestimmt werden. Die PELF beschreibt die Flussigkeit,
die im Alveolarraum die Alveolarzellen umgibt. Durch die
Bestimmung der Menge der PELF ist es méglich, die aktuellen
Konzentrationen verschiedener Molekilen, z. B. Entzindungs-
parameter oder Pharmaka in Situ zu bestimmen (Rennard et
al. 1986). Entzindungsparameter in der PELF und Differenti-
albild der BALF werden zur néheren Charakterisierung der
Alveolitis herangezogen.

Die Konzentration von Pharmaka in der PELF ist in der
Behandlung von intrapulmonalen Krankheitserregern von
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grofler Bedeutung. So wird bei neuen Wirkstoffen die Kon-
zentration in der PELF Gber die Bestimmung Volums der PELF
berechnet. Hierzu wird der Harnstoff im Plasma und in der
BALF bestimmt. Da der Harnstoff in der PELF isoton zu dem
Plasmawert ist, lasst sich daraus und mit der Gleichung von
Rennard (1986) das Volumen der PELF berechnen. Bei der
Interpretation des Volums der PELF ist allerdings zu bedenken,
dass die Methode fehleranféllig ist. So kann es durch wieder-
holte Spilprozesse zu einer gesteigerten Diffusion von Harn-
stoff in die Alveolen kommen, so dass eine zu hohe Harn-
stoffkonzentration in der BALF gemessen wird, was wiederum
zu einer Uberschétzung des Volumens der PELF fihren kann
(Peterson et al. 1993). Um diesen Fehler in verschiedenen
Untersuchungen gering zu halten, ist es entscheidend, die
BAL nach einer standardisieten Methode durchzufihren.
Dabei mussen Menge der Spilflissigkeit, Anzahl der Spulvor-
génge und Dauer des Spilprozesses festgelegt sein. Nur so
kann gewdhrleistet werden, dass die Ergebnisse wenig streu-
en und dass Ergebnisse unterschiedlicher Studien vergleich-
bar sind (Costabel 1989).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass auch fir das
Fohlen eine schonende, standardisierbare Methode zur
Durchfihrung der BAL fir diagnostische und pharmakologi-
sche Fragestellungen zur Verfigung steht.
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