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1 Einleitung

EA ist eine haufig vorkommende chronische Erkrankung der Atemwege und kann Pferde jeden
Alters betreffen. Der Erkrankung liegt eine multifaktorielle Atiologie zugrunde, wobei die
Exposition gegenliber organischem Staub, der besonders in Stallhaltungen anzutreffen ist, als
Hauptursache fur die Entstehung der Atemwegsentzindung angesehen wird. Die Erkrankung
wird abhangig von den klinischen, endoskopischen und zytologischen Befunden in MEA und
SEA eingeteilt. MEA geht unter anderem mit chronischem Husten einher und stellt eine
wichtige Ursache fur Leistungsinsuffizienz beim Pferd dar. Klinisch abzugrenzen von SEA ist
es durch die fehlende Dyspnoe in Ruhe.

Neben einer speziellen klinischen Untersuchung des Atemtrakts, spielt die zytologische
Untersuchung von TBS und BAL eine wichtige Rolle bei der Diagnosestellung von EA.
Besonders die BAL hat sich als Mittel der Wahl zur Diagnosestellung von MEA etabliert. Bei
der BAL handelt es sich um die Waschung eines Lungenareals. Allerdings sind bereits fir die
Durchfiihrung der BAL verschiedene Protokolle in der Literatur beschrieben. Ebenso gibt es
Unterschiede in den Protokollen zur Probenbearbeitung und zytologischen Auswertung von
TBS und BAL. Dennoch gibt die Zytologie der beiden Arten der Probenentnahme wichtige
Informationen Uber die Art und Dauer der Erkrankung und wird zum Teil sensitiver als die
klinische Untersuchung angesehen. Bei der zytologischen Beurteilung von TBS- und BAL-
Ausstrichen wird eine Differentialzellzahlung der Entziindungszellen durchgefiihrt, wobei vor
allem auf den Anteil von neutrophilen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten und
Mastzellen geachtet wird. Dabei gibt es bei der BAL allgemein anerkannte Referenzwerte
dieser Zellarten, ab denen MEA und SEA diagnostiziert werden. Diese beruhen auf einer
genauen Auszahlung von 400-500 Zellen pro Objekttrager-Ausstrich und einer prozentualen
Angabe zum Anteil dieser Zellarten am Gesamtzellbild.

Bei einer Untersuchung des Atemtraktes werden meist TBS- und/oder BAL-Proben gewonnen
und zur zytologischen Beurteilung an ein Labor geschickt. Daraufhin wird von dem
zustandigen Labor eine zytologische Verdachtsdiagnose erstellt, die z.T. in erheblichem Malie
zur endgultigen Diagnosestellung durch den Tierarzt herangezogen wird.

Ziel dieser Arbeit ist der Vergleich zytologischer Ergebnisse und Verdachtsdiagnosen
zwischen und innerhalb verschiedener, grofierer und haufig von Praktikern genutzten Labore,
um die Zuverlassigkeit der zytologischen Untersuchung von TBS und BAL als diagnostisches
Mittel zur Diagnosestellung von EA zu Uberprfen.

Die erste Hypothese dieser Arbeit ist demnach, dass die Ergebnisse der TBS- und BAL-
Zytologie als zuverlassige Kriterien zur Atemwegsdiagnostik herangezogen werden kdnnen

und einen wichtigen Anteil an der Diagnosestellung von EA haben.



Einleitung

Als zweite Hypothese besteht die Annahme, dass bei einem intra- und interindividuellen
Vergleich zytologischer Ergebnisse von TBS und BAL innerhalb und zwischen mehreren

Laboren nur eine geringe oder gar keine Varianz der Ergebnisse und Verdachtsdiagnosen
besteht.



2 Literaturubersicht

2.1 Terminologie

Der Begriff equines Asthma wurde eingefihrt um eine chronische Erkrankung der unteren
Atemwege des Pferdes zu beschreiben (Couetil et al. 2016). Das ACVIM Consensus
Statement zur IAD schlug vor die Begriffe IAD, SAD und SAIl durch den Begriff MEA zu
ersetzen (Bullone und Lavoie 2015; Couetil et al. 2016). Die IAD ist eine milde, nicht-septische
Atemwegserkrankung insbesondere junger Leistungspferde (Bullone und Lavoie 2015; Couetil
et al. 2016).

Der Begriff RAO, der 2001 den Begriff der COB und im Englischen COPD oder ,Heaves*
ersetzt hat, wird nun zusammen mit der SPAOPD als SEA bezeichnet (Bond et al. 2018;
Lavoie 2017; Robinson 2001). Die RAO wurde als Atemwegsobstruktion des erwachsenen
Pferdes benannt, die durch Umgebungswechsel oder die Gabe von Bronchodilatatoren

reversibel ist (Robinson, 2001).

2.2 Pravalenz

Das Vorkommen von MEA wurde in Populationen einer groRen Feldstudie und einer Studie zu
Rennpferden im Training mit 66 bis 80% angegeben (lvester et al. 2018; Wasko et al. 2011).
Die Diagnosen wurden mit Hilfe der Zytologie der BAL gestellt, wobei >5% neutrophile
Granulozyten, >2% Mastzellen, >1% eosinophile Granulozyten in der Differentialzellzdhlung
ausschlaggebend fiur MEA waren (Ivester et al. 2018; Wasko et al. 2011). Die Grenzwerte
dieser Zellarten wurden allerdings im Consensus Statement zur IAD von 2016 erhéht (Couetil
et al. 2016), was in diesen Studien zu einer anderen Pravalenz flihren wirde. Die klinischen
Symptome der Pferde wurden in einer Studie zusatzlich dokumentiert (Wasko et al. 2011). Bei
einer weiteren Studienpopulation wurden bei allen flir gesund eingestufte Sportpferden
Hinweise auf mildes equines Asthma gefunden, wobei auch hier Erhéhungen der
Entziindungszellen in der BAL bereits ab >5% neutrophile Granulozyten vermerkt wurden
(Gerber et al. 2003). Es wurde Uberlegt, ob eine weitere Einteilung in mildes equines Asthma
erfolgen soll, um subklinisch erkrankte Pferde zu erfassen (Couetil et al. 2020b; Lavoie 2017).
SEA kommt dagegen seltener vor und wird mit einer Pravalenz von 14-17% bei adulten
Pferden angegeben (Hotchkiss et al. 2007; Pirie 2014; Wasko et al. 2011). Das Risiko fur SEA
steigt signifikant mit dem Alter wobei >7 Jahre alte Pferde eine 6-7mal hohere
Wahrscheinlichkeit haben an SEA zu erkranken als <4-jahrige (Couetil und Ward 2003). MEA

ist eher bei jingeren Pferden anzutreffen (Couetil et al. 2016). Es wurde festgestellt, dass
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Pferde mit dem neutrophilen Subtyp des MEA signifikant alter waren als bei anderen Subtypen
des MEA, die durch Erhéhungen der Anteile an Mastzellen und eosinophilen Granulozyten in
der BAL gekennzeichnet sind (s. Kap. 2.3.) (Lavoie et al. 2011). Die Untersuchung zur
Pravalenz von EA bei einer Herde in Weidehaltung ohne respiratorische Symptome ergab
ebenfalls eine hohe Pravalenz von MEA (60% im Sommer, 87% im Winter) und eine geringere
Pravalenz von SEA (10% im Sommer, 4,3% im Winter) (Davis und Sheats 2019). Auch hier
konnte der neutrophile Subtyp des MEA haufiger bei den adulten Pferden festgestellt werden
(Davis und Sheats 2019). Allerdings ist anzumerken, dass die Diagnose hier ebenfalls nur Gber
die zytologischen Befunde der BAL erfolgt ist und eine kleine Studienpopulation zur Verfiigung
stand (Davis und Sheats 2019).

2.3  Atiologie

Eine multifaktorielle Genese wird bei der Entstehung von EA angenommen (Couetil et al.
2020b). Nicht infektiose Ursachen wie die Exposition der Pferde gegentiber organischem und
anorganischem Staub, wie er in Stallungen vorkommt, scheint neben weiteren Atiologien wie
unter anderem der Genetik eine Hauptursache bei der Entstehung der Entzindungsreaktion
zu sein (Gerber et al. 2009; Ivester et al. 2014b; Couetil et al. 2020b). Die Entziindungsreaktion
wurde als eine Dysregulation der Homodostase von Entzindungszellen in den Atemwegen
definiert, die zu klinischen Symptomen unterschiedlicher Schwere fuhren (Couetil et al. 2016).
Unterschiedliche Subtypen werden bei MEA durch Erhéhungen verschiedener
Entziindungszelltypen in der BAL bestimmt (Bedenice et al. 2008; Hare und Viel 1998; Pirie et
al. 2016; Richard et al. 2009). Die Subtypen unterscheiden sich durch eine milde Erhdhung
des Anteils der neutrophilen Granulozyten (>10%) oder einer Erhéhung des Anteils der
Mastzellen (>5%) und/oder eosinophilen Granulozyten (>5%), ebenso kann es zu gemischten
Entzlindungszelltypen kommen (Bedenice et al. 2008; Hare und Viel 1998; Pirie et al. 2016;
Richard et al. 2009). SEA geht mit einer deutlichen Erhéhung des Anteils der neutrophilen
Granulozyten in der BAL einher (>25%) (Couetil et al. 2016).

Bei MEA konnte eine Assoziation zwischen der Aufstallung und Heufltterung und der
Erhéhung von Entziindungszellen festgestellt werden (Holcombe et al. 2001; Ivester et al.
2014a; Olave et al. 2021). In konventionellen Stallhaltungen kommt es zu erhéhten Werten an
organischem Staub, B-Glucangehalt sowie einem 10-fach héherem Endotoxingehalt in der
Atmungszone der Pferde als in Weidehaltung (McGorum et al. 1998; Samadi et al. 2009).
Organischer Staub ist definiert als Ansammlung von Partikeln, denen pathogene und nicht-
pathogene Bakterien, Pilze, bakterielle Endotoxine (Zellwandkomponente von gram-negativen
Bakterien mit starker proinflammatorischer Wirkung), Mykotoxine, B-Glucan (Pilze, Bakterien,

Pflanzen) und Pollen anhaften (Douwes et al. 2003).
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Bei jungen Rennpferden konnte ein Zusammenhang zwischen der Staubexposition und der
Erhdhung neutrophiler Granulozyten sowie zwischen B-Glucan und erhéhten Werten an
Mastzellen hergestellt werden (Ivester et al. 2018). Eine Mastzellentzindung konnte hier bei
Uber der Halfte der jungen Pferde festgestellt werden, wobei bereits eine Erhéhung der
Mastzellen von >2% ausschlaggebend war (Ivester et al. 2018). Heulagefitterung fuhrte im
Gegensatz zur Heufutterung zu einer geringeren Exposition gegenuber lungengangigem
Staub und Endotoxin und keiner Veranderung der neutrophilen Granulozyten, wie eine Studie
belegt (Olave et al. 2021). Fltterung von Heu aus dem Heunetz resultierte in einer signifikant
hoheren Exposition gegenliber lungengangigen und inhalierbaren Partikeln und
lungengangigem Endotoxin (Ivester et al. 2014b). Hier war eine eosinophile Entziindung mit
der erhdhten Exposition verknlipft, was Hinweise auf die Beteiligung von Umweltantigenen bei
MEA gibt (Ivester et al. 2014b). Lungengangige Partikel (Feinstaub) sind definiert als Partikel
mit einem aerodynamischen Durchmesser von 4um, bei dem die Wahrscheinlichkeit die
bronchio-alveolar Region zu erreichen bei 50% liegt (Ivester et al. 2014b).

Durch Veranderungen in der Haltung und Fitterung kann die Staubkonzentration signifikant
vermindert werden, wobei die Fiitterung einen gréReren Einfluss auf die Staubkonzentration
hat (Clements und Pirie 2007).

Auch infektiése Atiologien wurden in Zusammenhang mit MEA gebracht, wobei bakterielle
Agenzien (u.a. Streptococcus equi subspecies zooepidemicus, Actinobacillus spp.,
Pasteurella spp.) als Risikofaktoren fir die Akkumulation von Trachealmukus angesehen
werden (Cardwell et al. 2014). Allerdings ist nicht klar, ob sie an der Entstehung von EA
beteiligt sind oder sekundar die Atemwege besiedeln. Studien zur Beteiligung einer viralen
Atiologie ergeben unterschiedliche Ergebnisse (Couetil et al. 2020b).

Bei SEA scheint ebenfalls die Exposition gegentber Heu und Stroh, insbesondere zu
inhalierten Schimmelpilzen aus schlechter Heuqualitat, eine Hauptrolle in der Atiologie zu
spielen (Couetil et al. 2020b; Pirie 2014). Die Inhalation einer Heustaubsuspension sorgte flr
die charakteristische neutrophile Entzindungsreaktion sowie zu Veranderungen der
Lungenfunktion und einer Hypersekretion von Mukus (Pirie et al. 2002). Endotoxin hat einen
signifikanten Einfluss auf die Induktion der Entzindung, allerdings ist die Wirkung bei
Inhalation weiterer Komponenten von organischem Staub verstarkt (Pirie et al. 2003a). Eine
Inhalation von Lipopolysacchariden (LPS) (Salmonella Thyphimurium) induzierte eine
dosisabhangige Atemwegsentziindung bei gesunden und erkrankten Pferden, flihrte
allerdings im Vergleich zur Heu/Stroh Belastung zu keiner Erhéhung des Trachealmukus (Pirie
et al. 2001). Daher wird angenommen, dass Endotoxine (LPS) an der Atiologie von SEA
beteiligt sind, allerdings auch weitere proinflammatorische Agentien im organischen Staub

eine Rolle spielen (Pirie et al. 2001). Bei gesunden Pferden kann es bei schlechter Lufthygiene
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in Stallhaltung durch erhdéhte Konzentrationen an Endotoxin zu Atemwegsentziindungen
kommen (Pirie et al. 2001).

Inhalationprovokationen mit Extrakten von Aspergillus fumigatus und Micropolyspora faeni
fihrten zu einer pulmonalen Entziindungsreaktion bei Pferden mit SEA (Mcgorum et al.
1993b). Ebenso zeigten weitere Untersuchungen eine Assoziation zwischen der Inhalation von
Schimmelsporen und der pulmonalen Entziindungsreaktion (Pirie et al. 2003b). Die Exposition
gegenlber schimmeligem Heu sorgte bei Pferden mit SEA im Vergleich zu gesunden Pferden
zu Veranderungen der Lungenfunktion (Tesarowski et al. 1996).

Eine hohe Umwelttemperatur, Feuchtigkeit sowie eine erhdhte Pollenkonzentration an heiflden
Tagen stehen in Zusammenhang mit einer Verstarkung der klinischen Symptome von SEA
(Bullone et al. 2016).

2.4 Immunologische Situation und die Rolle der neutrophilen Granulozyten bei der
Entziindungsreaktion

Die Exposition gegeniliber inhalierten Schimmelsporen und organischen Staubpartikeln aus
Heu und Stroh 16st die angeborene und adaptierte Immunantwort aus (Pirie 2014). Nach
Antigenexposition (Stroh und Heu) kommt es bereits nach 4-5 Stunden zu einer Erhéhung der
neutrophilen Granulozyten im Atemtrakt von Pferden mit EA, gefolgt von klinischen
Symptomen und einer Atemwegsobstruktion (Fairbairn et al. 1993).

Lymphozyten stellen eine wichtige Gruppe von Immunzellen der adaptiven Immunantwort dar,
wobei die Tu1 und Th2 Zellen Uber die Freisetzung von Zytokinen Entziindungsreaktionen
verursachen (Lavoie et al. 2011). Die Zytokine sind dabei Mediatoren, die an der Regulation
der Immunantwort sowie der Initiation, Aufrechterhaltung und Resolution der Entziindung
beteiligt sind (Lavoie et al. 2011).

Bei Pferden mit SEA, welche klinische Symptome aufwiesen und 3 Wochen in staubiger
Umgebung gehalten wurden, kam es zu einer erhdhten Expression von IL-4 und IL-5 und einer
verminderten Expression von INF-y, was auf die Beteiligung des Tx2 Zytokin Profils schliel3en
lasst (Cordeau et al. 2004; Lavoie et al. 2001). Dies weist auf eine allergische Kondition bei
SEA hin (Lavoie et al. 2011). Befunde einer weiteren Studie ergaben erhéhte Werte von INF-
v (Th1 Antwort) bei Pferden mit SEA nach Aufstallung. Es konnte keine Erhéhung von IL-4 bei
diesen Pferden festgestellt werden, wodurch die Autoren eine alleinige Tn2 Antwort
widerlegten (Ainsworth et al. 2003). Die Exposition gegenlber schimmeligem Heu flihrte
ebenfalls zu einer erhdohten Expression von IL-17 mRNA bei Pferden mit SEA, welches
vermutlich an der Aktivierung und Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die
Atemwege beteiligt ist (Debrue et al. 2005; Murcia et al. 2016). Ebenso sorgt IL-17 flr eine

verminderte Apoptose der neutrophilen Granulozyten (Debrue et al. 2005; Murcia et al. 2016).
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Trotz der Unstimmigkeiten Uber das genaue Zytokinprofil und somit den immunologischen
Prozess ist die Konsequenz der T-Zell Aktivierung die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten in die Atemwege (Pirie 2014). Es wird vermutet, dass Unterschiede in den
Zytokinprofilen durch unterschiedliche Zeitpunkte der Probenentnahme in Bezug auf die
Antigenbelastung und dem Auftreten klinischer Symptome bedingt sein kdnnen (Pirie 2014).
Bei MEA wurden erhéhte Mastzellzahlen mit erhéhten Konzentrationen an IL-4 und INF-y in
Zusammenhang gebracht (Zytokine der Ty1 und Tu2 Antwort) (Lavoie et al. 2011). In einer
weiteren Studie konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Konzentration an IL-4, welches von
Tu2 Zellen produziert wird, in der Gruppe mit erhéhter Mastzellzahl hochreguliert ist (Beekman
et al. 2012). Darlber hinaus konnte in der Gruppe mit MEA eine erhdhte Expression weiterer
Tu2 Zytokine (IL-5,6 und 10) festgestellt werden, allerdings keine erhéhte Expression von INF-
y (Beekman et al. 2012). Da IL-4 allerdings auch von Mastzellen sezerniert wird und in einer
Studie nicht festgestellt werden konnte, welche Zellpopulation fiir die erhdhte Expression von
IL-4 verantwortlich war, kann entweder eine Tu2 Antwort vorliegen oder aber lediglich eine
erhohte Mastzellpopulation widergespiegelt werden (Lavoie et al. 2011). Eine weitere Studie
vermutet die Assoziation des neutrophilen Subtyps mit der angeborenen Immunantwort und
einer Ty1 Antwort aufgrund einer Erhéhung von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und INF-y im
Vergleich zu gesunden Kontrolltieren (Richard et al. 2014). Der neutrophile Subtyp wurde
ebenfalls mit einer Erhéhung an IL-1f3, IL-17 und IL-8 in Zusammenhang gebracht (Beekman
etal. 2012; Lavoie et al. 2011). IL-1b und TNF-a werden vor allem von Makrophagen sezerniert
und modulieren die Entzindungs- und Immunantwort (Lavoie et al. 2011).

Auch bei MEA ist der genaue immunologische Prozess nicht abschliel3end geklart, allerdings
lassen die Ergebnisse eine Beteiligung des angeborenen und adaptiven Immunsystems
vermuten sowie Unterschiede der Pathophysiologie zwischen den verschiedenen Subtypen
erahnen (Couetil et al. 2016).

IL-4 wirkt bei der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten bei einer allergischen
Entziindungsreaktion mit und die Aktivierung fihrt zur Freisetzung weiterer
proinflammatorischer Zytokine wie IL-8 und TNF-a, welche zur Aufrechterhaltung der
Entziindung beitragen (Lavoie-Lamoureux et al. 2010). Des Weiteren kommt es bei erhohter
Staubexposition durch die Stimulierung von Makrophagen zu einer erhéhten chemotaktischen
Aktivitdt (Baggiolini und Clark-Lewis 1992; Beekman et al. 2012; Franchini et al. 1998).
Makrophagen produzieren mRNA fir IL-8 und Makrophagen Inflammatory-Protein-2 (MIP-2),
die eine potente und spezifische chemotaktische Aktivitat flir neutrophile Granulozyten
aufweisen (Baggiolini und Clark-Lewis 1992; Beekman et al. 2012; Franchini et al. 1998).
Durch die Toxizitat der sezernierten Produkte neutrophiler Granulozyten, welche in hohem
Mald bei SEA vorkommen konnen, wird das Gewebe geschadigt und dies fuhrt zu einer

chronischen Entzindung mit Hypersekretion und Hyperaktivitat (Franchini et al. 1998).
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Neutrophile Granulozyten sind wichtige Zellen der angeborenen Immunantwort unter anderem
durch die Phagozytose von Erregern und die Freisetzung von ROS und NETs (Davis und
Sheats 2021; Uberti und Moran 2018). ROS sind eine wichtige Komponente des angeborenen
Immunsystems, kénnen allerdings auch die Wirtszellen schadigen (Davis und Sheats 2021).
Es wurde unter anderem gezeigt, dass ROS zu einer vermehrten Apoptose von Epithelzellen
beitragen (Bucchieri et al. 2002). NETs bestehen aus DNA in Verbindung mit Histonen, den
am haufigsten vorkommenden Proteinen in NETs, sowie granularen Proteinen wie Elastase
und Myeloperoxidase und mehreren zytoplasmatischen Proteinen (Saffarzadeh et al. 2012).
Sie haben eine zytotoxische Wirkung auf respiratorische Epithelien und Endothelzellen
(Saffarzadeh et al. 2012). NETs konnten in der BAL von Pferden mit SEA, nicht aber bei
equinem Asthma in Remission oder bei gesunden Pferden festgestellt werden (Cote et al.
2014).

Zu einer Entwicklung eines chronischen Entziindungsprozesses kann es aufierdem durch eine
Imbalance zwischen Apoptose und Nekrose zugunsten der Nekrose neutrophiler Granulozyten
kommen (Haslett 1997). Bei der Nekrose bleibt im Vergleich zur Apoptose die Zellmembran
nicht intakt und toxische Zellinhalte (zytosolische Enzyme und proinflammatorische
Substanzen) werden freigesetzt (Haslett 1997). Dies kann zu einem persistierenden
Gewebeschaden und einer Verstarkung der Entzindung beitragen (Haslett 1997). Ebenso
tragt eine verzdégerte Apoptose zum Entziindungsgeschehen bei EA bei, da normalerweise
apoptotische Neutrophile durch Sekretion von Mediatoren eine weitere Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten inhibieren und ihre eigene Phagozytose durch Makrophagen

initiieren (Ortega-Gomez et al. 2013).

2.5 Pathogenese

Zur Eliminierung schadigender, inhalierter Noxen stehen der Lunge Verteidigungs-
mechanismen zur Verfligung (Derksen und Robinson 2002). Die mukoziliare Clearance,
Husten, Phagozytose von inhaliertem Material sowie eine Kontraktion der glatten Muskulatur,
um den Eintritt von Noxen zu verhindern, werden zum Schutz genutzt (Derksen und Robinson
2002). Bei EA kommt es durch verschiedene Mechanismen zur Atemwegsobstruktion und
somit zu einem erhohten respiratorischen Aufwand (Bullone 2016; Robinson et al. 2003). Eine
erhdhte Mukusproduktion, Remodeling (Umbauvorgange) der Atemwege, Bronchospasmus
und Hyperreaktivitdt der Atemwege tragen zum obstruktiven Charakter bei (Bullone und Lavoie
2015; Robinson 2001).

Zwei wichtige Parameter in der Lungenmechanik stellen die Resistance und die Compliance
dar (Bullone 2016). Die Resistance ist der Atemwegswiderstand und wird primar durch den

Atemwegsdurchmesser bestimmt (Bullone 2016). Dieser kann durch die Kontraktion der
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glatten Muskulatur (Bronchospasmus), eine Atemwandverdickung (Odem/Remodeling) und
die Verlegung des Lumens (Mukus, Zellakkumulation) beeinflusst werden (Bullone 2016). Die
Compliance ist ein Mal fur die Dehnbarkeit der Lunge, wobei die Volumenanderung der Lunge
durch eine verbundene Druckanderung entsteht (Bullone 2016). Durch Veranderung der
Elastizitdt der Lunge (z.B. fibréses Gewebe) kann es zu Veradnderungen in der
Lungenmechanik kommen (Bullone 2016). Die Atemwegsobstruktion wird durch eine
Erhdhung der Resistance, Verminderung der Compliance und einen erhdhten
Intrapleuraldruck bestimmt (Jackson et al. 2000; Robinson et al. 1999). Durch Veranderungen
in der Haltung und Futterung kann es bereits nach 3 Tagen zur Verbesserung der Parameter

kommen (Jackson et al. 2000).

Bei Pferden mit SEA kommt es zum Verlust der zilientragenden Zellen im Respirationstrakt
sowie zum Ersatz durch undifferenzierte Zellen (Kaup et al. 1990b). Becherzellen kommen
beim gesunden Pferd nicht in den terminalen Bronchiolen vor (Kaup et al. 1990a). Bei EA
kommt es allerdings zur Becherzellhyperplasie, welche in schweren Fallen die in den
Bronchiolen vorkommenden Clarazellen ersetzen (Kaup et al. 1990a; Kaup et al. 1990c). Bei
Irritation und Entztindung stimulieren Entziindungsmediatoren wie die neutrophile Elastase die
Mukusproduktion (Derkson und Robinson 2002). Zusatzlich verandert sich die Viskositat des
Mukus durch Strukturverdnderungen von Oligosaccharidseitenketten am Mucinmolekal
(Jefcoat et al. 2001). Diese Befunde erklaren die Stérung der mukozilidren Clearance durch
den Verlust der Zilien, die den Mukus aus dem Atemtrakt entfernen sollen und die intraluminale
Akkumulation von Mukus in den Atemwegen (Hyper-und Dsykrinie) (Bullone et al. 2018; Kaup
et al. 1990b). Strukturelle Veranderungen der Atemwegswand in den kleinen Atemwegen
stellen erhéhte Kollagengehalte in der Lamina propria, eine peribronchiolare Metaplasie,
interstitielle Fibrose und eine Erhéhung der glatten Muskelzellmasse dar (Bullone et al. 2018;
Herszberg et al. 2006; Setlakwe et al. 2014). Die Pravalenz dieser Befunde ist bei Pferden in
Remission geringer, was auf wenigstens teilweise reversible Veranderungen schlielen lasst
(Bullone et al. 2018). Antigenexposition flihrte bei chronisch erkrankten Pferden nur zu
geringer Veranderung der bereits etablierten Hyperplasie der glatten Muskulatur (Leclere et
al. 2011). In den peripheren Atemwegen erkrankter Pferde wurde doppelt so viel glatte
Muskulatur festgestellt als bei gesunden Pferden (Leclere et al. 2011). Es wird vermutet, dass
die Veranderungen in der extrazellularen Matrix zur Atemwegsobstruktion beitragen (Setlakwe
et al. 2014). Ebenso konnten Entziindungszellinfiltrate in der Atemwegswand und
peribronchial festgestellt werden (Herszberg et al. 2006; Kaup et al. 1990c). In der
Alveolarregion kommt es zur Dilatation der Wand durch Odematisierung und zu fokaler
fibrosierender Alveolitis. Ebenso zeigen Typ | und Il Alveolarzellen degenerative

Veranderungen (Kaup et al. 1990c). Bei einer Untersuchung zur Korrelation der Schwere
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pulmonaler Lasionen und der BAL Neutrophilie wurde herausgefunden, dass die Schwere der
bronchialen Entzindung bei Pferden in Exazerbation hdher ist als in Remission, aber <20%
neutrophilen Granulozyten mit schwereren Lasionen einhergehen anstatt >20% (Bullone et al.
2018). Es wurde vermutet, dass Mukusplugs bei schweren pulmonalen Lasionen eine Lavage
der distalen Atemwege verhindern und daher die Anzahl der neutrophilen Granulozyten
vermindert ist (Bullone et al. 2018). Daher kdnnen auch bei geringeren Prozentzahlen an
neutrophilen Granulozyten bereits schwere pulmonale Lasionen vorliegen.

Auch bei MEA kommt es bereits zum Remodeling in Form einer Hyperplasie des Epithels,
einer Verdickung der Lamina Propria und einer Fibrose der glatten Muskulatur ebenso wie zu
submukdsen Entziindungszellinfiltraten (Bessonnat et al. 2022). Die Korrelation zwischen
einer Verdickung der Lamina Propia und der Resistance lasst auch bei MEA eine Beteiligung
an der Atemwegsobstruktion vermuten (Bessonnat et al. 2022; Setlakwe et al. 2014). Dartber
hinaus konnten Veranderungen in der Kontraktilitat der glatten Muskulatur und ein
Zusammenhang mit einer neutrophilen Entziindung in den Atemwegen festgestellt werden
(Dupuis-Dowd und Lavoie 2022).

Neben der Mukusakkumulation und der Atemwandverdickung fiihrt der Bronchospasmus
durch die Kontraktion der glatten Muskulatur zur Atemwegsobstruktion (Derksen und Robinson
2002). Durch inhalierte Reizstoffe und Entzindungsmediatoren kommt es zur Stimulation von
Rezeptoren in der Mukosa, wodurch das parasympathische Nervensystem (N. vagus) aktiviert
wird und zu einem Bronchospasmus fuhrt (Derksen und Robinson 2002). Bei Pferden mit SEA
ist der Bronchospasmus eher durch Mastzellmediatoren als durch neutrophile Granulozyten
beeinflusst, welche die Kontraktion der glatten Muskulatur erleichtern (Jackson et al. 2000;
Olszewski et al. 1999).

Die Hyperreaktivitdt der Atemwege fihrt zur Verengung der Luftwege als Antwort auf
verschiedene Stimuli, da die Atemwege sensitiver gegeniber exzitatorischen
Neurotransmittern, Entzindungsmediatoren und unspezifischen Reizstoffen wie Staub
reagieren (Derksen und Robinson 2002). Die Hyperreaktivitat kann Folge einer erhdhten
Aktivierung der glatten Muskulatur sein, die entweder auf eine erhdhte Expression
bronchokonstriktorischer Agentien durch Entzindungszellen, eine vagale Dysregulation oder
Atemwegsgefallanomalien zuriickzuflihren sein kann (Bosse et al. 2013). Die verminderte
Funktion von NANC-Nerven (nonadrenergic, noncholinergic), die normalerweise eine
Relaxation der glatten Muskulatur bewirken, kann ebenfalls zur Uberempfindlichkeit und

Obstruktion der Atemwege beitragen (Yu et al. 1994).
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2.6 Klinische Symptome

Bei EA kommt es zu einer Verengung der Atemwege, wodurch die Atmung erschwert, der
Gasaustausch beeinflusst und folglich die Leistung vermindert ist (Bullone und Lavoie 2015;
Derksen und Robinson 2002; Hoffman et al. 2003). MEA kann bei Pferden jeden Alters
auftreten, allerdings kommt es vermehrt bei jungeren Rennpferden vor (Couetil et al. 2007).
Die Leistungsinsuffizienz und eine verldngerte Erholungszeit nach der Belastung sind vor
allem bei mildem equinem Asthma anzutreffen (Lavoie 2021). Chronischer, intermittierender
Husten (>3 Wochen) und eventuell Tachypnoe in Ruhe ohne erhéhten Atemaufwand sind
typische Symptome fir die moderate Form des Asthmas (Couetil et al. 2016). Husten kann
wahrend der Belastung oder in Ruhe auftreten, wobei das Fehlen des Hustens die Erkrankung
nicht ausschlielRen lasst (Couetil et al. 2007). Klinische sowie hadmatologische Anzeichen einer
systemischen Infektion missen ausgeschlossen werden (Couetil et al. 2007). Die Auskultation
der Lunge weist normalerweise keine Auffalligkeiten auf, wobei manche Pferde verstarkte
Atemgerausche zeigen kdnnen (Couetil et al. 2007). Die Unterscheidung zu SEA erfolgt durch
das Fehlen einer erschwerten Atmung in Ruhe, allerdings kann die Unterscheidung zu SEA in
Remission durch klinische Symptome allein schwierig sein (Couetil et al. 2007).

Bei SEA weisen klinische Symptome in Ruhe auf ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium hin,
da eine grofl’e Anzahl der peripheren kleinen Bronchien verengt sein muss, bis der Luftstrom
so weit behindert wird, dass klinische Symptome auftreten (Leguillette 2003). Zu den
Symptomen von SEA zahlen Husten, Nasenausfluss, erhohter Atemaufwand in Ruhe in
Verbindung mit Tachypnoe (Couetil und Thompson 2020b; Davis et al. 2002). Die Atmung teilt
sich in eine schnelle Inspiration und eine verstarkte und verlangerte Exspiration (Leguillette
2003). In chronischen und schweren Fallen kann es zu Gewichtsverlust und zur Ausbildung
einer ,Dampfrinne* durch die Hypertrophie des aufderen, schragen Bauchmuskels kommen
(Couetil und Thompson 2020b; Davis et al. 2002; Leguillette 2003; Robinson 2001). In Scores
zur Einteilung der klinischen Befunde werden darlber hinaus das Nusternblahen und die
Afteratmung mit aufgenommen (Barton und Gehlen 2022; Ohnesorge et al. 1998). Bei der
Auskultation kdénnen ein vergroRertes Lungenfeld und verstérkte bronchovesikulare
Gerausche auffallen, Pfeifen und Giemen kommen in schweren Fallen vor (Barton und Gehlen
2022; Leguillette 2003). Bei einer starken Mukusakkumulation kommt es zu auskultatorisch
feststellbaren trachealen Keuchgerauschen (Leguillette 2003).

Die Entnahme von arteriellem Blut sowie eine Bronchoskopie zur Visualisierung der Atemwege
mit Entnahme von TBS und/oder der Durchfihrung einer BAL schlieRen sich der klinischen
Untersuchung an. Die Befunde der zytologischen Untersuchung von TBS und BAL werden

unterstitzend zur Diagnosestellung herangezogen (Couetil et al. 2016).
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2.7 Diagnostik
2.7.1 Bronchoskopie und Probenenthahme
2.7.1.1 Indikationen fiir die Enthahme von TBS und BAL

Um zu entscheiden welche Probenart flir den Patienten besser geeignet ist, sollte man den
Vorbericht und die klinischen Symptome beriicksichtigen (Mazan 2018). Wenn es mdglich ist,
sollten bereits eine begrindete Idee einer Verdachtsdiagnose sowie Kenntnisse Uber dessen
Pathophysiologie vorliegen (Mazan 2018). Die Aspiration von TBS ist vor allem bei einem
infektidsen lokalisierten Prozess innerhalb der unteren Atemwege wie einer
Bronchopneumonie, Pleuropneumonie oder einem Lungenabszess geeignet (Couetil und
Thompson 2020a). Die Durchfuhrung einer BAL ist bei diffusen Lungenerkrankung wie
equinem Asthma, EIPH oder bestimmten infektidsen Lungenerkrankungen wie der equinen
multinoduladren Lungenfibrose indiziert (Couetil Thompson 2020a; Rush und Mair 2004). Bei
der BAL wird lediglich ein kleiner peripherer Lungenabschnitt beprobt, wohingegen das TBS
eine Poolprobe der gesamten Lunge darstellt (May und Gehlen 2009). Das TBS besteht aus
einer Kombination aus rlickwarts-flieRendem Sekret, aus den Sekreten der unteren Atemwege
und dem eigentlichen Trachealsekret (Mazan 2018).

Beim Vorliegen eines SEA in Exazerbation mit klinischen Symptomen wie Tachypnoe und
Dyspnoe in Ruhe sollte keine BAL durchgefihrt werden (Hoffman 2008). Weitere
Kontraindikationen stellen eine Zyanose, Hypotension, Arrythmien oder paroxymaler Husten
dar (Hoffman 2008). Des Weiteren kann bei bakteriellen Lungenerkrankungen eine BAL zur
Verteilung der Keime in weitere Lungenabschnitte fiihren (May und Gehlen 2009).

Vorteile der BAL sind eine gute Korrelation mit den pathohistologischen Befunden des
Lungengewebes sowie eine bessere Morphologie und Identifikation der Zellen als im TBS
(McGorum und Dixon 1994; Rush und Mair 2004). Dagegen ist die Entnahme von TBS mit
weniger Aufwand verbunden, bendtigt nicht immer eine Sedation des Pferdes und ist bei guter
Probenentnahme frei von nasopharyngealer bakterieller Kontamination und daher gut
geeignet fir eine mikrobiologische Untersuchung (McGorum und Dixon 1994). Beide Proben
sollten entnommen werden, wenn keine Verdachtsdiagnose zu stellen ist, um die
diagnostische Aussagekraft zu erhdhen (Couetil und Thompson 2020a). Dabei sollte zunachst
die Enthahme des TBS erfolgen, um eine Kreuzkontamination zu vermeiden (Couetil und
Thompson 2020a). Die Zytologie des TBS korreliert dariber hinaus nicht immer mit der der
BAL (McGorum und Dixon 1994; Schwarz und Kuhn 2021).

2.7.1.2 Entnahme von Tracheobronchialsekret

In der Literatur sind verschiedene Mdglichkeiten zur Entnahme von TBS beschrieben. Zum
einen ist eine transkutane Katheterisierung in der Mitte der Trachea maoglich, zum anderen

kann eine Aspiration von TBS Uber den Arbeitskanal eines Videoendoskops im Rahmen einer
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Bronchoskopie der Atemwege durchgefiihrt werden (Couetil und Thomson 2020a, May und
Gehlen 2009, Barton et al. 2007, Hewson und Viel 2002, Mazan 2018).

Bei der Probennahme des TBS Uber einen Katheter im Arbeitskanal des Endoskops ist die
Visualisierung der Atemwege inklusive der Beurteilung der Quantitdt und Qualitat des
Trachealsekrets méglich (Hoffman und Viel 1997). Dariiber hinaus wird ein mégliches Odem
der Atemwege anhand der Bifurcatio tracheae beurteilt, wobei in einer Studie kein
Zusammenhang zwischen der Septumdicke und den Kklinischen, endoskopischen oder
zytologischen Eigenschaften von gesunden und erkrankten Pferden festgestellt werden konnte
(Koch et al. 2007). Dagegen wiesen Pferde 210 Jahre einen héheren Septumscore auf (Koch
et al. 2007).

Der TBS-Katheter kann vor der Probenentnahme mit sterilem Gel umhlllt werden, das vor der
Probennahme wieder hinausgepustet wird (Hewson und Viel 2002; Whitwell und Greet 1984).
Dies soll eine méglichst sterile Probenentnahme ermdglichen (Hewson und Viel 2002; Whitwell
und Greet 1984). Beim Vorhandensein von viel Sekret kann dieses Uber einen Katheter am
tiefsten Punkt oder im septumnahen Abschnitt aspiriert werden (May und Gehlen 2009). Sollte
kein Sekret vorhanden sein, kann eine Trachealspilung mit 20-30 ml steriler isotoner
Natriumchloridlésung durchgefiihrt werden (Couetil und Thompson 2020a). Die Instillation und
Aspiration der Flussigkeit sollte zugig erfolgen, da andernfalls die FlUssigkeit in den peripheren
Anteilen der Lunge verloren geht (Mazan 2018).

Eine alternative Entnahmemadglichkeit stellt die invasive transkutane Katheterisierung dar.
Hierbei werden Proben ohne oropharyngeale Kontamination gewonnen (Barton et al 2007).
Diese erfolgt im ventralen Bereich der Trachea im mittleren bis distalen Drittel des Halses
(Barton et al. 2007; Couetil und Thompson 2020a; Hoffman und Viel 1997). Zur Vorbereitung
wird die ausgewahlte Stelle geschoren, steril vorbereitet sowie eine subkutane
Lokalanasthesie gesetzt (Barton et al 2007; Couetil und Thompson 2020a; Hoffman und Viel
1997). Zunachst wird eine Stichinzision durch die Haut durchgefuhrt und anschlieRend eine
Nadel zwischen zwei Trachealringen in die Trachea in Richtung Bifurcatio tracheae
vorgeschoben. Ein Katheter wird durch die Nadel 30-40 cm in kaudale Richtung
vorgeschoben, 20-30 ml einer sterilen Kochsalzlésung eingegeben und direkt wieder aspiriert
(Couetil und Thompson 2020a; Hoffman und Viel 1997). Die gewonnene Probe sollte fir die
Zytologie in ein EDTA-Ro6hrchen Uberfihrt werden (Couetil und Thompson 2020a; Hoffman
und Viel 1997). Die Proben sollten zligig bearbeitet werden, da eine Verzégerung zu einer
bakteriellen Uberwucherung und zur Zelldegeneration fiihrt (s. Kap. 2.7.2.1.) (Hoffman und
Viel 1997).

Probleme bei der transkutanen Trachealspilung kénnen durch eine Kontamination der Probe
beim Vorschieben des Katheters in die falsche Richtung oder durch Husten sowie den Verlust

des Katheters durch Abschneiden an der Nadelspitze entstehen (Couetil und Thompson
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2020a). Beim Vorliegen einer bakteriellen Infektion kommt es haufig zur Abszessbildung am
Ort der Stichinzision (Couetil und Thompson 2020a).

Eine Trachealspllprobe erscheint makroskopisch wolkig mit groRen Mengen an Mukus und
Debris (Bain 1997).

2.7.1.3 Durchflhrung der Bronchoalveolaren Lavage

Auch die BAL kann unterschiedlich durchgefuhrt werden. Die Proben kdnnen mit Hilfe eines
Endoskops oder in blinder Art und Weise mit einer BAL-Sonde gewonnen werden (Hewson
und Viel 2002). Zur Durchfihrung der BAL gibt es verschiedene Mdglichkeiten, wobei es
wichtig ist ein standardisiertes Protokoll innerhalb der Klinik zu befolgen, da sich Unterschiede
in der Entnahmetechnik auf das Ergebnis der zytologischen Untersuchung auswirken kénnen
(s. Kap. 2.7.5.).

Die BAL wird am stehenden und sedierten Pferd durchgefiihrt. Die Sedation flihrt dazu, dass
die Pferde die Manipulation besser tolerieren und sich wehrhafte Tiere bei der
Probenentnahme nicht verletzen. Daflir kbnnen a2-Agonisten in Kombination mit Butorphanol
(Analgetikum aus der Opioidgruppe) genutzt werden, um die Hustenantwort zu mildern
(Hewson und Viel 2002).

Die Vorteile der endoskopischen Technik liegen in der gleichzeitigen Beurteilung der
Atemwege sowie der Mdglichkeit zur visuellen Dokumentation (s. TBS) (Hewson und Viel
2002). AuRerdem ist es moglich, sich einen Lungenfligel zur Beprobung auszusuchen
(McGorum und Dixon 1994). Der BAL-Schlauch dagegen ist anwenderfreundlicher und langer
als das Endoskop, sodass er auch gut bei groRen Pferden genutzt werden kann (McGorum
und Dixon 1994). Das Endoskop sollte 200-250cm lang sein und einen Au3endurchmesser
von 10-13 mm haben, sodass ein Vorschieben bis in einen Bronchus der 4.-6. Generation
moglich ist (Couetil et al. 2016; Hewson und Viel 2002; Mazan 2018). Die BAL-Sonde sollte
ca. 250 cm lang sein (Block et al. 2011).

Um das Risiko der Bronchokonstriktion und Husten bei der Probennahme zu vermindern,
kénnen Bronchodilatatoren inhalativ verabreicht werden (Hoffman 2008). Albuterol (1 ug/kg)
wurde daflir vorgeschlagen (Couetil und Thompson 2020a). Hustenrezeptoren befinden sich
unter anderem im Bereich der Bifurcatio tracheae wo ein topisches Lokalanasthetikum (0,4%
Lidocain in steriler Kochsalzlosung - 60-120ml) aufgetragen werden kann (Hewson und Viel
2002). Eine signifikante Reduktion der Hustenintensitat konnte bei einer intratrachealen
Administration von 0,66%igem Lidocain oder einer intravenésen Gabe von Butorphanol
erreicht werden (Westermann et al. 2005).

Das Endoskop oder die BAL-Sonde werden wie eine Nasenschlundsonde durch den ventralen
Nasengang bis zum Kehlkopf vorgeschoben (Hoffman 2008). Dort wird durch Strecken der

Kopf-Hals-Region ein Vorschieben in die Trachea erleichtert (Couetil und Thompson 2020a;
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Hoffman 1999, Hoffman 2008). Bei der blinden Probennahme mit der BAL-Sonde kann die
korrekte Position der Sonde durch verschiedene MalRnahmen Uberprift werden: Die
Moglichkeit Luft anzusaugen, das Fehlen von Schluckbewegungen, widerstandsloses
Vorschieben, die fehlende Mdglichkeit den Schlauch im Osophagus zu palpieren und das
Klopfen der Sonde gegen die Trachealspangen durch Bewegung in der Trachea bestatigen
die richtige Position der BAL-Sonde (Couetil und Thompson 2020a; Hoffman 1999, Hoffman
2008). Das Endoskop oder die BAL-Sonde werden bis zu einem leichten Widerstand
vorgeschoben, der die eingeklemmte Position des Schlauchs oder Endoskops in einem
Bronchus der 4.-6. Generation bestatigt (Hoffman 2008). Der Cuff der BAL-Sonde wird mit ca.
5ml Luft aufgeblasen, um den Bronchus abzudichten (Hoffman 2008). Bei blindem
Vorschieben gelangt die BAL-Sonde haufig in den rechten, kaudalen Lungenlappen (Couetil
und Thompson 2020a; McGorum und Dixon 1994).

Es gibt die Méglichkeit einen Dreiwegehahn auf die BAL-Sonde aufzusetzen um die Instillation
und Aspiration der Flussigkeit zu erleichtern (Kreling und Ueberschar 2003). Die Lavage erfolgt
mit ca. 37°C angewarmter steriler 0,9% Kochsalzlésung oder phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (PBS) um weniger Bronchospasmus und eine bessere Riickgewinnungsrate
zu gewahrleisten (Hewson und Viel 2002). AuRerdem verhindert der physiologische pH-Wert
der PBS-Lésung eine Schadigung der gewonnenen Zellen sowie des Bronchialepithels (Block
et al. 2011).

In der Literatur werden unterschiedliche Mengen an Lavageflissigkeit fur die BAL angegeben.
Die aktuellen zytologischen Referenzwerte fir die BAL, im Consensus Statement fur |IAD
festgelegt, beruhen auf der Instillation von 250 ml physiologischer Kochsalzlésung, wobei bei
einer Verwendung von 500 ml die Referenzwerte angepasst werden muissen (Couetil et al.
2016). Weitere Angaben liegen bei 200-500 ml, 200-250 ml, 200-300 ml, 300-500 ml (Barton
et al. 2007; Couetil und Thompson 2020a; Hewson and Viel 2002; Hoffman 2008; Robinson
2001). Generell sollte immer die gleiche Menge an Flussigkeit verwendet werden, um eine
valide Interpretation der Ergebnisse und Verlaufsuntersuchungen zu gewahrleisten (Orard et
al. 2016). Die Flissigkeit kann in 1-3 Aliquoten mit leichtem Druck mittels Spritzen oder
Druckpumpe instilliert werden (Hoffman 1999, Hoffman 2008; Robinson 2001). Die Aufteilung
der FlUssigkeit in mehrere Aliquote wird in Kapitel 2.7.5. besprochen.

Es sollte nur leichter Unterdruck bei der Rickgewinnung der Flissigkeit genutzt werden, um
einen Kollaps der Atemwege und dadurch eine verringerte Menge der zurlick gewonnenen
Flissigkeit zu verhindern und das Bronchialepithel nicht zu schadigen (Hewson und Viel
2002). Bei einer Studie zur BAL-Entnahme beim Hund konnte festgestellt werden, dass eine
Saugpumpe mit maximal 50 mmHg eine signifikant héhere Rickgewinnungsrate erzielte als

eine manuelle Aspiration (Woods et al. 2014).
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Ursachen, die zu einer verminderten Rickgewinnungsrate flhren, kdnnen ein verkeiltes
Endoskop oder BAL-Sonde an einer Bifurcation sein, eine Dislokation der Sonde/Endoskops
in einen anderen Bronchus wahrend des Hustens, eine Lokalisation im Osophagus oder eine
Retroflexion der Sonde oder des Endoskops (Hewson and Viel 2002; McGorum und Dixon
1994; Stanzel 2013). Hierbei kann eine Aspiration wahrend des langsamen Zurtickziehens von
Vorteil sein (McGorum und Dixon 1994).

Die Ruckgewinnungsrate liegt in der Literatur bei 40-70%, wobei diese bei Pferden mit starkem
Bronchospasmus verringert ist (Couetil und Thompson 2020a; Hewson and Viel 2002; Jean
et al. 2011).

Die gewonnene Flissigkeit wird zunachst makroskopisch auf das Vorhandensein von Schaum
und Tribung beurteilt, wobei eine erhdhte Tribung der Flussigkeit auf eine hohe Zellularitat
schlief3en lasst (Hoffman 2008). Eine pink-rote oder gelb-braune Farbung kann Hinweise auf
eine vorangegangene Blutung geben (Hoffman 2008). Sollte sich die Flissigkeit ohne Schaum
(Surfacant) darstellen oder nur eine geringe Rickgewinnungsrate (<20ml) bestehen, lasst dies
auf eine fehlerhafte Probenentnahme schliefien (Hewson und Viel 2002; Stanzel 2013).

Nach der BAL sollten die Pferde wahrend 24 Stunden nicht belastet werden, da es zu einer
Erhéhung der inneren Korpertemperatur kommen kann (Hoffman 2008; McGorum und Dixon
1994). Auch in der Humanmedizin sind ein transientes, selbstlimitierendes Fieber zusammen

mit einer verminderten Lungenfunktion die haufigsten Komplikationen (Stanzel 2013).

2.7.2 Probenbearbeitung und Fehlerquellen
2.7.2.1 Zeit bis zur Probenbearbeitung

Die Proben des TBS sowie der BAL sollten moglichst direkt nach der Probenentnahme
weiterbearbeitet werden (Pickles et al. 2002c; Wenisch et al. 2001). Eine Lagerung der nativen
BAL von Uber 8 Stunden oder bei hohen Temperaturen flhrt zu einer Verringerung in der
Gesamtzellzahl, zu Veranderungen in der Morphologie und auch zu Veranderungen in der
Differentialzellzahlung (Nafe et al. 2011; Pickles et al. 2002c; Wenisch et al. 2001). Eine Studie
zur BAL bei Katzen zeigte, dass eine Lagerung liber 24 Stunden bei Raumtemperatur zu einer
erhdéhten Anzahl an eosinophilen Granulozyten vermutlich bedingt durch die gleichzeitig
verringerte Anzahl an neutrophilen Granulozyten fiihrte (Nafe et al. 2011). Bei allen gelagerten
Proben kam es zu Veranderungen der Zellmorphologie und folglich in 31-57% der Falle zu
einer veranderten zytologischen Diagnose was mit der Lagerungszeit und Temperatur zunahm
(Nafe et al. 2011). Neutrophile Granulozyten neigen nach einigen Stunden dazu ein
degeneriertes Aussehen anzunehmen (Mazan 2018). Dariber hinaus konnte festgestellt
werden, dass auch bei einer Lagerung von 4°C ohne Zusatz nach 8 Stunden nur noch 73%

der Ausgangswertes an neutrophilen Granulozyten vorhanden war (Wenisch et al. 2001). Eine
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Lagerung bei Raumtemperatur fihrt nach 8 Stunden bereits zu einer verringerten Zellqualitat
und gleichzeitig bei nicht fixierten Proben nach 8 Stunden zu einem Anstieg des bakteriellen
Wachstums (Cian et al. 2015; Pickles et al. 2002c¢; Wenisch et al. 2001). Daher sollten die
Proben, die erst nach >8 Stunden bearbeitet werden kénnen, bei 4°C gekuhlt gelagert werden,
sowie Proben, die erst nach 24 Stunden bearbeitet werden, fixiert werden (Cian et al. 2015;
Pickles et al. 2002c; Wenisch et al. 2001). In der Humanmedizin wird sogar bei einer
verzdgerten Probenbearbeitung ab 30-60 Minuten ein gekihlter Transport empfohlen (Meyer
et al. 2012). Bei einer Verzégerung um mehr als eine Stunde sollen die Proben zentrifugiert,
mit einem nahrstoffreichen Medium resuspendiert und gekunhlt gelagert werden (Meyer et al.
2012). So soll eine Lagerung bis zu 24 Stunden erméglicht werden, ohne eine Zentrifugation
ist dies allerdings nur flir 12 Stunden mdglich (Meyer et al. 2012).

Eine weitere Studie zeigt, dass es bei der Lagerung von nativer BAL nach 24 Stunden bei
Raumtemperatur oder erhéhten Temperaturen von 37°C, wie sie durchaus bei einem
Transport ins Labor auftreten koénnen, zu bakteriellem Wachstum und falschen
mikrobiologischen Ergebnissen kommen kann (Curran et al. 2020). Bei einer Lagerung Uber
24 Stunden bei 4°C kam es zu keinem bakteriellen Wachstum und somit den gleichen
mikrobiologischen Ergebnissen wie bei einer direkten Bearbeitung der Proben (Curran et al.
2020). Eine bakterielle Uberwachsung des Objekttragers kann falschlicherweise zu der
Diagnose einer septischen Infektion flihren sowie eine Beschadigung anderer Zellen
verursachen (Mazan 2018). Daruber hinaus kann es bei iatrogenem Trauma wahrend der
Probenentnahme und verzdgerter Bearbeitung der Probe zu einer Phagozytose von
Erythrozyten und eventuell zu der falschen Diagnose einer pulmonalen Blutung kommen
(Mazan 2018). Haufige Fehler bei der Probenubermittiung an die Labore sind eine starke
Beschadigung der Zellen (Zytolyse) sowie eine Vermehrung bakterieller Erreger (Kreling und
Ueberschar 2003).

Silikonbeschichtete Behaltnisse oder Plastikbehaltnisse sind fir die Aufbewahrung und den
Transport der Proben empfohlen, um den Verlust der Zellen durch Adhasion an Glas zu
vermeiden (Meyer et al. 2012; Stanzel 2013). Bei Bedarf sollte eine Probe von 5-10 ml der
BAL in einem EDTA Rohrchen ohne weitere Zusatze von Formalin und Alkohol zusammen mit
bereits angefertigten Ausstrichen der frischen BAL an ein Labor geschickt werden (Couetil und
Thompson 2020a; Hoffman 2008). Dabei dient das EDTA Rohrchen nicht der Konservierung
der Probe, sondern zur Verhinderung der Gerinnung (Couetil und Thompson 2020a; Hoffman
2008).

Der Zusatz von Formalin oder alkoholbasierten Fixiermitteln zur Konservierung der Proben
fihrt zu einer Veranderung der Morphologie der Zellen (Pickles et al. 2002c¢; Wenisch et al.
2001). Diese wirken zusammengezogen, kleiner und dunkler gefarbt (Pickles et al. 2002c;

Wenisch et al. 2001). Dadurch wird die Identifikation der Zellen erschwert (McGorum und
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Dixon 1994). Probleme kdnnen hier unter anderem bei der Differenzierung von Lymphozyten
und Makrophagen entstehen, da die Makrophagen verkleinert erscheinen und das Zytoplasma
starker angefarbt wird (Wenisch et al. 2001). Die veranderte Morphologie kann ebenfalls durch
die Kombination mit einer Romanowsky Farbung entstehen, da sie Formalin-fixierte Ausstriche
anders anfarbt (Horobin und Walter 1987). Formaldehyd und Alkohol haben verschiedene
chemische und physikalische Effekte auf Zellen (Horobin und Walter 1987). Durch chemische
Modifikation zellularer Proteine inhibiert Formalin die Aufnahme des sauren Farbstoffes Eosin
Y und verstarkt die Aufnahme des basischen Farbstoffes Azur B und fuhrt so zu einer
dunkelblauen Zellfarbung, wobei Alkohol zu einer Zellzerstérung fuhrt und so flr eine schnelle
Aufnahme des Farbstoffes und einer dunkelvioletten Erscheinung der Zellen fihrt (Horobin
und Walter 1987). Daher kann nach einer Zugabe von Formalin oder Alkohol keine

Romanowsy Farbung mehr genutzt werden (Mazan 2018).

2.7.2.2 Zentrifugation der Proben

Die BAL sowie die Trachealspllprobe sind von geringer Zellularitat, sodass flir eine
zytologische Analyse ohne weitere Bearbeitung nicht ausreichend Zellen vorhanden sind
(Couetil und Thompson 2020a; Hewson and Viel 2002). Daher werden die Proben vor der
Anfertigung zytologischer Ausstriche zentrifugiert (Couetil und Thompson 2020a; Hewson and
Viel 2002; May und Gehlen 2009). In der Humanmedizin und Veterinarmedizin wird vorher von
einigen Autoren eine Filtration der Flissigkeit durch Baumwollgaze oder ein Nylonnetz zur
Reduktion mukéser Substanzen empfohlen (Couetil und Thompson 2020a; Meyer et al. 2012;
Stanzel 2013). GroRe Mengen an mukdsen Substanzen kdnnen die Zellzahlung stéren,
weswegen eine Filtration angezeigt sein kann (Kelly et al. 1989). Eine Filtration durch ein
Stahlnetz flhrt zu einer Entfernung von Mukus allerdings auch zum Verlust einer grof3en
Anzahl an Makrophagen, einiger Epithelzellen und neutrophiler Granulozyten (Kelly et al.
1989). Dabei ist der Anteil der entfernten Zellen abhangig vom Anteil des Mukus in der Probe
(Kelly et al. 1989). Eine Filtration durch Baumwollgaze fiihrt zu einer Verringerung der
Gesamtzellzahl und zu einem Verlust von Lymphozyten, was zu einer Veranderung der
Differenzialzellzahlung flhrt (Baughman 2007; Milman et al. 1993). Aus diesen Griinden sollte
aus Sicht anderer Autoren die Filtration der BAL vermieden werden (Baughman 2007; Milman
et al. 1993). Des Weiteren konnten bei der Filtration von TBS durch hydrophile Gaze ebenfalls
Veranderungen in der Differentialzellzahlung in Form eines signifikanten Verlustes an
neutrophilen Granulozyten und einer Erhéhung an Makrophagen dargestellt werden (Santos
et al. 2016). Daher wird die Filtration des TBS nicht empfohlen (Santos et al. 2016).

Es kann zwischen einer Zentrifugation mit anschlieRender manueller Anfertigung eines
Ausstrichs und einer Zytozentrifugation unterschieden werden. Bei der Zytozentrifugation

werden die Zellen durch Zentrifugalkraft direkt auf den Objekttrager platziert (De Brauwer et al
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2000b). Die Vorteile eines Zytospinpraparats liegen in der besseren Qualitat des Ausstrichs
durch eine homogene Verteilung der Zellen, einer besseren Morphologie sowie einer hdheren
Anzahl an Zellen, die zur Beurteilung herangezogen werden kénnen (Dehard et al. 2008;
Lapointe et al. 1994; Pickles et al. 2002b).

Fur die Zentrifugation sind verschiedene Geschwindigkeiten und Zeiten in der Literatur
beschrieben (600-800 g fur 10 min, 500 g fiir 5-10 min, 328 g flir 6 min, 300 g fir 5 min) (Couetil
und Thompson 2020a; Hewson and Viel 2002; May und Gehlen 2009; Mazan 2018). Ein
Problem eingesandter Ausstriche kann eine zu geringe Zellularitat verursacht durch eine
fehlende Zentrifugation der Probe oder auch durch eine fehlende Resuspension der
Flissigkeit vor der Zentrifugation sein (Kreling und Ueberschar 2003). Aul3erdem ist bei
viskdsen Sekreten eine verlangsamte Sedimentation beschrieben, sodass das
Bodensediment bei der Entfernung des Uberstandes leicht mit entfernt werden kann (Kreling
und Ueberschar 2003).

Bei der Zytozentrifugation kommt es bei hoheren Geschwindigkeiten zu einer hdheren Anzahl
an Lymphozyten und einer geringeren Zahl an Makrophagen als bei geringeren
Geschwindigkeiten (De Brauwer 2000b; Mordelet-Dambrine 1984), wobei eine optimale
Zytozentrifugation flr die Gewinnung von Lymphozyten bei einer Geschwindigkeit von 1200
rpm fur 10 min in der Humanmedizin vorgeschlagen wurde (De Brauwer 2000b).

Bei einem Vergleich zwischen Zytospin- und Ausstrichpraparaten konnten signifikante
Unterschiede in der Differentialzellzdhlung festgestellt werden, wobei die Zytopraparationen
bei 100 xg fir 5 Minuten durchgefuhrt wurden und die Zentrifugationen bei 100-400 xg
(Wenisch et al. 2001). Insgesamt wurden bei den Ausstrichpraparaten signifikant héhere
Anteile an Lymphozyten (12,1-20,1% mehr) und geringere Anteile an neutrophilen
Granulozyten (Mittelwert Zytopraparation 8,7%, Ausstrichpraparat 1,9%), schaumigen
Alveolarmakrophagen (27,8-53,1% weniger) und Mastzellen festgestellt (Wenisch et al. 2001).
Keine Unterschiede in der Differentialzellzahlung gab es bei den Alveolarmakrophagen und
eosinophilen Granulozyten (Wenisch et al. 2001). In weiteren Studien konnten ebenfalls ein
selektiver Verlust an Lymphozyten (durchschnittlich 10,1% weniger) und héhere Zahlen an
Makrophagen (durchschnittlich 10,5% mehr) bei der Zytozentrifugation im Vergleich zur
Ausstrichmethode festgestellt werden, allerdings wurden keine signifikanten Unterschiede bei
den neutrophilen Granulozyten beobachtet (Lapointe et al. 1994; Pickles et al. 2002b).

Die Diskrepanz der Zellzahlen wurden unter anderem dadurch begriindet, dass Makrophagen
mehr als andere Zellen bei geringer Zentrifugationsgeschwindigkeit am Objekttrager anhaften
und so in héheren Anteilen vorkommen und Veranderungen in der Differentialzellzahlung mit
sich bringen (Mordelet-Dambrine et al. 1984). Weitere Autoren ordnen die Veranderungen in
der Lymphozytenanzahl nicht der Zytozentrifugation sondern verschiedenen Fixierungen und

chemischen Farbecharakteristika zu (wasser- oder alkoholhaltig) zu (Moumouni et al. 1994).
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Ein luftgetrockneter Ausstrich wurde mit einer wasserhaltigen Lésung (Diff Quik Farbung)
gefarbt und zeigte einen grélReren Verlust an Lymphozyten als Spray fixierte Ausstriche, die
mit einer alkoholhaltigen Lésung gefarbt wurden (Moumouni et al. 1994).

Die klinische Relevanz der veranderten Lymphozytenanzahl ist jedoch fraglich (Hewson und
Viel 2002; Pickles et al. 2002b). Aufgrund der Veranderungen innerhalb einzelner
Zellpopulationen wird empfohlen immer dieselbe Technik zur Anfertigung zytologischer
Praparate zu verwenden (Baughman 2007; Dehard et al. 2008; Wenisch et al. 2001).

Bei manuellen Ausstrichen von Zellpellets nach der Zentrifugation kann es zu einer
heterogenen Verteilung der Zellen und einer vermehrten Zelllyse kommen (Dehard et al.
2008). Geringe Geschwindigkeiten bei der Zytozentrifugation erzeugen die besten
zytomorphologischen Ausstriche (De Brauwer 2000b). Zwar wird die Anfertigung eines
Zytospinpraparates fir die zytologische Untersuchung empfohlen, dennoch sollten zusatzlich
Ausstriche aus dem Zellpellet angefertigt werden, da Zytospinpraparate oft keine
schleimhaltigen Substanzen enthalten, die allerdings weiteres zellulares und nicht-zellulares
Material enthalten (Hewson und Viel 2002). Da eine Zytozentrifuge nicht immer zur Verfiigung
steht, wurde eine kostenglinstige, manuell zu betatigende, alternative Zentrifuge aus einer
Salatschleuder vorgeschlagen, die ahnlich gute zytologische Praparationen herstellt (Marcos
et al. 2016).

Ein weiteres Problem bei respiratorischen Sekreten stellt eine geringe Proteinkonzentration
dar, was die Zellen fragil macht, sodass besonders Lymphozyten schnell zerstort werden
(Mazan 2018). Die Zugabe von Serum kann beim Uberleben der Zellen helfen und zu einer

besseren Morphologie fiihren (Mazan 2018; Pickles et al. 2002b).

2.7.2.3 Ausstrichmethode, Fixierung und Trocknung der Proben

Nach der Zentrifugation bildet sich am Boden des Réhrchens ein Zellpellet mit dem dartber
liegenden Uberstand (Couetil und Thompson 2020a; Hewson und Viel 2002). Der Uberstand
wird dekantiert und das Zellpellet mit der restlichen Flissigkeit resuspendiert (Couetil und
Thompson 2020a; Hewson und Viel 2002). Es gibt die Moéglichkeit direkt aus der frischen
Probe (Aspiration von TBS) oder aus dem Sediment der konzentrierten Probe (BAL oder
Trachealspulsprobe) zytologische Ausstriche anzufertigen (Barton et al. 2007). Hierzu werden
unterschiedliche Ausstricharten beschrieben, wobei man unter anderem zwischen der
Quetschtechnik und der Blutausstrichmethode unterscheiden kann (Barton et al. 2007). Bei
der Quetschtechnik wird die Probe auf einen Objekttrager gegeben und ein zweiter
Objekttrager darauf platziert, sodass die Probe unter dem zweiten Objekttrager verteilt wird
(Tyler et al. 2001). Es sollte allerdings darauf geachtete werden, nicht zu viel Druck auszuuben,
um eine Ruptur der Zellen zu verhindern (Tyler et al. 2001). Diese Technik sorgt vor allem bei

viskdsen Proben flur eine gute Verteilung (Tyler et al. 2001). Bei der zweiten Methode kann
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der Ausstrich &hnlich wie ein Blutausstrich angefertigt werden, indem am Ende des
Objekttragers ein Tropfen der Probe aufgetragen wird und mithilfe eines zweiten
Objekttragers, welcher im 30-45° Winkel an die Probe angelegt wird, schnell und leicht
ausgestrichen wird (Tyler et al. 2001; Pickles et al. 2002b). Auf diese Weise soll am Ende eine
Fahne entstehen (Tyler et al. 2001; Pickles et al. 2002b). Bei einer modifizierten Version kann
die Probe Uber 2/3 oder 3/4 des Objekttragers ausgestrichen werden, dann der zweite
Objekttrager hochgenommen werden, sodass eine Linie mit konzentrierter Dichte an Zellen
entsteht anstatt einer Fahne am Ende des Ausstrichs (Tyler et al. 2001). Diese Durchfihrung
konzentriert die Probe an der Linie, sodass man diese Ausstrichtechnik nutzen kann, wenn
auch die Zentrifugation nicht ausreicht (Tyler et al. 2001). Des Weiteren wird vorgeschlagen,
einen Tupfer in die Probe einzutauchen und diesen auf einem Objekttrager auszurollen
(Mazan 2018; Mazan und Hoffman, 2003). Die Zellularitat, Viskositat und Homogentitat der
Probe bestimmt die Auswahl der Ausstrichtechnik (Tyler et al. 2001). Die Ausstrichmethode ist
eine gute Alternative flir Praktiker, anstatt die BAL direkt an das Labor zu schicken (Pickles et
al. 2002b). Diese weist allerdings im Vergleich zu Zytospinpraparationen eine schlechtere
Zellmorphologie in Form kleiner und dunkel gefarbter Zellen auf (Pickles et al. 2002b). Dies
erschwert zum einen die Identifikation besonders kleiner Zellen und verlangert dariber hinaus
die Auswertungszeit (Pickles et al. 2002b). Eine Studie aus der Humanmedizin zum Vergleich
der Ausstrichmethode mit der Zytozentrifugation erzielte eine gute morphologische Qualitat
und eine héhere Anzahl an Lymphozyten bei der Ausstrichmethode (Thompson et al. 1996).
Sie kamen zu dem Schluss, dass die Ausstrichmethode eine einfache und gute Methode zur
Quantifizierung der Zellen darstellt (Thompson et al. 1996).

Ziel bei allen Ausstricharten ist die Anfertigung einer einlagigen Schicht von Zellen (Mazan
2018). Ein haufiger Fehler beim Anfertigen von Ausstrichen ist das Auftragen von zu viel
Probenmaterial (Kreling und Ueberschar 2003). Nur wenn das Probenmaterial in dinner
Schicht aufgetragen ist, spreizen sich die Zellen ausreichend, um auch nach der Farbung eine
gute Erkennbarkeit einzelner Zellstrukturen zu gewahrleisten (Kreling und Ueberschar 2003).
Andernfalls bleiben die Zellen kugelig und farben sich starker an (Couetil und Thompson
2020a; Kreling und Ueberschar 2003). Bei zu dick angefertigten oder besonders
schleimhaltigen Ausstrichen vor allem des TBS kann es zu einem langsamen Wasserverlust
der Zellen bei der Lufttrocknung kommen, wobei sich Veranderungen der Morphologie
ergeben, sodass die Differenzierung der Zellen erschwert sein kann (Couetil und Thompson
2020a; Kreling und Ueberschar 2003). Daher kann auch ein Féhn oder ein Brutschrank zur
Trocknung verwendet werden (Couetil und Thompson 2020a; Kreling und Ueberschar 2003).
Wahrend der Lufttrocknung kommt es zur Spreizung der Zellkerne auf der Oberflache des
Objekttragers, sodass eine Abflachung des dreidimensionalen Kerns und die VergréfRerung
der Zellen und Kerne erreicht wird (Krafts und Pambuccian 2011; Schulte 1986).
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Nach der Anfertigung der Ausstriche, kdnnen die Zellen fixiert werden, um einer Autolyse und
einer Degeneration durch Bakterien und Pilzen entgegenzuwirken (Greenstreet et al. 2002).
AuBerdem wird dem Verlust von Zellbestandteilen vorgebeugt und die Zellmembran
permeabel fUr die Farbstoffe gemacht (Greenstreet et al. 2002). Die angefertigten Ausstriche
kénnen entweder an der Luft trocknen oder durch eine Feuchtfixierung mit 95% Ethanol oder
ahnlichen Fixiermitteln oder mittels Alkohol- und Polyethylenglykol-haltigem Spray fixiert
werden (Jorundsson et al. 1999; Greenstreet et al. 2002). AuRerdem gibt es die Moglichkeit
der Rehydrierung luftgetrockneter Ausstriche, was eine ahnliche morphologische Qualitat
bietet wie die Feuchtfixierung (Jérundsson et al. 1999). Die in der Tiermedizin oft verwendete
Lufttrocknung der Ausstriche wird in Zusammenhang mit Romanowsky Farbungen benutzt
(Joérundsson et al. 1999). In der Zytologie der Humanmedizin wird haufig die Papanicolaou
Farbung genutzt, die zusammen mit einer Feuchtfixierung durch Ethanol oder einer
Sprayfixierung mit Polyethylenglykol verwendet wird (Greenstreet et al. 2002). Bei einem
Vergleich verschiedener Fixierungsmaoglichkeiten (Lufttrocknung, Sprayfixierung, Inkubation
luftgetrockneter Ausstriche in Methanol und Aceton) von Ausstrichen der BAL wurden bei der
Feuchtfixierung mit einem Ethanol- und Propanolol-haltigem Spray bessere morphologische
Ergebnisse erzielt als bei der haufig verwendeten Lufttrocknung (Bertram et al. 2018). Die
Sprayfixierung wurde direkt im Anschluss der Zytozentrifugation nach Herstellerangaben
durchgefihrt (Bertram et al. 2018). Dazu wurde drei Mal im Abstand von 15-20 cm auf den
feuchten Ausstrich gespriht. Die besseren Ergebnisse der Sprayfixierung wurden durch das
Verhindern von Trocknungsartefakten bei der Feuchtfixierung begrindet (Bertram et al. 2018).
Aulerdem kam es bei der Spray Fixierung zur Zunahme in der Zellgré3e bei neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen was eine schnellere und validere Identifizierung
erlaubte (Bertram et al. 2018). Fixierungen luftgetrockneter Ausstriche mit Aceton und
Methanol flhrten zu einer schlechteren Zellmorphologie als bei unfixierten luftgetrockneten
Ausstrichen (Bertram et al. 2018). Besonders bei der Methanolfixierung kam es zu starken
Veranderungen der Makrophagenmorphologie (Bertram et al. 2018). Dartber hinaus wurde
festgestellt, dass ungefarbte Zytospinpraparate bei Raumtemperatur fiir bis zu 7 Tage ohne
Verlust der Zellqualitadt unabhangig von der Fixierungsmethode gelagert werden kdnnen. Dies
gilt auch fur luftgetrocknete Ausstriche (Barton et al. 2007; Bertram et al. 2018).

Es sollte auRerdem vor dem Transport luftgetrockneter Praparate auf eine ausreichende
Trocknung geachtet werden, da es sonst zu bakteriellem Wachstum und Freisetzung lytischer

Enzyme durch Erreger kommen kann (Kreling und Ueberschar 2003).
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2.7.2.4 Farbung der Ausstriche

Zur Farbung der zytologischen Ausstriche von TBS und BAL werden in der Veterinarmedizin
meist Romanowsky Farbungen herangezogen (Jérundsson et al. 1999). Dies sind Farbungen
die Azur B und/oder polychromes Methylenblau und Eosin enthalten (Horobin 2011; Wittekind
1979).

Die Farbung der basophilen oder azidophilen Zellstrukturen entsteht durch die komplementare
Anfarbung mittels sauer und basischer Farbstoffe (Horobin 2011; Pischinger 1925). Die
Farbung basophiler oder auch saurer Strukturen wie die DNA, RNA oder das ribosomenreiche
Zytoplasma erfolgt durch den basischen Farbstoff Azur B oder Methylenblau und die Farbung
basischer oder auch azidophiler Proteine durch den sauren Farbstoff Eosin Y (Horobin 2011;
Pischinger 1925). Dieser Effekt erklart den Einfluss des pH-Wertes der Losung auf die
Aufnahme der Farbstoffe (Binder et al. 2012; Horobin 2011; Pischinger 1925).

Bei den Romanowsky Farbungen kommt es zum Romanowsky oder auch Romanowsky-
Giemsa Effekt wobei eine weitere Farbe durch die gemeinsame Einwirkung von
Azurfarbstoffen und Eosin entsteht (Horobin 2011; Jérundsson et al. 1999; Wittekind 1979;
Wittekind et al. 1976). Eine leuchtend rétlich-violette Farbung der Zellkerne, bestimmter
Granula, des Mukus und Kollagengewebes entsteht (Horobin 2011; Jérundsson et al. 1999;
Wittekind 1979; Wittekind et al. 1976). An bestimmten Stellen kommt es zur Anlagerung und
Dimerbildung von Azur B und anschlieRend zur Komplexbildung mit Eosin Y und damit zu
einer neuen Wellenlange und Farbe (Binder et al. 2012; Wittekind 1979). So entsteht der Effekt
nicht durch Mischung der Farben, sondern durch das Entstehen einer neuen Farbe (Binder et
al. 2012; Wittekind 1979). Durch oxidative Demethylierung zerfallt Methylenblau im alkalischen
Milieu zu Azur B, Azur A, Azur C und Thionen und stellt daher die Ausgangssubstanz fur die
Gewinnung der Azurfarbstoffe dar (Wittekind et al. 1976). Der dabei entstehende starke
Kontrast der lila gefarbten Zellkerne gegentber dem blau gefarbten Zytoplasma fihrte zum
Erfolg der Romanowsky Farbung (Wittekind 1979; Zipfel et al. 1981).

Die im Methylenblau enthaltenen Farbstoffe fallen bei Zugabe von Eosin in wassrigem Milieu
aus, weswegen Ldésungsmittel wie Methanol, Dimethylsulfoxid oder Glycerin den wassrigen
Romanowsky Farbungen zur Reduktion der hydrophoben Effekte hinzugefligt werden
(Horobin 2011).

Zu den Romanowsky Farbungen gehéren die Wright, Leishman, May-Grinwald und Giemsa
Farbung sowie Kombinationen der Farbungen (Garbyal et al. 2006; Horobin 2011; Jérundsson
et al. 1999). Anfang des 20. Jahrhunderts wurde die panoptische Farbung nach Pappenheim
auch genannt May-Grinwald-Giemsa Farbung, die aus den Romanowsky Farbungen
hervorgeht, vorgestellt (Binder et al. 2012). Die Wright und Leishman Farbungen kommen eher

im englischsprachigen Raum vor (Binder et al. 2012; Wittekind et al.,1976).
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Die Pappenheimfarbung erlaubt eine gute Differenzierung der Leukozyten und Epithelzellen
(Diekmann und Deegen 1990). Sie besteht aus einer Mischung von Azur B (blau), Eosin Y
(rot) und polychromiertem Methylenblau und farbt wie auch die Romanowsky Farbungen
besonders das Zytoplasma und metachromatische Granula gut an und stellt die Kernstruktur
gut dar (Binder et al. 2012; Krafts und Pambuccian 2011). Ausstriche werden hierbei zunachst
mit der alkoholischen May-Griinwald-Farbelésung (Eosin-Methylenblau) gefarbt (Binder et al.
2012; Thelm 2014). Der Romanowsky Effekt tritt bei der anschlieRenden Farbung mit der
Giemsa Ldsung ein (Azur-Eosin) (Binder et al. 2012; Thelm 2014). Die May-Grinwald-Giemsa
Farbung ist eine exzellente zytoplasmatische Farbung stellt aber durch mehrere
Arbeitsschritte, einen grolieren Zeitaufwand sowie hohere Kosten Nachteile dar. (Garbyal et
al. 2006).

Die Leishmanfarbung farbt Zellkerne und die extrazellulare Grundsubstanz intensiv an,
allerdings werden einzelne Zellen und zytoplasmatische Granula nur schwach angefarbt
(Doddagowda et al. 2017). Bei der Giemsa Farbung kommt es zu einer guten
zytoplasmatischen Farbung und einer schwachen Farbung der Zellkerne (Doddagowda et al.
2017). Einige Studien aus der Humanmedizin stellen eine Kombination aus der Leishman und
Giemsa Farbung vor. Diese Farbung erzielt eine gute Qualitat in der panoptischen Farbung
mit guten zelluldren und extrazelluldren Details sowie guter Farbequalitat von
zytoplasmatischen und extrazellularen Substanzen im Vergleich zur May-Grinwald-Giemsa
Farbung (Belgaumi und Shetty 2013; Doddagowda et al. 2017; Garbyal et al. 2006). Vorteile
dieser Farbung sind die ein-Schritt-Methode, eine Farbezeit von unter 10 Minuten, keine
Notwendigkeit der Fixierung luftgetrockneter Ausstriche (in der Farbung enthalten) sowie ein
geringerer Kostenaufwand (Belgaumi und Shetty 2013; Doddagowda et al. 2017; Garbyal et
al. 2006).

Bei der Wright-Giemsa Farbung wird eine schwierige Identifikation von Makrophagen und
Lymphozyten durch morphologische Ahnlichkeiten beschrieben (Robinson-Smith et al. 2004).
So kann es zur Missklassifikation dieser Zellarten kommen (Robinson-Smith et al. 2004).

In der Tiermedizin haufig verwendet ist die Diff Quik Farbung, welche eine modifizierte,
wasserhaltige Romanowsky Farbung darstellt (Allison und Velguth 2010; Robinson-Smith et
al. 2004). Diese bietet den Vorteil, dass sie leicht und schnell anzuwenden ist. Sie besteht aus
einer Methanol Fixierung, einer wasserhaltigen Lésung von Eosin Y und einer wasserhaltigen
Lésung von Azur B/Methylenblau (Allison und Velguth 2010; Garbyal et al. 2006). Durch den
wassrigen Charakter besteht die Gefahr das Granula der Zellen ausgewaschen werden
kénnen (Krafts und Pambuccian 2011). Darliber hinaus zeigt die Diff Quik Farbung keine
metachromatische Reaktion, sodass Granula von Mastzellen nicht gefarbt werden (Tyler et al.
2001).
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Einige Studien haben sich mit verschiedenen Farbe- und Fixierungsmethoden zur Darstellung
von Mastzellen beschaftigt und kommen zum Resultat, dass eine Diff Quik Farbung nicht
geeignet ist und hierfur metachromatische Farbungen wie z.B. die May-Grinwald-Giemsa
(MGG) oder die Toluidinblau Farbung bendtigt werden (Allison und Velguth 2010; Hughes et
al. 2003; Leclere et al. 2006; Xaubet et al. 1991). Der Begriff Metachromasie wird verwendet,
um die Fahigkeit eines Farbstoffs zu beschreiben, einer Substanz einen anderen Farbton zu
verleihen als der des verwendeten Farbemittels (Kramer und Windrum 1954). Farbstoffe der
Thiazinreihe wie Azur B oder Toluidinblau bilden Dimere, welche von den sauren
mukopolysacchariden der Granula von Mastzellen oder basophilen Granulozyten gebunden
werden und zu einem anderen Absorptionspeak und daher zu einer anderen Farbe fiihren
(Binder et al. 2012; Kramer und Windrum 1954; Leclere et al. 2006).

Ein Vergleich verschiedener Fixierungsmethoden zeigte, dass nach einer Fixierung mit
Formaldehyd nur wenige Mastzellen identifiziert werden konnten unabhangig von der
nachfolgenden Farbung (Xaubet et al. 1991). Die Toluidinblau Farbung stellt die
zytoplasmatischen Granula der Mastzellen rot-violett dar und andere Zellen in blassem blau
(Leclere et al. 2006; Xaubet et al. 1991). Auf diese Weise ermdoglicht die Farbung eine leichte
Identifikation der Mastzellen und in Vergleich zu anderen Farbungen, auch der MGG, lasst sie
die hochste Anzahl an Mastzellen erkennen (Leclere et al. 2006; Xaubet et al. 1991). Die
Toluidinblau Farbung ist allerdings nicht geeignet zur Differenzierung anderer Zellarten
(Hoffman 2008). Daher wiirde man fur die zytologische Auswertung von TBS und BAL noch
eine weitere Farbung bendtigen (Hoffman 2008).

Generell hangen der Farbton und die Intensitat der Farbung von vielen Parametern ab (Binder
et al. 2012). Aufzuzahlen sind unter anderem die Pufferung und der pH-Wert der Farblésung,
die Konzentration der Farblésung, die Dauer der Farbung, der Zellreichtum bzw. die
Schichtdicke des Ausstrichs, die Fixierung des Praparats (Formalin inhibiert die Anfarbbarkeit
durch Eosin Y) sowie die Alterung der Farblésungen (Binder et al. 2012). Bei einer Lagerung
der Ausstriche vor der Fixierung oder Farbung fir 48 Stunden kommt es zu keiner
wesentlichen Veranderung des Farbeverhaltens (Binder et al. 2012). Bei langerer Lagerung
unfixierter Ausstriche kommt es nach zwei Wochen zu einem Verlust der Farbsattigung,
sodass die Praparate blau-grau erscheinen und Rottdne weniger intensiv dargestellt werden
(Binder et al. 2012).

Eine ungenligende Fixierung durch zu kurzen Aufenthalt in der Fixierlésung oder
Verwasserung des Methanols kann dazu fiihren, dass dichte Areale unterfarbt werden (Binder
et al. 2012). Bei einer Fixierung mit Formaldehyd werden Erythrozyten grau-blau dargestellt
und das Zytoplasma wird kaum angefarbt (Binder et al. 2012). Zu einer schwachen Farbung
der Zellstrukturen kann es u.a. bei alten Farbelésungen, falschen Farbezeiten oder

Farbstoffkonzentrationen oder zu spater Farbung der Ausstriche kommen (Binder et al. 2012).
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Da Wasser und Alkohol verdunsten und man so eine unklare Farbstoffkonzentration erhalt,
sollte man die Farbeldésungen regelmalig austauschen (Mazan 2018). Prazipitate auf den
Praparaten kdnnen u.a. durch eine nicht ausreichende Waschung der Ausstriche nach der
Farbung, durch verschmutzte Objekttrager oder durch Trocknung der Farbemittel wahrend des
Farbens entstehen (diese sollten nicht zu lange auf dem Ausstrich belassen werden, sondern
zlgig abgesplilt werden) (Tyler et al. 2001). Bei einer zu blauen Farbung der Ausstriche kann
ein zu langer Farbekontakt, unzureichendes Waschen, ein zu dick aufgetragenes
Probenmaterial oder ein alkalischer pH-Wert des Farbemittels, Puffers oder Waschwassers

ursachlich sein (Tyler et al. 2001).

2.7.3 Vorgehen bei der zytologischen Untersuchung — Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Die zytologische Untersuchung von TBS und BAL erfolgt mittels Lichtmikroskop in
unterschiedlichen Vergrélkerungen (Hewson und Viel 2002; Mazan 2018). Bei geringer
VergréRerung wird sich bei beiden Probenarten zunéchst ein Uberblick (iber die Zellverteilung
verschafft und auf die Verteilung schleimhaltiger Substanzen geachtet (Hewson und Viel 2002;
Mazan 2018). Diskrepanzen in der Zellverteilung ergeben sich haufig in Zusammenhang mit
Mukusstrangen, da dort viele Entziindungszellen enthalten sind, die an anderen Stellen nicht
in dieser Quantitat zu finden sind (Hewson und Viel 2002). Besonders im TBS kann es zu einer
inhomogenen Sekretzusammensetzung in unterschiedlichen Ausstrichabschnitten kommen
(Diekmann und Deegen 1990; May und Gehlen 2009). Daher wird beim TBS empfohlen
mindestens zwei Ausstriche sowie ausreichend viele Zellen zu beurteilen (Barton et al. 2007;
Diekmann und Deegen 1990; May und Gehlen 2009). Ebenso sollte jeder Abschnitt des
Ausstrichs in die Beurteilung einflieBen, um ein reprasentatives Ergebnis zu erzielen (Hewson
und Viel 2002). Anschlie®end werden die Ausstriche in 500-1000-facher VergréRerung mit
Olimmersion beurteilt (Barton et al. 2007; Hewson und Viel 2002). Der Funktionszustand der
Zellen sowie Hintergrundmaterialien werden ebenfalls beurteilt (Barton et al. 2007; Couetil und
Thompson 2020a).

Bei der TBS-Analyse wird das Vorkommen einzelner Zellpopulationen meist semiquantitativ
angegeben, da eine exakte quantitative Bestimmung der Zellpopulationen oft schwierig ist
(Barton et al. 2007; Dixon 1997; May und Gehlen 2009). Semiquantitative Angaben beruhen
auf der subjektiven Schatzung einer Menge (hier der Menge einer Zellart am gesamten
Zellbild) durch einen Untersucher und sind nicht so genau wie quantitative Angaben, die in
Zahlenwerten ausgedrickt werden.

Bei der BAL werden quantitative Angaben zum Vorkommen einer Zellart angegeben (Couetil
und Thompson 2020a). Dafir wird empfohlen 400-500 kernhaltige Zellen fir die

Differenzialzellzahlung auszuzdhlen und anschlieBend die Anteile einer Zellart am
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Gesamtzellbild in Prozent anzugeben (Cian et al. 2015; Couetil und Thompson 2020a;
Hoffman 2008). Andere Autoren empfehlen mindestens 200-300 Zellen zu zahlen (Hewson
und Viel 2002).

In der Humanmedizin wurde vorgeschlagen bei Zytopraparaten in zirkularer Art und Weise um
das Zentrum des zytozentrifugierten Spots zu zahlen anstatt einzelner Quadranten, da
Lymphozyten und Makrophagen ungleichmaRig auf dem Objekttrager verteilt sind und die
Differenzialzellzdhlung zwischen den Quadranten variiert (De Brauwer et al. 2000a). Des
Weiteren wurde beim Vergleich der Standardzellzahlung von 400 Zellen und einer neuen 5-
Feld-Methode festgestellt, dass eine adaquate Reproduzierbarkeit der Mastzellzahlung nur bei
der 5-Feld-Methode mit einer hohen Zelldichte erreicht werden konnte (Fernandez et al. 2013).
Die Reliabilitat der Zahlung neutrophiler Granulozyten war bei beiden Verfahren hoch
(Fernandez et al. 2013). Daher wurde fir eine adaquate Reproduzierbarkeit der
Mastzellzahlung und fir eine verbesserte Beurteilung ungleichmaRig verteilter Proben fir die
BAL eine 5-Feld-Methode vorgeschlagen, wobei 5 Gesichtsfelder bei 500facher VergréRRerung
und einer noétigen Zelldichte von >100 Zellen beurteilt werden sollen (Fernandez et al. 2013).
In einer Studie aus der Humanmedizin wurde die Reproduzierbarkeit der
Differentialzellzahlung in Bezug auf die Anzahl der gezahlten Zellen untersucht (De Brauwer
et al. 2002). Dazu wurden die Zellen zytozentrifugierter BAL-Ausstriche von zwei verblindeten
Untersuchern ausgezahlt und die Ergebnisse nach jeweils 100 gezahlten Zellen dokumentiert
(De Brauwer et al. 2002). Es wurden reproduzierbare Ergebnisse nach der Zahlung von 300
Zellen fur neutrophile Granulozyten, Alveolarmakrophagen und Lymphozyten erreicht,
allerdings wurde eine verlassliche Zahlung von Mastzellen erst ab 500 Zellen erreicht (De
Brauwer et al. 2002). Diese und weitere Autoren beschreiben die Problematik der
Differenzierung zwischen Lymphozyten und Makrophagen (Mayer et al. 1990). Zum Teil
werden in der Humanmedizin auch eine Mindestanzahl an 600 Zellen flir eine reproduzierbare
Differenzialzellzahlung angegeben (Stanzel 2013). Es wird generell empfohlen eine hdhere
Anzahl an Zellen zu zahlen, um eine angemessene Aussage uUber das Vorkommen von
Zellpopulationen zu machen, die nur in geringer Zahl vorkommen (Baughman 2007).

Bei einer humanen Studie zur Reliabilitét (Ubereinstimmung) zytologischer Ergebnisse der
Differentialzellzahlung der BAL wurde unter anderem der Einfluss verschiedener Untersucher
Uberprift (Warke et al. 2001). Die Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Untersuchern
(interrater) ergab exzellente Ergebnisse (>0,9 Lin’'s Konkordanz Koeffizient) flir eosinophile
Granulozyten, Makrophagen und neutrophile Granulozyten und deutlich schlechtere
Ergebnisse der Reproduzierbarkeit fir Lymphozyten (0,42) (Warke et al. 2001). Die
Beurteilung der BAL-Ausstriche erfolgte durch zwei verblindete, trainierte Untersucher, die
eine Zahlung von 500 Zellen vornahmen (Warke et al. 2001). Auch bei einer Studie zu caniner

BAL hatten Lymphozyten unter den Entzindungszellen die schlechteste Reproduzierbarkeit
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und ergaben erst bei einer Zahlung von 500 Zellen adaquate Ergebnisse (ICC >0,85) (De
Lorenzi et al. 2009). Bei einer Zahlung von 200 Zellen wurde bereits eine hohe
Reproduzierbarkeit (ICC =>0,9) fur neutrophile Granulozyten, Alveolarmakrophagen und
eosinophile Granulozyten erzielt (De Lorenzi et al. 2009). In der Studie von De Lorenzi et al.
wurden zytozentrifugierte Praparate durch zwei verblindete Pathologen (ECVCP) beurteilt. Die
Autoren wiesen darauf hin, bei einem Vergleich zytologischer Ergebnisse anderer Labore und
eigenen Untersuchungen die gleiche Methode der Probenbearbeitung zu wahlen sowie
mdglichst ein standardisiertes Protokoll zur Probenentnahme zu verwenden, da ansonsten
Unterschiede in der Quantitat bestimmter Zelltypen aufkommen kdénnen (De Lorenzi et al.
2009). Eine weitere Studie gibt eine bessere interindividuelle (zwischen verschiedenen
Untersuchern) Ubereinstimmung der Ergebnisse bei Zellpopulationen an, die in hdherer Zahl
vorkommen wie Makrophagen (Kappa Statistik 0,71), neutrophile Granulozyten (0,96) und
Lymphozyten (0,64), im Vergleich zur weniger guten Ubereinstimmung bei den
Zellpopulationen, die in geringer Zahl vorkommen wie Mastzellen (0,58) und eosinophile
Granulozyten (0,39) (Wasko et al. 2011).

Eine weitere Studie beschaftigte sich mit der Untersuchung zur intra- und interindividuellen
Ubereinstimmung der Mastzellzdhlung von drei Untersuchern in Bezug auf zwei verschiedene
Farbemethoden (Toluidinblau und May-Grinwald-Giemsa) und einer Zahlung von 500 Zellen
(Hansen et al. 2019). Drei trainierte Untersucher mit einigen Jahren Erfahrung im Bereich der
BAL-Zytologie zahlten in dieser Studie die Zellen an exakt denselben mikroskopischen
Koordinaten eines Objekttragers aus und gaben Prozentzahlen zu den Anteilen der einzelnen
Zellarten an (Hansen et al. 2019). Ab einem ICC-Wert von 0,85 wurde in dieser Studie eine
akzeptierbare Ubereinstimmung der Ergebnisse erreicht. Eine nahezu akzeptierbare
Ubereinstimmung fir die Mastzellzahlung wurde bei der Toluidinblau Farbung (ICC 0,82) und
eine geringere Ubereinstimmung bei der MGG (ICC 0,76) zwischen den Untersuchern
festgestellt (Hansen et al. 2019). Innerhalb der Untersucher wurden keine akzeptierbaren
Ubereinstimmungen der Ergebnisse zwischen den zwei Farbemethoden erzielt (Hansen et al.
2019). Die interindividuelle Ubereinstimmung zwischen den drei Untersuchern war
akzeptierbar fir Makrophagen, Lymphozyten und neutrophile Granulozyten und unterhalb der
akzeptierbaren Werte flir eosinophile Granulozyten und Mastzellen. (Hansen et al. 2019).

In der Humanmedizin und auch beim Pferd wird geraten nur Entziindungszellen und keine
Flimmer- oder Plattenepithelzellen in die Differenzialzellzahlung mit einzubeziehen und
Epithelzellen als Anteil der Gesamtzellzahl separat anzugeben, da unter anderem eine grolte
Anzahl an Epithelzellen auf eine fehlerhafte BAL-Probe schlieen lasst (Meyer et al. 2012;
Richard et al. 2010; Stanzel 2013). Beim Pferd wurde ebenfalls festgestellt, dass ein
Einbeziehen der Epithelzellen in die Differenzialzellzdhlung besonders im TBS eine

unterschiedliche Einteilung der zytologischen Praparate zur Folge hatte (Allen et al. 2019).
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Demnach wurden bei Einbeziehung der Epithelzellen 41% der Pferde mit >20% neutrophilen
Granulozyten eingestuft, bei einer Differenzierung ohne Epithelzellen fielen 62% der Pferde
mit >20% neutrophilen Granulozyten auf (Allen et al. 2019). Insgesamt war der Anteil an
Epithelzellen im TBS mit 37% deutlich héher als in der BAL mit nur 6% (Allen et al. 2019).
Dementsprechend fielen die Missklassifizierungen der BAL-Proben weniger stark aus (Allen
et al. 2019).

2.7.4 Zytologische Befunde in TBS- und BAL-Ausstrichen

Die zytologische Untersuchung von TBS und BAL kann zusatzlich zur klinischen und
endoskopischen Untersuchung wichtige Informationen Uber den Krankheitszustand eines
Pferdes liefern (Freeman et al. 1993). Zum Teil kann die zytologische Untersuchung sensitiver
als die klinische Untersuchung zur Detektion respiratorischer Erkrankungen sein (Freeman et
al. 1993). Wenn allerdings ein nicht betroffener Lungenbereich bei der BAL beprobt wird, kann
es sein, dass erwartete Befunde in der Zytologie nicht vorkommen, daher wird empfohlen bei
einer Atemwegsuntersuchung beide Probenarten (TBS und BAL) des Pferdes zu entnehmen
(Freeman et al. 1993).

Bei der zytologischen Untersuchung werden unter anderem die Quantitdt und Qualitat der
Entzindungszellen beurteilt (Hoffman et al. 2003; Zinkl 2002). Dabei handelt es sich um
Alveolarmakrophagen, Lymphozyten, neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten
und Mastzellen (Hoffman et al. 2003; Zinkl 2002). Generell sollte eine ausreichende Anzahl an
Makrophagen vorliegen, da andernfalls eine unzureichende Probennahme erfolgt sein kann
(Bain 1997).

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl hat einen fraglichen klinischen Nutzen, da es zu variablen
Werten durch unterschiedliche Mengen an instillierter Flussigkeit, durch Vorkommen von
Mukus und durch Verzoégerungen bei der Probenbearbeitung kommen kann (Hoffman et al.
2003; Cian et al. 2015). Des Weiteren werden variable und geringe Flissigkeitsmengen bei
Pferden mit SEA zuriickgewonnen, weswegen die Bestimmung der Gesamtzellzahl weniger
bedeutend als die Differenzierung der einzelnen Zellpopulation ist (Jean et al. 2011; McGorum
und Dixon 1994). Ebenso kann es bei einer Zahlung mittels Hamozytometer zu einer
inakkurakten Messung kommen (Lapointe et al. 1994).

Referenzwerte der Differenzialzellzahlung gesunder Kontrollpferde von TBS und BAL aus
verschiedenen Studien sind in den Tabellen 1 und 2 zusammengestellt. In diese Tabellen
wurden ebenfalls Informationen zu den Referenzwerten der in dieser Arbeit beteiligten Labore

integriert.
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Tabelle 1: Referenzwerte der Differentialzellzdhlung des TBS gesunder Pferde aus
Kontrollgruppen sowie vorgeschlagene physiologische Referenzwerte, US: Untersucher.

Autoren Makrophagen neutrophile Lymphozyten eosinophile Mastzellen
(%) Granulozyten (%) Granulozyten (%)
(%) (%)
(Mair et al., 1987) 65.0 £ 13.7 6.4+55 74+38 12+14 02+04
Endoskopie
(Christley et al., 742111 10 +10.8 13.0+3.6 19+1.2
1999)
(May & Gehlen, 30-35 10-30 25-30 0 0,5
2009)
Labor 2 (Studie)  40-90 <20 <30 <1 <1
Klinik fir Pferde 30-35 10-30 25-30 0 0,5
US B (Studie)
Klinik fir Pferde 50-60 10-30 10-15 0-2 selten
US A (Studie)
Boehringer 30-45 10-30 25-35 0 0-1
(Broschiire)
(Azevedo et al., 18,27 + 8,24 25+9,6 4,25+1,0 0,25 +0,16
2014) (aktivierte
Mittelwerte Zellen)
(Cian et al., 2015) 79,6 £ 8,2 9,3+4,9 9,3+5,8 0 0,2+0,6

30



Literaturtbersicht

Tabelle 2: Referenzwerte der Differentialzellzdhlung der BAL gesunder Pferde aus Kontrollgruppen sowie vorgeschlagene physiologische
Referenzwerte, US: Untersucher.

31

Autoren Makrophagen (%) neutrophile Lymphozyten Mastzellen (%) eosinophile
Granulozyten (%) (%) Granulozyten (%)
(Couetil & Denicola, 1999) 68,8 + 8,8 3855 229+74 1,5+0,3 20+1,0
(Holcombe et al. 2001) 41 £10,8 3635 42,6 £ 11,5 6,6 + 5,1 0,7+1,7
(Weide)
(S.J. HOLCOMBE 2001) 41,4+9,7 10,3 + 8,1 37,0£9,8 44+ 3,9 1,2+22
(Stall)
(Hare & Viel, 1998) 67,7 0,4 31,5 1 0,3
(May & Gehlen, 2009) 45-70 0-8 30-50 0-5 0-1
(Barton et al., 2007) 65 3 30 0,5 0,1
(Hoffman A. et al. 2003) 60 <5 35 <2 <0,5
(Lapointe et al., 1994) 26+6 22+1,9 69+ 3 0,2+0,3 0+0
(McKane et al., 1993a) 59+9,7 8,864 31,3+9.3 0,531
(Couetil et al., 2001) 57,1+10,3 6,827 31,4+13,0 1,5+0,8 0,3+0,5
(Clark et al., 1995b) 56 + 13,0 59+4,6 36,7 £ 14,8 0,8+1,8 0,5+0,9
(Richard et al., 2009) 61+16,9 51+2,0 20,4 £9,9 0,6+0,5 0,3+0,5
(Hoffman, 2008) 50-70 <5 30-50 <2 <0,1
(Couetil et al., 2016) <5% <1% <2%
(Fogarty & Buckley, 1991) 65 6 7+33 28+6 0,2+0,6 0+0
Labor 2 (Studie) 50-70 0-5 30-50 0-5 0-1
Klinik fur Pferde — US B 45-70 0-8 25-30 0-5 0-1
Klinik fur Pferde — US A 60-70 0-8 10-35 0-2 0-2



Literaturtbersicht

Alveolarmakrophagen stellen den Hauptzelltyp im TBS dar, sind aber bei einem gesunden
Pferd dennoch in geringer Zahl anzutreffen (Diekmann und Deegen 1990), Lymphozyten
kommen geringgradig vor (Hoffman et al. 2003; Nuytten et al. 1983). Das Vorkommen geringer
Zellzahlen morphologisch unauffalliger neutrophiler Granulozyten gilt als physiologisch
(Nuytten et al. 1983). Mastzellen kommen im TBS gesunder Pferde im Vergleich zur BAL nur
selten vor, auch eosinophile Granulozyten sind nur in geringen Zahlen im TBS anzutreffen
(Hoffman et al. 2003). Fir die Zytologie des TBS stehen keine universell akzeptierten
Referenzintervalle fur die Differentialzellzéhlung zur Verfugung (Cian et al. 2015). In der BAL
kommen bei gesunden Pferden <5% neutrophile Granulozyten vor, auch Mastzellen und
Eosinophile sind mit <2% und <1% selten anzutreffen (Couetil et al. 2016).

Das TBS eines gesunden Pferdes ist zell- und schleimarm und enthalt unter anderem zilierte,
hochprismatische Flimmerepithelien (Bain 1997; Cian et al. 2015; Diekmann Deegen 1990).
Flimmerepithelien sind anhand der apikalen Platte mit Zilienblscheln, dem basalen Kern und
ihrer saulenformigen Gestalt zu erkennen (Hewson and Viel 2002; Zinkl 2002). Die Zilien
gehen allerdings oft im Rahmen der Probenbearbeitung verloren, sodass nur noch die
Terminalplatte Gbrigbleibt (Diekmann und Deegen 1990). Bei einer viralen Infektion kommt es
zu einer erhéhten Zahl an Epithelzellen in Zusammenhang mit einer Epithelschadigung, die
mit einem Verlust an Zilienplatten (Ziliozytophthoria) und Pyknose der Kerne einhergeht
(Diekmann und Deegen 1990; Freeman et al. 1993; Hewson und Viel 2002). Bei equinem
Asthma in Exazerbation kann es in der BAL ebenfalls zum Verlust von Zilien und
zytoplasmatischen Schaden kommen, allerdings kommt es nicht zu einer Separation der
gesamten Zilienplatte (Hewson und Viel 2002). Das Vorkommen von Plattenepithelien lasst
auf eine Kontamination durch den Oropharynx schlieen (Couetil und Thompson 2020a). Sie
stellen sich als grof3e, abgeplattete moderat basophil z.T. azidophil gefarbte Zellen dar (Zinkl
2002). Die Zellkerne sind oft pyknotisch oder fragmentiert und Bakterien kdnnen an der
Oberflache der Zellen anhaften (Zinkl 2002). Als Creolakérperchen werden im Verband
abgestolRene Epithelien bezeichnet, welche auf degenerative Schleimhautprozesse hinweisen
und nach einem exzessiven Husten vorkommen kénnen (Barton et al. 2007; Deconto 1985).
Darliber hinaus kénnen eine Basalzellhyperplasie (normal nicht im TBS zu finden), eine
Becherzellhyperplasie und eine Plattenepithelmetaplasie hinweisend auf eine chronische
Erkrankungsdauer sein (Diekmann und Deegen 1990). Das Vorkommen von
mukusproduzierenden Becherzellen ist bei gesunden Pferden eher ungewdhnlich (Barton et
al. 2007; Cian et al. 2015; Mazan 2018; Whitwell und Greet, 1984). Sie variieren in Grof3e und
Form abhangig von der Menge an violetten-dunkelblauen Mukusgranula und geben Hinweise
auf eine Hyper- oder Dyskrinie (Barton et al. 2007; Cian et al. 2015; Mazan 2018; Whitwell und
Greet, 1984). Ihre Granula sind groRer als die von Mastzellen und Eosinophilen, wodurch eine

Unterscheidung der Zellen moglich ist (Mazan 2018). Becherzellen kommen als
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mukusproduzierende Zellen in der Trachea und den Bronchien vor, allerdings nicht in den
terminalen Bronchiolen, wo sie durch Clarazellen ersetzt werden (Deconto 1985; Derksen und
Robinson 2002; Kaup et al. 1990a). Clarazellen kdnnen durch charakteristische basophile
intrazytoplasmatischen Einschllsse erkannt werden (McGorum und Dixon 1994).
Alveolarmakrophagen sind die im TBS und der BAL am haufigsten vorkommende Zellart
(Michelotto et al. 2013). Sie sind mit reichlich Zytoplasma und einem runden oder ovalen Kern
ausgestattet (Hewson and Viel 2002; Mazan 2018; Whitwell und Greet 1984). Zellen in
Phagozytose und multinukleare Zellen stellen aktivierten Formen der Makrophagen dar (May
und Gehlen 2009; Mazan 2018). Das phagozytierte Material Iasst aber nicht zwangslaufig auf
die Ursache der Erkrankung schlieBen und auch bei gesunden Pferden kann es zur
Phagozytose von Debris kommen (Diekmann und Deegen 1990; Mazan 2018). Bei einer
Clearancestérung unter anderem bei hochgradigem Asthma kann es ebenfalls zu
phagozytierten Pilzhypen und -sporen sowie Bakterien kommen (May und Gehlen 2009). Bei
der Phagozytose von Erythrozyten kommt es nach 24-72 Stunden zur Bildung von
Hamosiderin, was in Form von gelben, griinen oder braunen Pigmenten in den Vakuolen im
Zytoplasma von Makrophagen zu finden ist (Couetil und Thompson 2020a; Hewson und Viel
2002). Hamosiderophagen werden regelmafig bei Rennpferden im Training beobachtet und
sind noch nach mehr als 3 Wochen zu diagnostizieren (Barton et al. 2007; McKane et al. 1993).
Perl’s Prussian Blau ist die Farbung der Wahl zur Darstellung von Hamosiderin (Hewson und
Viel 2002).

Multinukledre Zellen (auch Riesenzellen) entstehen durch die Fusion aktivierter Makrophagen
und sind Zeichen einer chronischen Entziindung, die durch eine gestdrte Clearance und eine
bronchiale Obstruktion charakterisiert ist (Bain 1997; Basano et al. 2022; Brooks et al. 2019;
Deconto 1985). Beim Vorkommen grofer Partikel von Fremdmaterial entstehen Riesenzellen,
da eine mononukleare Zelle dafiir nicht ausreichend grol} ist (Deconto 1985). Ein mehrkerniger
Alveolarmakrophage ist in Abbildung 1 dargestellt. Eine erhdhte Anzahl konnte bei SEA
festgestellt werden, wobei auch ein Zusammenhang der Entstehung mit einer staubhaltigen
Umgebung vermutet wird (Basano et al. 2022). Bei einer interstitiellen Lungenerkrankung
kommt es zu einer Erhéhung der Zahl an Alveolarmakrophagen (Diekmann und Deegen
1990). Makrophagen mit fein vakuolisiertem Zytoplasma kommen im normalen Zellbild vor,
wobei grolle vakuolisierte Makrophagen meist im Zusammenhang mit einer
Lungenerkrankung stehen (Whitwell und Greet 1984).

Durch die Obstruktion der Bronchien, Akkumulation von Sekret und durch ein Odem der
Mukosa kann es zu einem verlangerten Aufenthalt der Makrophagen in kleinen Bronchiolen
und Alveolen kommen (Deconto 1985). Dadurch kommt es zur Phagozytose von Surfacant,
was ihr schaumiges Aussehen hervorruft (Deconto 1985). In Abbildung 2 ist ein schaumiger

Alveolarmakrophage dargestellt. Nach brochodilatatorischer Therapie kann durch eine
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gesteigerte bronchiolare Clearance das Vorkommen einer vermehrten Anzahl an schaumigen

Makrophagen hinweisend auf eine Atemwegsobstruktion sein (Deconto 1985).

[TVaTY e—

Abbildung 1: Zytologiebild BAL: Phagozytose einer Polle (P) durch einen mehrkernigen Makrophagen
(mM), Alveolarmakrophage (M), Lymphozyt (L), Diff-Quik-Farbung, 1000er-Vergréf3erung.
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== 2

Abbildung 2: Zytologiebild BAL: Mukusstrédnge (S), schaumiger Alveolarmakrophage (sM), Lymphozyt
(L), Alveolarmakrophage (M), Diff-Quik-Férbung, 1000er-Vergré3erung.

Neutrophile Granulozyten kommen in héheren Anteilen im TBS als in der BAL vor (Barton et
al. 2007; Mazan 2018). Physiologische Grenzwerte liegen im TBS unter 20-30%, bei der BAL
unter 5-10% (s. Tab. 1 und 2). Erkennbar sind die Zellen an ihrem mehrfach gelappten Kern
sowie dem pinken Zytoplasma (McGorum und Dixon 1994). Altere neutrophile Granulozyten
sind an einer Hypersegmentierung des Kerns zu erkennen (Couetil und Thompson 2020a).
Die Morphologie der neutrophilen Granulozyten ist bei vermehrtem Vorkommen zur
Differenzierung eines septischen Prozesses von Bedeutung (Bain 1997; Hewson und Viel
2002). Bei chronischen Erkrankungen kann es zu einer gro3en Anzahl an nicht degenerierten
Neutrophilen kommen (Bain 1997). Ein Zytologiebild mit hochgradig neutrophilen
Granulozyten ist in Abbildung 3 dargestellt. Bei einer bakteriellen Pneumonie gibt es
Anzeichen einer Zelldegeneration in von Form von Karyolyse (Zellschwellung, Verlust der
Segmentation, verminderte Zellfarbung, Lysis der Zelle), Kernpyknose (Verdichtung
Chromatin, Schrumpfung der Kerne) und Karyorrhexis (Fragmentierung Zellkern) (Hodgson
und Hodgson 2002, Zinkl 2002). Eine verzoégerte Probenbearbeitung fihrt ebenfalls zu einer
degenerierten Erscheinung der neutrophilen Granulozyten (Cian et al. 2015; Mazan 2018,
Zinkl 2002). Zum Teil sind intra- und extrazellulare Bakterien zu finden, wobei eine
vorangegangen antibiotische Therapie die Zahl der Bakterien verdndern kann (Bain 1997).

Extrazellulare Bakterien geben ebenfalls Hinweise auf eine Umweltkontamination (Cian et al.
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2015). Daruber hinaus mussen immer die klinischen Symptome beachtet werden, da eine
Zytologie allein nicht fur die Diagnosestellung ausreicht (Cian et al. 2015). Da die Lunge
allerdings einen Ort der Beseitigung neutrophiler Granulozyten darstellt, ist auch das
Vorkommen einiger degenerierter (karyolytische) neutrophiler Granulozyten physiologisch
(Bain 1997). Ebenso kann es bei der Stérung der mukoziliaren Clearance zu vermehrten
hypersegmentierten und degenerierten neutrophilen Granulozyten kommen (Barton und
Gehlen 2022; Deconto 1985).

Abbildung 3: Zytologiebild BAL: hochgradig neutrophile Granulozyten (N), einzelner Makrophage (M),
Diff-Quik-Farbung, 1000er-Vergré3erung.

Lymphozyten sind Uberwiegend kleine Zellen mit wenig Zytoplasma und einer dichten
dunkelblauen Farbung des Kerns (Barton et al. 2007; Hewson und Viel 2002; McGorum und
Dixon 1994). Es kommen kleine und gréRere Lymphozyten vor, welche zum Teil nicht leicht
von Zellen mit ahnlichen morphologischen Merkmalen abzugrenzen sind wie z.B. kleine
Makrophagen oder Epithelzellen (Hewson and Viel 2002; Hoffman et al. 2003; Whitwell und
Greet 1984). Generell kommen im TBS weniger Lymphozyten vor als in der BAL (Hoffman et
al. 2003). In der BAL sind die Referenzintervalle fur Lymphozyten bei gesunden Pferden grof3,

was unter anderem durch eine unterschiedliche Probenbearbeitung, Unterschiede in der
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Haltung, dem Alter oder einer Ubersehenen subklinischen Atemwegsentzindung begrindet
werden kann (Hewson und Viel 2002).

Eosinophile Granulozyten sind anhand ihrer rosafarbenen Granula sehr gut zu erkennen, der
Kern kann zweilappig oder doppelt sein (s. Abb. 4) (Whitwell und Greet 1984). Zerfallsprodukte
der Zellen, die bei der Degeneration entstehen, werden als Charcot-Leyden-Kristalle
bezeichnet (Barton et al. 2007; Mazan 2018). Ihr Vorkommen wird bei allergischer Bronchitis
beobachtet (May und Gehlen 2009). Ein vermehrtes Vorkommen der eosinophilen
Granulozyten kann auf eine parasitare Lungenerkrankung hinweisen oder wie bereits erwahnt
bei einem Subtyp des MEA vorkommen (Diekmann und Deegen 1990; Whitwell und Greet
1984).

Abbildung 4: Zytologiebild TBS: eosinophiler Granulozyt (E), aulerdem Mukusstrdnge (S),
Alveolarmakrophagen (M) und Lymphozyten (L), Diff-Quik-Farbung, 1000er-VergréRerung.

Mastzellen sind ahnlich grol3 wie Alveolarmakrophagen und haben einen tief basophil
gefarbten, zentral liegenden Kern (Barton et al. 2007; Mazan 2018). In ihrem Zytoplasma
enthalten sie multiple metachromatische (pink-violette) Granula, wobei sie unterschiedliche
Grade der Degranulation annehmen koénnen, abhangig von einer vorliegenden
Hyperreaktivitatsreaktion (Hewson und Viel 2002; McGorum und Dixon 1994). Mastzellen
werden Uberwiegend in der BAL und nicht oder kaum im TBS gefunden (Barton et al. 2007;
Couetil und Thompson 2020a).
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Des Weiteren kénnen inhalierte Fremdbestandteile wie Schimmelpilze, Ruldpartikel oder
Pflanzenmaterial wie Pollen vorkommen, die Hinweise auf eine staubbelastete Atemluft oder
auch eine gestdrte Clearance geben kénnen (Couetil und Thompson 2020a; Deconto 1985;
May und Gehlen 2009; Schwarz und Kuhn 2021). Inhalierte Elemente kdnnen intra- oder
extrazelluldr zu finden sein (Cian et al. 2015; Mazan 2018). Kontaminanten sind meist
extrazellular zu finden, intrazellulare Keime oder Elemente kdnnen auf eine wahre Infektion
hindeuten (Bain 1997). Fungale Elemente kénnen durch eine Kontamination im Ausstrich
enthalten sein, sie kdnnen aber auch primar pathogene Pilze sein wie Cryptococcus spp.,
Blastomyces spp., Histoplasma spp., Coccidioides spp. (Cian et al. 2015). Haufig
vorkommende Schimmelpilze sind Alternaria spp. (mit einem breiten und einem diinnen Ende)
und Cladosporium spp. (klein und eiférmig) (Mazan 2018).

Bakterien kénnen ebenfalls entweder eine Kontamination aus dem Oropharynx oder der
Umwelt sein oder pathogene Keime darstellen (Zinkl 2002). Das Vorkommen dieser weiteren
Elemente wird mit den klinischen Symptomen in Zusammenhang gebracht, um die Relevanz
der Bakterien oder Pilze zu beurteilen (Zinkl 2002). Bei dem Vorkommen von Simonsiella spp.
kann auf eine Verunreinigung der Probe geschlossen werden, da es eine nasopharyngeale
Kommensale darstellt (Cian et al. 2015). Pathogene Bakterien sind unter anderem
Streptococcus equi zooepidemicus, Actinobacillus equuli equuli, Actinobacillus equuli
haemolyticus, Pasteurella spp., Mycoplasma spp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
und Streptococcus equi equi (Richard et al. 2010). Kontaminanten stellen koagulase-negative
Staphylokokken, alpha-hdmolytische Streptokokken, Pseudomonas spp., Staphylokokkus
aureus, Bacillus spp. und Proteus spp. dar (Richard et al. 2010).

Das Vorkommen von Mukus sollte in Zusammenhang mit den endoskopischen Befunden
beurteilt werden (May und Gehlen 2009). Im TBS stellen schleimhaltige Substanzen, dinne
bis maRig dicke Strange aus dunkelviolettem Material, einen haufigen Befund dar (Couetil und
Thompson 2020a). Haufig im Mukus enthalten sind Zellklumpen oder nicht zellulare Elemente,
zum Teil in so einem Ausmal}, dass es bei einer ausschliefdlichen Beurteilung mukusfreier
Anteile zu einer Unterschatzung von neutrophilen Entzindungen in der BAL kommen kann
(Mazan 2018). Curschmannspiralen sind dunkle Spiralen aus eingedicktem Mukusauswurf aus
den Bronchioli, zu finden bei chronischen Atemwegsentziindungen (Barton et al. 2007; Couetil
und Thompson 2020a; Diekmann und Deegen 1990; Mazan 2018; Whitwell und Greet 1984).
Eine Curschmannspirale und ein Mukusstrang sind in den Abbildungen 5 bzw. 6 dargestellt.
Sie sind vor allem bei Pferden mit exzessiver und verlangerter Mukusproduktion vorhanden
und weisen auf Phasen von Sekretstase und Sekretmobilisation hin (Diekmann und Deegen
1990; Zinkl 2002). Sie fuhren zu einer temporaren Obstruktion und einem Kollaps des

mukozilidren Transportes in den terminalen Atemwegen (Deconto 1985).

38



Literaturtibersicht

Abbildung 5: Zytologiebild TBS: Curschmannspirale (C), Diff-Quik-Férbung, 1000er-VergréRerung.
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Abbildung 6: Zytologiebild BAL: Mukusstrang (S), mehrkerniger Makrophage (mM), Diff-Quik-Férbung,
1000er-VergrélRerung.

Erythrozyten sind meistens durch Mikrotraumata des Epithels bei der Probennahme von TBS
oder BAL zu finden oder kénnen Hinweise auf eine kurzlich stattgefundene Lungenblutung
(EIPH) geben (McGorum und Dixon 1994; Zinkl 2002). Im Verlauf kommt es zur Phagozytose
der Erythrozyten durch Alveolarmakrophagen und zur Entstehung der Hamosiderophagen

(s.0.).

2.7.5 Einflisse auf die zytologischen Ergebnisse - Probenentnahme und weitere Einflisse

Die zytologischen Ergebnisse des TBS und der BAL variieren nicht nur bei verschiedenen
Krankheitszustanden, sondern auch durch unterschiedliche Protokolle der Probenentnahme,
Probenbearbeitung sowie durch weitere Einflisse wie Alter, Haltung, Temperatur, vorherige
Belastung, wiederholte Probenentnahme oder einen langeren Transport (Literatur s.u.). So
kann es durch verschiedene Einflliisse zu unterschiedlichen zytologischen Ergebnissen eines
Pferdes kommen, was unter anderem fiir Verlaufsuntersuchungen wichtig ist.

Die Probenentnahme der BAL erfolgt im Normalfall wie bereits beschrieben entweder
endoskopisch oder blind von einer Lokalisation innerhalb der Lunge. Unterschiedliche

Ergebnisse wurden bei Vergleichen zur Probenentnahme aus der rechten und linken Lunge
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erzielt (Depecker et al. 2014). In einer Studie kam er zu einer signifikant hdheren Prozentzahl
an Neutrophilen und Hamosiderophagen in der rechten Lunge im Vergleich zur linken Lunge,
bei der Mastzellzahl gab es keine signifikanten Unterschiede (Depecker et al. 2014). Die BAL
wurde hier mit 250ml steriler Kochsalzlésung in beiden Lungenhalften durchgeflihrt (Depecker
et al. 2014). Weitere Untersuchungen kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen wobei einmal
signifikant héheren Mastzellzahlen in der linken Lungenhalfte und einmal signifikant héhere
Werte in der rechten Lungenhalfte festgestellt wurden (Jean et al. 2011; Sweeney et al. 1992).
Hier wurde in einer Studie geschlussfolgert, dass die zytologischen Ergebnisse zwischen
rechter und linker Lunge bei gesunden Pferden und Pferden mit SEA annahernd gleich sind
und daher die blinde Probenentnahme mit einer BAL Sonde von einer Stelle in der Lunge
angemessen ist (Jean et al. 2011). Bei einem Vergleich gepoolter Proben aus beiden
Lungenhalften und individueller Proben aus beiden Lungenhalften wurde eine gute
Ubereinstimmung beider Proben fiir neutrophile Granulozyten festgestellt, allerdings gab es
nur moderate Ergebnisse bei Mastzellen und eosinophilen Granulozyten (Hermange et al.
2019). Bei der endgiiltigen Diagnosestellung von gesund, mildem bis moderaten und
schweren equinem Asthma kam es zu einer guten Ubereinstimmung der Diagnosestellung von
gepoolten Proben aus beiden Lungenhalften und kombinierten individuellen Proben aus
beiden Lungen, sodass die Zytologie einer gepoolten Probe beider Lungenhalften als
reprasentativ fur beide Lungenseiten erachtet wurde (Hermange et al. 2019). In dieser Studie
war Uberwiegend der neutrophile Subtyp von MEA vertreten und der Einfluss von Mastzellen
und eosinophilen Granulozyten auf die Diagnosestellung wurde nur als begrenzt angesehen
(Hermange et al. 2019). Wurde allerdings nur die Zytologie einer Lungenseite beachtet, kam
es bei 6 von 51 Pferde zu einer anderen zytologischen Diagnose (Hermange et al. 2019). Hier
wurden Pferde mit MEA falsch als gesund eingestuft (Hermange et al. 2019). Diese falsche
Diagnosestellung erfolgte bei verschiedenen Grenzwerten flur neutrophile Granulozyten,
Mastzellen und eosinophile Granulozyten. Dabei wurden strengere Grenzwerte von >5%
neutrophilen Granulozyten, >1% eosinophilen Granulozyten und >2% Mastzellen und weniger
strenge Grenzwerte von >10% fur Neutrophile und >5% fur Mastzellen und Eosinophile, ab
denen MEA zytologisch diagnostiziert wurde, herangezogen (Hermange et al. 2019). In der
Studie von Depecker et al. kam es bei 37% der Pferde zu einer anderen Diagnose, wenn nur
eine Lungenseite beprobt wurde. Durch eine Anhebung der Grenzwerte flr neutrophile
Granulozyten auf >10%, bei Mastzellen und eosinophile Granulozyten auf >5%, kam es zu
einer insgesamt besseren Ubereinstimmung zwischen beiden Lungenseiten, sodass weniger
Pferde als gesund missklassifiziert wurden, wenn nur die rechte oder linke Lunge beprobt
wurde (17,4% und 12,8%) (Depecker et al. 2014). Daraus wurde geschlussfolgert, dass die
Probennahme einer Lungenseite nicht immer reprasentativ fur die andere Seite ist und zur

Diagnosestellung eines gesunden Pferdes beide Lungenseiten beprobt werden sollten
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(Depecker et al. 2014). Andere Untersuchungen ergaben keine regionalen Unterschiede in der
Differenzialzellzdhlung zwischen rechter und linker Lunge, sodass angenommen wurde, dass
eine Probe aus einem Lungenbereich reprasentativ fir die Zytologie der gesamten Lunge ist
(McGorum et al. 1993a).

Ebenso hat das Volumen der eingegebenen Lavagefllssigkeit bei der BAL Einfluss auf die
Diagnosestellung, da innerhalb einer Volumenmenge von 250-500ml Unterschiede in der
Zytologie auftreten (Orard et al. 2016). Ein Vergleich der Eingabe von 250 und 500ml
Flussigkeit ergab signifikant weniger neutrophile Granulozyten und ein hdheres
zurtickgewonnenes Flussigkeitsvolumen bei der Instillation von 500ml (Orard et al. 2016). Bei
diesem Vergleich kam es bei 32% der Pferde zu Unterschieden in der Diagnose (Orard et al.
2016). Eine hohere Prozentzahl an neutrophilen Granulozyten und eine geringere Zahl an
Mastzellen werden bei einem kleinen Volumen (50ml) im Vergleich zu gréferen Volumen
(350ml) erzielt (Sweeney et al. 1992). Es wurden ebenfalls Unterschiede in aufgeteilten oder
gepoolten Aliquoten bei der Eingabe der Lavageflissigkeit untersucht (Sweeney et al. 1992).
Bei der Aufteilung der Eingabe von 300ml in 3 einzelne Spilungen und bei der Eingabe der
gesamten Menge an Lavageflissigkeit konnten keine Unterschiede innerhalb der
Zellpopulationen in der BAL festgestellt werden, abgesehen von einer hoheren
Ruckgewinnungsrate und héheren Zahlen an Makrophagen bei der Eingabe der gesamten
Flissigkeit (Sweeney et al. 1992). Weitere Untersuchungen zeigten, dass es im ersten Aliquot
eine hdhere Anzahl an Mastzellen als in den darauffolgenden Aliquoten gab (Pickles et al.
2002a). In dieser Studie erfolgte die Eingabe von 300ml Flussigkeit, wobei die ersten
aspirierten 20ml das erste Aliquot darstellten und die anderen Aliquote im Verlauf der
Aspiration gewonnen wurden. Diese Unterschiede wurden allerdings nicht als diagnostisch
signifikant erachtet, sodass alle Aliquote, auch gepoolte Aliquote, als zytologisch
aussagekraftig flir das beprobte Lungensegment gelten (Pickles et al. 2002a). Darlber hinaus
wurden in einer weiteren Studie zwei Mal 250ml Flissigkeit instilliert und aspiriert und
verglichen (Jean et al. 2011). Im ersten Aliquot wurden héhere Prozentzahlen an neutrophilen
Granulozyten bei gesunden Pferden (1. Aliquot: 12.1% + 6.9; 2. Aliquot: 4.9% + 6.9) und
Pferden mit schwerem equinem Asthma (1. Aliquot: 72,2% + 6,9; 2. Aliquot: 65,0% * 6,9)
festgestellt (Jean et al. 2011). Geringere Werte an Makrophagen fanden sich bei beiden
Gruppen im ersten Aliquot (Jean et al. 2011). Es wird angenommen, dass das zweite Aliquot
flr eine zytologische Evaluation der bronchoalveolaren Region aussagekraftiger ist und das
erste Aliquot diese Region nicht vollstandig erreicht (Jean et al. 2011). Eine
Bronchoalveolarlavage soll geringere Prozentzahlen an Epithelzellen und neutrophilen
Granulozyten und hoéhere Prozentzahlen an Makrophagen, Lymphozyten, eosinophilen
Granulozyten und Mastzellen enthalten als eine Bronchiallavage (Mair et al. 1987). Einflisse

der Zentrifugation und der Farbung auf die Zytologie wurden bereits angesprochen.
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Der Einfluss wiederholter Probennahme auf die Zytologie wurde ebenfalls in Studien
untersucht. Ein lokaler neutrophiler Einstrom wurde 48 Stunden nach der BAL festgestellt,
wobei die Erhéhung der neutrophilen Granulozyten im Rahmen der Referenzwerte flr
gesunde Pferde lag (Sweeney et al. 1994). In einer weiteren Studie kam es zu einer
signifikanten Erhdhung der Neutrophilen 2,5 Stunden nach wiederholter Probennahme im TBS
(Tee et al. 2012). In dieser Studie kam es bei wiederholter Probenentnahme der BAL nach 224
Stunden zu keinen signifikanten Veranderungen der Zellpopulationen (Tee et al. 2012).
Kontinuierliches Training fuhrte bei Rennpferden bei einer Probennahme Uber funf Monate
hinweg zu keinen Anzeichen einer Entziindungsreaktion (Clark et al. 1995a). Die
Probennahme 1-2 Stunden nach anstrengender Belastung von Pferden mit
Leistungsinsuffizienz ergab eine signifikante Erhéhung der Prozentzahl an neutrophilen
Granulozyten im Vergleich zu den Werten vor der Belastung (Malikides et al. 2007). Vor der
Belastung lagen die neutrophilen Granulozyten durchschnittlich bei 18%, nach der Belastung
bei 34%, wobei der Anstieg der Neutrophilen besonders bei Pferden, die vor der Belastung
<20% der Zellart aufwiesen, hoch war (Malikides et al. 2007). Aus diesem Grund wurde eine
Probennahme von TBS 1-2 Stunden nach der Belastung in dieser Studie empfohlen, da es zu
diesem Zeitpunkt noch erhohte Werte an neutrophilen Granulozyten, zusammen mit
vermehrtem Mukus, gibt (Malikides et al. 2007). Auf diese Weise kdnnte man eine mogliche
Entzindung der unteren Atemwege sowie Veranderungen in der mukozilidaren Clearance
beobachten (Malikides et al. 2007). Studien zu Pferd und Mensch ergaben allerdings
widerspruchliche Ergebnisse zu einer moglichen Erhéhung der mukozilidren Clearance nach
der Belastung, welche zu erhdéhten Werten an neutrophilen Granulozyten flihren kdnnte
(Willoughby et al. 1991; Wolff et al. 1977).

Bei der Belastung lungengesunder Pferde in kalter (-5°C) und warmer (25°C) Luft kam es nach
24 Stunden zu einer moderaten, aber signifikanten Erhdhung der neutrophilen Granulozyten
bei kalter Luft (15,9% £ 8,2) im Vergleich zu warmer Luft (11,0% % 5,6) sowie zu erhdhten
mRNA Expressionen von Zytokinen der Th-2 Antwort und proinflammatorischer Zytokine wie
unter anderem IL-8 (Davis et al. 2007). Es wurde vermutet, dass IL-8 chemotaktisch auf die
neutrophilen Granulozyten wirkt und zu einem Einstrom der Zellen beitragt (Davis et al. 2007).
AuRerdem konnte nach einer Belastung bei 4°C ein peripherer Epithelschaden in der Lunge
durch signifikant erhohte Werte an zilierten Epithelzellen in der BAL festgestellt werden (Davis
et al. 2002). Dies wurde auf das Eindringen kalter Luft in die Atemwege zurlickgefiihrt (Davis
et al. 2002). Beim Hund konnte ebenfalls eine Atemwegsentziindung, Obstruktion,
Hyperreaktivitdt sowie eine veranderte Bronchodilatation der Atemwege nach wiederholter
Belastung mit kalter Luft festgestellt werden (Davis und Freed 2001).

Eine Aufstallung der Pferde flhrte zu einer signifikanten Erhéhung der neutrophilen

Granulozyten bei gesunden Pferden in der BAL, was als nicht spezifische Antwort auf
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vorhandenen Stallstaub gewertet wurde (Holcombe et al. 2001; Tremblay et al. 1993). Bei
Studien zur Aufstallung von Pferden mit SEA (Heaves, RAO) kam es zu einer Erhéhung des
Anteils der neutrophilen Granulozyten und zu keinen Veranderungen bei gesunden Pferden
(Derksen et al. 1985; Robinson et al. 2003). Die gleichzeitig erhdhte Hustenfrequenz der
Pferde korrelierte mit dem Anstieg der neutrophilen Granulozyten und wurde als sensitiver und
spezifischer Indikator einer Atemwegsobstruktion und Entziindung angesehen (Robinson et
al. 2003). Gleichzeitig konnten bei einer Population von klinisch unauffalligen, leistungsfahigen
Sportpferden in konventioneller Stallhaltung bei 100% der Tiere Anzeichen von subklinischem
equinem Asthma gefunden werden (Gerber et al. 2003). Erhéhungen der neutrophilen
Granulozyten wurden bereits bei >5% vermerkt und konnten bei der Mehrzahl der Pferde
festgestellt werden (Gerber et al. 2003). Weitere abnormale Befunde stellten erhdhte
Mukusmengen dar (Gerber et al. 2003). Die aktuell héher festgelegten Grenzwerte flr
neutrophile Granulozyten (>10%) zur Diagnosestellung von MEA (Couetil et al. 2016) wirden
die Ergebnisse dieser Studie und damit die hohe Pravalenz verandern. Dennoch konnte
gezeigt werden, dass eine Atemwegsentzindung und eine Mukusakkumulation haufige
Befunde in Stallhaltung sein kénnen (Gerber et al. 2003).

Das Alter der Pferde hat ebenfalls Einfluss auf die Ergebnisse der BAL-Zytologie (Gerber et
al. 2003; Hostetter et al. 2017; Pacheco et al. 2014). Bei alteren Pferden >20 Jahre wurden
eine erhdhte Anzahl an Lymphozyten und eine geringere Anzahl an Makrophagen im Vergleich
zu jungeren festgestellt (Pacheco et al. 2014). Bei einer Woche und einem Monat alten Fohlen
wurden signifikant weniger Lymphozyten (3,2% und 4,7%) als bei Jahrlingen und adulten
(45,5% und 48,7%) Pferden festgestellt (Hostetter et al. 2017). Bei der Beprobung Uber ein
Jahr hinweg konnte bei Fohlen ein Anstieg der Lymphozytenzahl und ein absinkender Anteil
an Makrophagen beobachtet werden (Hostetter et al. 2017). Die steigenden Werte an
Lymphozyten bei jungeren Pferden werden mit der Auseinandersetzung erhdhter
Antigenexposition und erhdhter immunologischen Aktivitdt in Zusammenhang gebracht
(Gerber et al. 2003; Hostetter et al. 2017). Des Weiteren wurden bei einigen Untersuchungen
hohere Anteile an neutrophilen Granulozyten in der BAL und im TBS von alteren Pferden >10
Jahren gefunden (Hoffman 1999; Widmer et al. 2009), allerdings nicht bei allen (Gerber et al.
2003).

Eine erhohte Kopfposition, wie beim Transport erforderlich, fihrt nach 12 bzw. 24 Stunden zu
einer deutlich erhéhten Anzahl an Bakterien, einer Erhéhung des Anteils der neutrophilen
Granulozyten im TBS sowie nach 12 Stunden bereits zu milden respiratorischen Symptomen
(Racklyeft und Love 2006; Raidal et al. 1997). Somit hat auch ein langerer Transport vor der
Probenentnahme Einfluss auf die zytologischen Ergebnisse.

Die Wichtigkeit eines standardisierten Protokolls zur Probenentnahme, Probenbearbeitung

sowie ahnlicher Umwelteinflisse (Haltung, Jahreszeit, Belastung, Transport) vor der
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Probenentnahme wird durch die oben genannten Punkte verdeutlicht. Andernfalls kénnte auch
die Zytologie desselben Pferdes bei wiederholter Probenentnahme durch verschiedene

Einflisse variieren.

2.8 Zytologische Verdachtsdiagnosen und Zusammenhang zytologischer Ergebnisse mit
klinischen Symptomen

Die Zytologie des TBS und der BAL soll unterstitzend zur Diagnosestellung von MEA und
SEA beitragen (Couetil et al. 2016). Bei der Auswahl der Probenart (TBS oder BAL) sollte
berlcksichtigt werden, dass es Unterschiede in den zytologischen Befunden und somit in der
Diagnosestellung geben kann (Allen et al. 2006; Derksen et al. 1989; Malikides et al. 2003;
Rossi et al. 2018). Die Unstimmigkeiten bei der Diagnosestellung zwischen TBS und BAL,
basierend auf den Prozentzahlen der neutrophilen Granulozyten, wurden mit 37% bei der
Diagnose von jungen Rennpferden mit Leistungsinsuffizienz und nur 17,5% bei einer
Probennahme von 154 Pferden angegeben (Malikides et al. 2003; Rossi et al. 2018). Aus
diesem Grund wird fir eine komplette Beurteilung des unteren Atemtraktes die
Probenentnahme von TBS und BAL empfohlen, wobei die BAL das Mittel der Wahl zur
Identifikation von Mastzellen darstellt (Allen et al. 2006; Hughes et al. 2003).

Bei der Schwere der Erkrankung wird auf die Anteile der Entziindungszellen an der
Gesamtzellzahl sowie auf weitere Hinweise einer chronischen Entziindung geachtet (Bedenice
et al. 2008; Couetil et al. 2016; Couetil und Denicola 1999; Lavoie 2021). Bei der BAL gibt es
durch das Consensus Statement der IAD (MEA) festgelegte Referenzwerte, ab denen MEA
zytologisch definiert ist (Couetil et al. 2016). Die Definition beschreibt eine milde Erhéhung des
Anteils an neutrophilen Granulozyten von >10% und/oder von Mastzellen und eosinophile
Granulozyten von >5% (Bedenice et al. 2008; Couetil et al. 2016; Couetil und Denicola 1999;
Fogarty und Buckley 1991; Hare und Viel 1998; Hoffman et al. 2003; Lavoie 2021). Es wurde
bemerkt, dass ein Grenzwert von 5% neutrophilen Granulozyten zu streng gewahlt ist und
>10% neutrophile Granulozyten als diagnostischer Grenzwert besser geeignet ist, da wie oben
beschrieben eine bessere Ubereinstimmung zwischen beiden Lungenhalften erfolgt und unter
anderem bereits die Stallhaltung der Pferde Einfluss auf die Zytologie haben kann (Depecker
et al. 2014; Mazan 2018). Beim TBS werden >20% neutrophile Granulozyten im TBS bei
Rennpferden als erhéht angesehen (Hoffman et al. 2003). Bei gesunden Quaterhorses ohne
Leistungsinsuffizienz wurden allerdings 25 = 9,59% neutrophile Granulozyten im TBS
festgestellt (Azevedo et al. 2014). Des Weiteren konnte Robinson et al. bei mehr als 70% einer
Population an Freizeitpferden >20% neutrophile Granulozyten nachweisen. Die Autoren
empfehlen diesen Grenzwert nicht als einzigen Indikator fiir eine Atemwegsentziindung zu
sehen (Robinson et al. 2006).
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Weitere Studien zeigten, dass Pferde im Rennen hdhere Anteile an neutrophilen Granulozyten
im TBS aufwiesen und Pferde mit 20-50% im Vergleich zu <20% neutrophilen Granulozyten
mit grélRerer Wahrscheinlichkeit eine hdhere Leistungsbereitschaft zeigten (Holcombe et al.
2006; Widmer et al. 2009). Auch hier kann diskutiert werden, ob ein Grenzwert von 20%
neutrophilen Granulozyten im TBS fir Sportpferde und Freizeitpferde als zu stringent gewahlt
ist.

Bei MEA kommt es zu einer Vermehrung der schleimhaltigen Substanzen und einer dichteren
Anordnung der Schleimfaden (Diekmann und Deegen 1990). Wahrend die neutrophile Form
mit mehr Mukus einhergeht, zeigt sich das mastzell- oder eosinophil-assoziierte Asthma mit
weniger Schleim (Schwarz und Kihn 2021). Die meisten neutrophilen Granulozyten sind
ausgereift mit nur milden Anzeichen einer Degeneration (Hodgson und Hodgson 2002).
Tracheobronchialmukus von = 2/5 bei Rennpferden und = 3/5 bei Freizeit- und Sportpferden
kann zur Diagnose von MEA beitragen (Couetil et al. 2016; Gerber et al. 2004).

Die BAL wird der TBS Zytologie fir die Diagnose von MEA vorgezogen, da es Variationen in
der Differenzialzellzahlung im TBS gesunder Pferde gibt, die morphologische Darstellung und
Identifikation der Zellen im TBS schlechter ist und kein Zusammenhang zwischen erhdhten
Entziindungszellen (neutrophile Granulozyten) im TBS und einer Leistungsinsuffizienz
festgestellt werden konnte (Couetil et al. 2016; Holcombe et al. 2006; Pirie 2017).

SEA wird bei einem Anteil von >25% neutrophilen Granulozyten in der BAL zytologisch
diagnostiziert (Jean et al. 2011; Robinson 2001). Es kommt somit zu einer deutlichen
Erhéhung nicht degenerierter, oft hypersegmentierter neutrophiler Granulozyten und einer
verminderten Anzahl an Lymphozyten und Makrophagen als bei gesunden Pferden (Couetil et
al. 2001; Jean et al. 2011; Pirie 2014). Das TBS ist charakterisiert durch eine dominierende
Anzahl an neutrophilen Granulozyten, einer erhéhten Zelldichte und einer erhéhten Menge an
Mukus (Diekmann und Deegen 1990). Erhéhte Mengen an Mukus sowie Curschmannspiralen
geben wie bereits erklart Hinweise auf eine Hyper- und Dyskrinie. Die Anzahl der neutrophilen
Granulozyten nimmt mit der Schwere der Erkrankung zu (Diekmann und Deegen 1990).
Weitere Hinweise auf eine chronische Entziindung sowie auf eine Stérung der mukoziliaren
Clearance und eine Hyper- und Dyskrinie werden durch das Vorkommen von Fremdmaterial,
eventuell extrazellularer Bakterien, aktivierter Makrophagen, Curschmannspiralen und das
Vorkommen von Becherzellen gewonnen (s. Kap. 2.7.4.). Bei SEA in Remission und MEA
kann es zu Uberlappungen der zytologischen Befunde kommen (Cian et al. 2015). Eine
Akkumulation von Trachealmukus >2/5 kann ebenfalls hinweisend auf SEA sein, ist allerdings
ebenfalls bei MEA zu finden (Couetil et al. 2016).

Die endglltige Diagnosestellung des EA sowie die Einteilung in einen Subtyp erfolgt als
Zusammenspiel der klinischen, endoskopischen, zytologischen und mikrobiologischen
Befunde (Couetil et al. 2016).
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Einige Studien haben sich mit dem Zusammenhang zwischen bestimmten Zellarten in der BAL
und im TBS und den klinischen und endoskopischen Befunden beschaftigt. Es konnte gezeigt
werden, dass vermehrte Mengen an Trachealsekret mit verminderter Leistung einhergehen,
da das Sekret die Atemwege verlegt und die Atemfunktion limitiert (Holcombe et al. 2006;
Widmer et al. 2009). Ebenso konnte ein Zusammenhang zwischen erhdéhten Mengen an
Trachealmukus und Erhéhungen der neutrophilen Granulozyten im TBS festgestellt werden
(Allen et al. 2006; Holcombe et al. 2006). Ein Zusammenhang zwischen dem Vorkommen an
Trachealsekret und neutrophilen Granulozyten in der BAL wurde ebenfalls bei einigen aber
nicht allen Studien beobachtet (Allen et al. 2006; Gerber et al. 2003; Koblinger et al. 2011).
Erhéhte Werte an neutrophilen Granulozyten in der BAL konnten in einigen Studien mit
Leistungsinsuffizienz in Zusammenhang gebracht werden (Fogarty und Buckley 1991; Richard
et al. 2010). In einer Studie zur Leistungsinsuffizienz bei Rennpferden konnten in 80% erhdhte
Entziindungszellen, vor allem neutrophile Granulozyten (34%) und Mastzellen (57%)
festgestellt werden (lvester et al. 2018). Es wurde beobachtet, dass bei einer Erhéhung der
Mastzellpopulation um 1% die Wahrscheinlichkeit zu gewinnen um 9% sank (lvester et al.
2018). Pferde mit MEA zeigten Veranderungen im Blutgasaustausch bei Belastung sowie eine
starkere Hypoxamie als gesunde Kontrollgruppen (Couetil und Denicola 1999). Eine milde
neutrophile Entzindung kann in einem Freizeitpferd unbeachtet bleiben, aber ausreichend fur
eine Leistungsinsuffizienz von Rennpferden sein (Holcombe et al. 2001).

Ein Zusammenhang besteht ebenfalls zwischen einer neutrophilen Atemwegsentziindung und
vermehrtem Husten (Bedenice et al. 2008). Aus diesem Grund kann Husten als spezifischer
und sensitiver Indikator fir das Vorkommen einer vermehrten Anzahl an neutrophilen
Granulozyten in der BAL und im TBS interpretiert werden (Hoffmanet al. 2003; Bedenice et al.
2008; Christley et al. 2001; Christley et al. 2015).

Auch respiratorische Dysfunktionen kdnnen in Zusammenhang mit Veranderungen in der BAL-
Zytologie gebracht werden, wobei auch Veranderungen der Lungenfunktion in subklinischen
Erkrankungsformen vorkommen kénnen (Richard et al. 2009). Mastzellen konnten mit einer
Hyperreaktivitat der Atemwege bei Pferden mit Leistungsinsuffizienz assoziiert werden, wobei
die Mastzellprodukte zu einem Bronchospasmus, einer Verdickung der Atemwegswand
und/oder dem Verlust der elastischen Funktion beitragen kénnen (Bedenice et al. 2008;
Hoffman et al. 1998). Die Rlickgewinnungsrate der BAL ist signifikant geringer bei Pferden mit
Erhéhungen in der Mastzellpopulation (Lavoie et al. 2011). Bei MEA konnte eine haufige
Erh6hung der Mastzellpopulation beobachtet werden (lvester et al. 2018; Ivester et al. 2014b;
Mazan 2018). Des Weiteren konnte eine Korrelation von eosinophilen Granulozyten und der
Atemwegsreaktivitat bei jungen Rennpferden festgestellt werden, was den eosinophil-
mediierten Schaden am Epithel oder die Modulation des glatten Muskeltonus widerspiegeln
kann (Hare und Viel 1998).
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3 Material und Methoden

3.1 Ziele der Studie

Im Rahmen dieser Studie sollte die intra- und interindividuelle Varianz der zytologischen
Ergebnisse sowie der zytologischen Diagnosestellung von TBS und BAL bei Pferden mit EA
sowie lungengesunden Pferden untersucht werden. Daflir wurden luftgetrocknete Ausstriche
von TBS und BAL an vier verschiedene Labore innerhalb Deutschlands verschickt sowie
klinikintern durch zwei Untersucher zytologisch beurteilt.

Wahrend der Studie fiel auf, dass die zytologische Befundung von TBS und BAL der einzelnen
Labore besonders in Bezug auf die Angaben zur Differenzialzellzahlung z.T. erhebliche
Unterschiede aufwiesen. Zum einen wurden semiquantitative Angaben (Erklarung s. Kap.
2.7.3.), zum anderen Prozentzahlen (quantitative Werte) bei der Differenzialzellzdhlung
angegeben. Durch diese Erkenntnisse wurde klar, dass ein interindividueller Laborvergleich
mit den urspriinglichen TBS- und BAL-Befunden nicht moglich war.

Ziel der Arbeit war es daher zunachst die intraindividuelle Varianz der zytologischen
Ergebnisse innerhalb der Labore zu untersuchen. Im Anschluss sollte die unterschiedliche
zytologische Befundung von TBS und BAL durch verschiedene Labore evaluiert werden sowie
ein vereinheitlichtes Scoring System zur zytologischen Befundung von TBS und BAL erarbeitet
werden. Das vereinheitlichte Scoring System wurde schlieRlich zur Uberprifung der
interindividuellen Varianz der verschiedenen Labore herangezogen. Auf diese Weise sollte die
Validitat der zytologischen Diagnostik von equinem Asthma bei Verlaufsuntersuchungen oder

beim Wechsel eines Labors beurteilt werden.

3.1.1 Vorgehen

Fur die Studie wurde Probenmaterial verwendet, dass im Rahmen des genehmigten Projektes
G 0156/21 gewonnen wurde. Zudem wurde Probenmaterial verwertet, dass im Rahmen der
von Besitzern beauftragten Untersuchung ihrer atemwegserkrankten Pferde gewonnen wurde,
Ubrigblieb.

Es wurden Atemwegsuntersuchungen bei 15 Pferden durchgefiihrt, wobei die Pferde zur
Abklarung von respiratorischen Symptomen an der Klinik fir Pferde der Freien Universitat
Berlin vorgestellt wurden. Die Atemwegssymptome beinhalteten vor allem rezidivierenden
oder anhaltenden Husten, Ruhedyspnoe, Leistungsinsuffizienz sowie ausbleibenden
Therapieerfolg. Als Ergebnis der Atemwegsuntersuchungen ergaben sich drei Gruppen von

Pferden mit unterschiedlichen Diagnosen mit jeweils fliinf Probanden. Die erste Gruppe
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bestand aus den lungengesunden Pferden, die zweite Gruppe aus Pferden mit MEA und die
dritte Gruppe aus Pferden mit SEA.

Die Untersuchung des respiratorischen Systems in der Klinik fur Pferde wurde in zwei Schritte
unterteilt. Im ersten Schritt erfolgten eine klinische Allgemeinuntersuchung, eine spezielle
Untersuchung des Atmungstraktes und die Entnahme von venésem und arteriellem Blut.
AuRerdem wurde eine Endoskopie der Atemwege inklusive der Entnahme von TBS sowie eine
BAL durchgefuhrt. Eine Lungenfunktionsdiagnostik wurde im Rahmen der
Atemwegsuntersuchung nicht durchgeflihrt, diese gehort allerdings ebenfalls zum Spektrum
der Diagnostik des EA.

Der zweite Schritt beinhaltete die labordiagnostische Auswertung der Lungenproben (TBS und
BAL). Dazu gehorte die Bearbeitung der Aspirate und Lavageflissigkeiten inklusive der
Anfertigung von zytologischen Ausstrichen. Im Rahmen der Abklarung respiratorischer
Symptome der Patienten, erfolgte eine zytologische Untersuchung der Proben zunachst in der
Klinik fur Pferde der Freien Universitat Berlin. Die Befunde der zytologischen Untersuchung
wurden zusammen mit den Befunden der klinischen und endoskopischen Untersuchung sowie

der Blutuntersuchung zur endgultigen Diagnosestellung in der Klinik herangezogen.

AnschlieRend erfolgte der Versand und die zytologische Untersuchung der TBS- und BAL-
Ausstriche durch vier verblindete Fremdlabore. Um die Zuverlassigkeit der zytologischen
Untersuchung ebenfalls in der Klinik fir Pferde der Freien Universitat Berlin zu untersuchen,
wurden die Ausstriche durch zwei erfahrene, verblindete Untersucher der Klinik zytologisch
untersucht. Fir die Fremdlabore und die klinikinternen Untersucher wurden von jedem Pferd
von den TBS- und BAL-Proben eigene Ausstriche angefertigt. Zusatzlich wurden von jedem
Pferd ein doppelter Ansatz an Ausstrichen angefertigt und diese als zwei unterschiedliche
Pferde verblindet an die Labore verschickt.

Im Verlauf der Studie fielen wie bereits beschrieben die unterschiedliche Befundung bzw. die
unterschiedlichen Angaben zur Differenzialzellzahlung von TBS und BAL der verschiedenen
Labore auf. Daher wurden weitere Informationen zu den laborinternen Befundungen erfragt
und anschlieflend ein Vergleich aufgestellt. Daraufhin wurde das vereinheitlichte Scoring
System zur zytologischen Befundung von TBS und BAL erstellt um einen interindividuellen

Laborvergleich ermdglichen zu kénnen.

3.2 Patienten
3.2.1  Vorbericht und Signalement

Bei der Anamnese wurden Daten des Signalements der Pferde (Alter, Rasse, Geschlecht)

erfragt. Des Weiteren wurden Informationen Uber den Vorstellungsgrund bzw. die
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respiratorischen Symptome sowie den Krankheitsbeginn und Verlauf erfragt. Besonderes
Interesse galt der Schwere der respiratorischen Symptome wie Leistungseinbul3en,
gelegentliches oder haufiges Husten und einer Ruhedyspnoe. Die Besitzer wurden ebenfalls

zu bereits stattgefundenen Untersuchungen und Vorbehandlungen befragt.

3.2.2 Klinische Untersuchung

Die Pferde trafen am Vortag oder am Tag der Untersuchung in der Klinik ein. Bei Ankunft am
selben Tag wurden die Pferde zunachst eingestallt und erst nach einer Orientierungsphase in
der neuen Umgebung untersucht. Nach der Untersuchung des Atmungstraktes blieben die
Pferde mindestens 24 Stunden zur Kontrolle der inneren Korpertemperatur und des
Allgemeinbefindens im stationaren Klinikaufenthalt.

Bei allen Patienten wurden eine Kklinische Allgemeinuntersuchung sowie eine spezielle
Untersuchung des Respirationstraktes durchgefiihrt. Es wurde vor allem auf die
Atemfrequenz, den Atemtyp sowie das Vorkommen von spontanem Husten geachtet. Die
Atemfrequenz war erhoht bei Uber 16 Atemzigen pro Minute und der Atemtyp sollte
costoabdominal sein. Des Weiteren wurde das Vorhandensein von Nasenausfluss sowie
dessen Qualitat beurteilt und die Ausldésbarkeit von Husten durch Druck auf die erste
Trachealspange uUberprift. Die innere Kdrpertemperatur der Pferde wurde dokumentiert. Es
erfolgte aulferdem eine Lungenauskultation sowie Lungenperkussion. Bei der
Lungenauskultation wurde das Lungenfeld sowie die Trachea abgehért und es wurden
Veranderungen vom physiologischen Auskultationsbefund in Form einer geringgradig oder
hochgradig inspiratorisch verscharften Atmung bis hin zu Giemen und Rasseln dokumentiert.
Bei der Lungenperkussion wurde eine Vergréllerung des Lungenfeldes Uber die
Lungengrenzen hinaus und deren Ausmall dokumentiert. Die Untersuchung des

Atmungstraktes erfolgte in Ruhe.

3.2.3 Arterielle Blutgasanalyse

Im Anschluss an die klinische Untersuchung erfolgte in unsediertem Zustand die arterielle
Blutgasanalyse. Dazu wurde mit einer kleinlumigen 22G Kanlile etwa eine Handbreit proximal
des Uberganges zwischen Hals und Brust aus der rechten Arteria carotis communis arterielles
Blut entnommen und in eine heparinisierte Blutgasspritze Uberfihrt. Direkt im Anschluss
erfolgte die Analyse des arteriellen Blutes zur Uberpriifung des Sauerstoff- (PaO2) und
Kohlenstoffdioxid- (PaCO2) Partialdruckes.
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Aus den Ergebnissen der arteriellen Blutgasanalyse (aBGA) wurde die alveolo-arterielle
Sauerstoffpartialdruckdifferenz p(A-a)O2 berechnet. Dazu wurde der aktuell vorherrschende
Barometerdruck in mmHg (pB), der Wasserdampfdruck der Alveolarluft (47mmHg) (pH20) und

der relative Sauerstoffanteil der Raumluft (20,95%) verwendet (Deegen und Klein 1986).

Formel:

p(A-a)O02 = (pB-pH20) x 0,2095 - paO2 - paCO2

3.2.4 Blutanalyse

Fir die anschlieRende endoskopische Untersuchung der Atemwege wurden die Pferde mit
0,02-0,04 mg/kg Detomidinhydrochlorid (Cepesedan RP, cp pharma) und 0,02-0,05 mg/kg
Butorphanol (Butorgesic, cp pharma) sediert.

Im gleichen Schritt wurde vendses Blut zur Analyse der Leukozyten und zur Bestimmung des
Serum Amyloid A Wertes (SAA) entnommen. Fir Hinweise zum Ausschluss einer
systemischen Entziindung oder Infektion wurden die Leukozyten zusammen mit dem SAA-

Wert und der inneren Korpertemperatur beurteilt.

3.2.5 Bronchoskopie

Die Durchfiihrung der Endoskopie erfolgte bei allen Pferden in einem Untersuchungsstand und
in ausreichend sediertem Zustand. Zur Endoskopie wurde ein Videoendoskop (Karl Storz,
Tuttlingen, Deutschland) mit einer Lange von 180cm und einem AufRendurchmesser von
10mm verwendet. In den Arbeitskanal des Endoskops wurde ein Katheter zur Aspiration von
TBS eingefihrt, nach dem die Spitze des Katheters mit sterilem Gel umhillt wurde. Das
Endoskop wurde durch die Nlster in den ventralen Nasengang vorgeschoben bis der Larynx
erreicht wurde. Der Pharyxbereich wurde in Bezug auf pharyngeale Hyperplasie aber auch
andere Auffalligkeiten beurteilt. Ein weiteres Augenmerk lag auf der Stellung und Funktion der
Aryknorpel zur Beurteilung einer Hemiplegia laryngis. Auch die Epiglottis wurde in ihrer Lage
und weiteren Auffalligkeiten beurteilt. Die Farbe der Schleimhaut sowie bereits mogliche
Schleimanheftungen im Pharynx- und Laryxnbereich wurden dokumentiert. Anschlielend
wurde das Endoskop bei Inspiration in die Trachea vorgeschoben. Bei verstarktem Hustenreiz
der Pferde wurde das Vorschieben des Endoskops um kurze Zeit verzdgert. Beurteilt wurde
die gesamte Lange der Trachea bis zur Bifurcatio tracheae. Mdgliche Schleimanheftungen

wurden nach dem Scoring System von Gerber et al. bezuglich der Menge und der Viskositat
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beurteilt (Gerber et al. 2004). Dabei konnten bei der Menge und der Viskositat jeweils 0-5
Punkte vergeben werden.

Die Bifurcatio tracheae wurde ebenfalls beurteilt, wobei eine messerscharfe Aufzweigung als
physiologisch angesehen wurde. Beim Vorschieben des Endoskops in Richtung Bifurcatio
tracheae wurde, wenn mdglich TBS aspiriert. Dies erfolgte, wie bereits in Kapitel 2.7.2.1.
beschrieben. Bei den Iungengesunden Pferden war die Trachea meist ohne
Sekretanheftungen oder mit nur geringgradigen und wenig viskésen Akkumulationen von TBS
versehen. In diesen Fallen wurde eine Tracheobronchiallavage wie bereits beschrieben mit 20
ml steriler Kochsalzlésung durchgefiihrt.

Nach Entnahme des TBS wurde der Katheter entfernt und ein neuer Katheter eingefiihrt. Uber
diesen wurde als Vorbereitung auf die Bronchoaleoldre Lavage 20 ml einer 2%igen
Lidocainhydrochloridldsung im dorsalen Bereich der Bifurcatio tracheae auf die Schleimhaut
appliziert, um die Hustenrezeptoren zu blockieren (Barton et al. 2007). Besonders bei Pferden
mit SEA zeigt sich eine Hyperkontraktilitdt der peripheren Atemwege im Vergleich zu
gesunden Pferden (Matusovsky et al. 2016). AnschlieBend wurden TBS-Katheter und

Endoskop entfernt.

3.2.6 Bronchoalveolare Lavage

Im Anschluss an die Endoskopie fand bei allen Pferden eine BAL zur Beprobung der
peripheren Lungenanteile statt. Die BAL wurde blind mit Hilfe einer BAL-Sonde aus Silicon mit
aufblasbarem Cuff, einer Lange von 300cm und einem Auflendurchmesser von 10mm
durchgefiihrt. Die Durchfihrung erfolgte so steril wie mdglich durch zwei Personen. Eine
Person schob die sterile BAL-Sonde wie in Kapitel 2.7.1.3 erklart in einen distalen Bronchus
der 4.-6. Generation vor. Bei verstarktem Hustenreiz der Pferde wurde die Untersuchung
erneut fir ca. 1-2 min unterbrochen, bis sich die Pferde wieder beruhigt hatten.

Dann erfolgte die Eingabe von 300 ml steriler phosphatgepufferter und erwarmter
Kochsalzlésung (PBS) tber drei 100 ml Spritzen. Die Kochsalzlésung wurde zlgig mit leichtem
Druck instilliert, um ein Abrei3en der Flissigkeitssaule zu verhindern. Im Anschluss wurde die
Flissigkeit durch dieselben 100 ml Spitzen wieder aspiriert. Dabei wurde darauf geachtet,
nicht GbermaRigen Unterdruck zu erzeugen, um ein Kollabieren des Bronchus zu verhindern.
Das Erscheinen von weilllichem Schaum innerhalb der Flissigkeit (Surfactant) wurde als
Hinweis fir eine erfolgreiche Probenentnahme aus den peripheren Atemwegen gewertet. Die
gewonnene Flissigkeit aus allen Spritzen wurde in das urspriingliche Behaltnis der
phosphatgepufferten Kochsalzldsung gepoolt. Sobald keine weitere Flussigkeit mehr aspiriert
werden konnte, wurde die Luft aus dem Cuff entfernt und die BAL-Sonde aus den Atemwegen

zurtckgezogen.
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3.3 Labordiagnostische Untersuchungen
3.3.1 Bearbeitung der Proben

Die BAL wurde zunachst makroskopisch auf das Vorhandensein von Schaum und Tribung
sowie mogliche Beimengungen von Debris beurteilt. Das TBS so wie auch die BAL wurden
innerhalb einer Stunde bearbeitet.

Aus dem TBS wurde ein mikrobiologischer Tupfer zur Uberpriifung des Vorhandenseins
pathogener Keime im Atemtrakt der Pferde enthommen und an das Institut fur Mikrobiologie
und Tierseuchen der Freien Universitat Berlin geschickt. AnschlieBend wurden zytologische
Ausstriche des TBS angefertigt. Dazu wurde ein stecknadelkopfgrof3er Tropfen der Probe auf
einen Objekttrager gegeben und dieser wie ein Blutausstrich ausgestrichen (s. Kap. 2.7.2.3.).
Besonders bei zahviskdésen Ausstrichen wurde darauf geachtet, nicht zu viel Probenmaterial
auf den Objekttrager aufzutragen, um eine diinne Ausstrichoberflachliche zu gewahrleisten.
Auf diese Art und Weise wurden 12 TBS-Ausstriche pro Pferd angefertigt und luftgetrocknet.
Die Proben der Tracheobronchiallavage und der BAL wurden zunachst zentrifugiert, um eine
ausreichende Zellularitdt zu erreichen. Die Zentrifugation erfolgte bei 1500 rpm fir 10 min
wobei die Proben gleichzeitig auf 4°C herunter gekihlt wurden (MS Laborgerate). Bei der
Tracheobronchiallavage wurde der Uberstand abpipettiert und das Zellpellet mit der restlichen
FlUssigkeit resuspendiert. Aus dieser Probe wurden wie bereits beschrieben die zytologischen
Ausstriche angefertigt.

Bei der BAL wurde der Uberstand abgekippt und wenn nétig weiterer Uberstand abpipettiert.
Das Zellpellet wurde mit der restlichen Flussigkeit resuspendiert und es wurden ebenfalls wie
oben beschrieben Ausstriche angefertigt. Auch hier wurde nur ein stecknadelkopfgrofRer
Tropfen der Probe auf den Objekttrager aufgetragen. 12 Ausstriche der BAL wurden von jedem
Pferd angefertigt, sodass schlief3lich von jedem Pferd insgesamt 24 Ausstriche fur die Studie

zur Verfugung standen.

3.3.2 Farbung und Trocknung

Eine ausreichende Lufttrocknung wurde innerhalb von 30min erreicht. Die Praparate, die zum
Versand an die Labore vorgesehen waren, wurden nicht weiterbearbeitet.

Die Ausstriche, die klinikintern beurteilt wurden, wurden im Anschluss mit einer Diff-Quik-
Farbung (Haema Schnellfarbung, Firma: Labor und Technik Eberhard Lehmann GmbH)
angefarbt. Daflir wurden die Ausstriche nacheinander funf Mal fir jeweils eine Sekunde in drei
verschiedene Losungen eingetaucht. Die erste Losung bestehend aus Methanol und

Methylenblau dient zur Fixierung, die weiteren zwei Losungen sind Farbeldésungen. Die erste
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Farbeldsung besteht aus Phosphatpuffer und Eosin und die zweite Farbeldésung aus
Phosphatpuffer und Azur.

AnschlieRend wurden die Ausstriche grundlich mit destillietem Wasser abgespult, um
Uberschissige Farbelésung und zu dick aufgetragenes Probenmaterial zu entfernen. Die
Ausstriche wurden erneut luftgetrocknet.

Die Farbung der Ausstriche, die fir die klinikinterne Analyse vorgesehen waren, erfolgte sofort.
Die verschickten Ausstriche wurden erst in den Laboren mit unterschiedlichen Farbungen (s.
Kap. 3.5.1.) gefarbt.

3.3.3 Zytologische Analyse von TBS und BAL in der Klinik fir Pferde

Die gefarbten Ausstriche des TBS und der BAL wurden zur abschlieRenden Diagnosestellung
zunachst im Rahmen der Atemwegsuntersuchung in der Klinik fir Pferde zytologisch beurteilt.
Die Befunde der zytologischen Untersuchung dienten ebenfalls zur Diagnosestellung fir die
15 Studienpferde.

3.4 Diagnosestellung und Einteilung der Studienpferde

Die Diagnosestellung im Rahmen der Atemwegsuntersuchung der 15 Pferde erfolgte als
Zusammenspiel der klinischen, endoskopischen und zytologischen Auswertung. Alle Befunde
der Untersuchungen wurden mit Hilfe des Scoring Systems von Barton und Gehlen eingestuft
(s. Tab. 3) (Barton und Gehlen 2022). Bei der abschlieRenden Bewertung wurden 0—1 Punkte
als gesund, 2-3 Punkte als geringgradig, 4—6 Punkte als mittelgradig, = 7 Punkte als
hochgradig erkrankt eingestuft. Auf diese Art und Weise ergaben sich aus den 15

Studienpferden 3 Gruppen mit unterschiedlichen Diagnosen.

Die Beurteilung der gesamten Befunde aller Untersuchungen, wie sie in der Klinik fiir Pferde
erfolgt ist, stellt den Goldstandard zur Diagnosestellung dar. Die Diagnosen der Studienpferde,
die im Rahmen der Atemwegsuntersuchung gestellt wurden, dienten daher als Grundlage fir
die weitere Studie und den Vergleich mit den zytologischen Diagnosen der Fremdlabore und

auch der klinikinternen, verblindeten Untersucher.
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Tabelle 3: Klinisches Scoring System nach Barton und Gehlen 2022.

Untersuchung
Hustenauslésung (max. 1
Punkt)

Ruhedyspnoe (max. 3
Punkte)

Lungenperkussion (max. 2
Punkte)

Lungenauskultation (max. 2
Punkte)

Tracheobronchoskopie
(max. 2 Punkte)

BALF Zytologie (max. 3
Punkte)

Blutgasanalyse (max. 2
Punkte)

Befund

Nicht auslosbar
Mehrfach auslésbar
Auswurf

Spontaner Husten
Abdominale Atmung
Verlangerte Exspiration
Einsinkende Intercostalraume
Nusternblahen
Dampfrinne
Afteratmung
Erweiterung 3 Finger
Erweiterung Handbreit
Erweiterung 2 Handbreit
Rasseln

Knistern

Giemen

Sekret deutlich vermehrt u./o. mafig

viskos

Sekret hochgradig vermehrt u./o.

zahviskos

Carina tracheae deutlich verdickt

Neutrophile Granulozyten <5%

Neutrophile Granulozyten 5-10%
Neutrophile Granulozyten 10-25%

Neutrophile Granulozyten >25%

AaDO2 7-14 mmHg
AaDO2 >14 mmHg
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3.5 Uberprifung der intra- und interindividuellen Varianz zytologischer Ergebnisse
3.5.1  Auswahl und Angebot der Labore

Im nachsten Schritt der Studie wurden zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der
zytologischen Untersuchung von TBS und BAL die Ausstriche durch vier weitere verschiedene
Fremdlabore innerhalb Deutschlands sowie durch zwei Untersucher der Klinik fir Pferde
analysiert und beurteilt. Die Klinik fur Pferde wird im Folgenden als funftes Labor bezeichnet
mit zwei verschiedenen Untersuchern A und B.

Die Voraussetzung fur die Auswahl der Labore war zum einen ein entsprechendes Angebot
der zytologischen Untersuchung von Ausstrichen und zum anderen die Moglichkeit einer
verblindeten Analyse. Die Labore wussten somit nicht, dass sie die Ausstriche im Rahmen
einer Studie analysierten.

In Tabelle 4 sind Informationen zu den Angeboten der zytologischen Untersuchung, den
bendtigten Materialien und den Kosten der Labore 1-5 zusammengestellt. Alle Informationen
wurden aus den Untersuchungsantragen, den Webseiten der Labore sowie durch direkten
Kontakt (E-Mail oder Telefon) erhoben.

Die Einsendung von zytologischen Ausstrichen wird bei einigen Laboren, wegen der
schlechten Probenqualitat eingesandter FlUssigkeiten, bevorzugt. Flussigkeiten muissen
zwingend gekuhlt und moglichst schnell (innerhalb von 24h) in den Laboren ankommen. Sollte
in der Praxis oder Klinik die Mdglichkeit zur Anfertigung eines Zytospinausstrichs bestehen,
wird dies von den Laboren aufgrund der gleichmafligen Probenverteilung bevorzugt.
AuRerdem sind bei einigen Laboren auch zwei oder mehr Ausstriche von TBS und/oder BAL
gewlnscht. Durch die Beurteilung mehrerer Ausstriche erhadlt man ein reprasentativeres
Ergebnis der Zellzusammensetzung. Eine bakteriologische Untersuchung des
Probenmaterials ist bei allen Laboren mdglich.

AuRerdem wurde aufgefuhrt, welche Farbungen fur die Zytologie genutzt werden und welche
Angaben sie zur Differentialzellzahlung machen. Nicht alle Fremdlabore gaben Informationen
zum Vorgehen bei der Differenzialzellzahlung an oder haben diesbezlglich kein einheitliches
Schema. Dies wurde durch die besonders in Ausstrichen des TBS vorkommende
ungleichmafige Zellverteilung begrundet.

An die Labore wurden ungefarbte Ausstriche verschickt, sodass diese ihre laborinterne

Farbung nutzen konnten.
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Tabelle 4: Laborangebote zur zytologischen Untersuchung von TBS und BAL.

Labore

Labor 1

Labor 2

Labor 3

Labor 4

Labor 5

Angebote

Zytologische Untersuchung
luftgetrockneter Ausstriche oder
Nativflissigkeit

Zytologische Untersuchung oder
zytologische Untersuchung mit
Mehraufwand

BAL Profil mit Zytologie und
bakteriologischer und
mykologischer Untersuchung

Zytologische Untersuchung
luftgetrockneter Ausstriche

BAL Profil (Zytologie und
Zellkonzentration mit oder ohne
bakterieller Untersuchung);
Zytospin mdglich
Zytologie sonstiger Flussigkeiten

Zytologische Untersuchung von
Aspiraten/ Ausstrichen

Zytologische Untersuchung von
TBS und/oder BAL

benétigtes Material

Ausstriche und/oder
Nativflissigkeit in EDTA

bis zu 4 Ausstriche oder 1x
Flissigkeit und max. 2 Ausstriche
oder
5-6 Ausstriche oder 2
Lokalisationen oder 1x Flissigkeit
und mehr als 2 Ausstriche
keine Angaben

Ausstriche (max. 4)

mind. 20 ml BAL Flussigkeit
aufgeteilt in EDTA und nativ (ohne
Additivum); Ausstriche; bei Bedarf
BU Tupfer mit Medium
Flussigkeit in EDTA und
Ausstriche
Bevorzugt Ausstriche; auch
maoglich mind. 10ml konservierte
Spulflissigkeit (5-10%iges
Formalin)

Luftgetrockneter Ausstriche
bevorzugt; (Nativflissigkeit
moglich)
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Angaben zur
Differentialzellzahlung
semiquantitative Angaben
bei TBS und BAL,
Auswertung von ca. 5
Gesichtsfeldern/Ausstrich
semiquantitative Angaben
bei TBS und BAL, kein
einheitliches Schema zum
Vorgehen

Prozentangaben bei TBS
und BAL;
Zahlung 300 kernhaltiger
Zellen

Prozentangaben fir den
Ausstrich mit der hdheren
Zellularitat (TBS oder BAL)

Semiquantitative Angaben
bei TBS, Prozentangaben bei
BAL (Zahlung 400 Zellen)

Farbung Kosten
(Nettopreis)
Pappenheim 30€ (TBS/BAL);
60€ (TBS+BAL)
Diff Quik 41,50€
55€
modifizierte 60,30€
Wright
Giemsa
71,10€;
93€ (mit BU)
64,80€
Pappenheim 60€
Diff Quik 37€ (TBS/BAL);

55,50€ (TBS+BAL)
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3.5.2 Aufteilung der Proben und Versand

Insgesamt wurden von jedem Pferd bei der einmaligen Probennahme gleichzeitig jeweils 12
Ausstriche des TBS und der BAL angefertigt. Zur Untersuchung der intraindividuellen Varianz
wurden die Ausstriche eines Pferdes auf zwei neue ,fiktive* Pferde (6 TBS und 6 BAL-
Ausstriche pro Pferd) aufgeteilt. So wurden aus den Proben eines Pferdes zwei Proben a und
b des gleichen Pferdes geschaffen. Aus den beprobten 15 Pferden wurden so 30 Pferde.
Jedes Labor bzw. Untersucher erhielt somit einen TBS- und einen BAL-Ausstrich pro Pferd (s.
Abb. 7). Auf diese Weise untersuchten alle Labore/Untersucher zweimal verblindet die Proben
a und b desselben Pferdes.

Alle 30 Pferde erhielten neue Namen, ein neues Signalement (Alter, Geschlecht) sowie
unterschiedliche Vorberichte. Diese Informationen wurden fliir jedes Pferd in einem
Untersuchungsantrag des jeweiligen Labors angegeben. Der Vorbericht enthielt Angaben zur
Haltung, Futterung, den klinischen Symptomen sowie den endoskopischen Befunden der
Pferde. Die Vorberichte wurden so konzipiert, dass zwei Pferde mit den gleichen Proben
unterschiedliche klinische Symptome, unterschiedliche Befunde in der Atemwegs-
untersuchung und unterschiedliche Angaben zum Management erhielten. Auf diese Art und
Weise konnte kein Zusammenhang zwischen den eigentlich identischen Pferden hergestellt
werden und den Untersuchern gelang es nicht immer einen Zusammenhang zwischen
Vorbericht und zytologischem Befund zu erkennen, sodass die zytologische Analyse und
Diagnose im Vordergrund standen.

Der Versand der Ausstriche erfolgte nach der Diagnosestellung in der Klinik fur Pferde
innerhalb von zwei Tagen nach der Probenentnahme. Dabei wurden die gleichen Proben eines
Pferdes aufgeteilt auf zwei Pferde zeitversetzt versandt, sodass die Proben in den
Fremdlaboren nicht gleichzeitig beurteilt wurden.

Die Proben wurden in daflir vorgesehenen Transportbehdltern und einem zusatzlich

gepolsterten Briefumschlag versandt.
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Pferd 1
(12 TBS + 12 BAL
Ausstriche)
Pferd 1 Probe a Pferd 1 Probe b
(6 TBS + 6 BAL (6 TBS + 6 BAL
Ausstriche) Ausstriche)

\ ‘ Labor 5 Labor 5
U Labor 1 }H Labor 2 W Labor 3 W Labor 4 ’H Labso'ro\5 WH Labsolg5 U Labor 1 W Labor 2 }H Labor 3 ’H Labor 4 H US A ’U US B

Abbildung 7: Aufteilung der Ausstriche von TBS und BAL beispielhaft an einem Pferd, US: Untersucher.
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3.5.3 Verblindete, zytologische Untersuchung in der Klinik fur Pferde

Um die Reproduzierbarkeit zytologischer Ergebnisse innerhalb der Klinik fir Pferde der Freien
Universitat Berlin zu Uberprifen, wurden alle Ausstriche ebenfalls klinikintern durch zwei
erfahrene, verblindete Untersucher (A und B) beurteilt. Dies erfolgte nach Abschluss der
Atemwegsuntersuchung der Studienpferde. Die Untersucher beurteilten unabhangig
voneinander und verblindet die Proben von 30 Pferden an unterschiedlichen Tagen. Dabei
wurden nie die gleichen Proben eines Pferdes am selben Tag beurteilt.

Die zytologischen Untersuchungen in der Klinik durch die zwei Untersucher erfolgten mittels
Lichtmikroskop (Olympus BX 41) bei TBS und BAL. Dazu wurden zunachst die Ausstriche in
100-facher VergréRerung beurteilt, um einen Uberblick (iber den Ausstrich und einen Eindruck
Uber die Zelldichte und Zellverteilung zu erlangen. Dabei wurde der gesamte Ausstrich
untersucht. AulRerdem wurden erste Informationen Uber das Vorkommen verschiedener
Zellarten und weiterer Materialien gewonnen. Des Weiteren wurden semiquantitative Angaben
zum Gehalt an Mukus notiert.

AnschlieRend erfolgte bei 500-1000-facher VergroBerung und Olimmersion die Beurteilung
einzelner Zellpopulationen und weiterer Strukturen bei TBS und BAL. Dafir wurde beim TBS
der Ausstrich maanderférmig analysiert, um eine moglichst reprasentative Auswertung des
gesamten Ausstrichs zu erhalten. Eine Differentialzellzahlung der Entziindungszellen sowie
eine Beurteilung des Funktionszustandes der Zellen wurde bei beiden Probenarten
durchgefiihrt. Beurteilt wurden hierbei Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Lymphozyten,
eosinophile Granulozyten und Mastzellen. Epithelzellen wurden als kernhaltige Zellen
ebenfalls beurteilt aber nicht mit in die Differentialzellzahlung aufgenommen.

Beim TBS wurden semiquantitative Angaben zur Differentialzellzahlung der
Entzindungszellen angegeben. Bei den Makrophagen wurden darlber hinaus Angaben Uber
das Vorhandensein einer Doppel- oder Mehrkernigkeit (Riesenzellen), Gber die Phagozytose
von Fremdmaterial, Bakterien oder anderen Zellen und Uber das Auftreten von schaumigen
Makrophagen gemacht. Ein degeneratives (lytisches) Aussehen der neutrophilen
Granulozyten wurde ebenfalls erwahnt. Darliber hinaus wurden semiquantitative Angaben zu
Epithelzellen, Creolakérperchen und Becherzellen gemacht. Auch Curschmannspiralen,
Hyphen und Konidien, weitere Materialien sowie intra- oder extrazellulare Bakterien wurden in
Form von semiquantitativen Angaben dokumentiert. In Tabelle 5 ist der klinikinterne
Befundbogen zur zytologischen Analyse von TBS dargestellt.

Die zytologische Auswertung der BAL erfolgte &hnlich wie bereits beim TBS beschrieben. Fur
die Differentialzellzdhlung wurden hierbei allerdings mindestens 400 kernhaltige Zellen,
ausgenommen Epithelzellen, gezahlt. Daflir wurden verschiedene Lokalisationen Uber den
gesamten Ausstrich hinweg beurteilt, um auch hier ein reprasentatives Ergebnis zu erhalten.

Die quantitativen Ergebnisse wurden in Prozentzahlen fiir jeden Zelltyp angegeben. Darlber
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hinaus wurde das Vorhandensein weiterer Strukturen wie beim TBS dokumentiert und
Angaben zum Funktionszustand der Zellen gemacht. In Tabelle 6 ist der Befundbogen zur

zytologischen Analyse der BAL dargestellt.

Tabelle 5: Zytologischer Befundbogen des TBS der Klinik fiir Pferde der Freien Universitét
Berlin.

Qualitat des

Ausstrichs

Zelldichte gar. () mar. ( ) har. ()

Makrophagen | -( ) |+ () ++ () ++t+ ()
Schaumig ( ) Hamosiderin ( ) Phagoyzytose ( )

Neutrophile () [ HC) [ +C) [+ () [+ () ++++ () | Lysis ()

Granulozyten

Lymphozyten () [(WC) [+() [+ () [+ () t++ ()

Eosinophile () [ (H0) [+C) [+ () [+ () ()

Granulozyten

Mastzellen () [H0) [+C) [+ () [+ () tHtt ()

Kreola- -() |+ () ++ () +++ ()

Korperchen

Epithelzellen () |+ () ++ () +++ ()

Becherzellen -() |+ () ++ () +++ ()

Jugendliche =() | + () ++ () +++ ()

Becherzellen

Riesenzellen () |+ () ++ () +++ ()

Curschmann- () [HO)[+(0) ++ () +++ ()

Spiralen

Hyphen und () |+ () ++ () +++ ()

Konidien

Bakterien =() | + () ++ () +++ ()

intrazellular ()

extrazellular ( )

Mukus -() |+ () ++ () ++t+ ()
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Tabelle 6: Zytologischer Befundbogen der BAL der Klinik flir Pferde der Freien Universitét
Berlin.

Qualitat der Probe
Zelldichte gar. () mgr. () har. ()

Makrophagen (%)

Phagozytose ( ) | Mehrkernigkeit ( ) | Hamosiderohagen ( )

Neutrophile Lyse ( )

Granulozyten (%)

Lymphozyten (%)

Eosinophile
Granulozyten (%)

Mastzellen (%)

Mukus +() ++ () +++ ()
Curschmannspiralen | - () + ()

Epithelzellen +() ++ () +++ ()
Bakterien - () intrazellular ( ) extrazellular ( )
Hyphen und Konidien | - ( ) + ()

weitere Materialien

3.5.4 Befundung der Fremdlabore

Die Ergebnisse der Fremdlabore wurden als Untersuchungsbefunde an die Klinik fiir Pferde
der Freien Universitdt Berlin geschickt. Diese beinhalteten Ergebnisse zu folgenden

Parametern, die in der zytologischen Untersuchung beurteilt wurden:

- Zelldichte

- Alveolarmakrophagen

- Neutrophile Granulozyten

- Lymphozyten

- Eosinophile Granulozyten

- Mastzellen (BAL)

- doppel- oder mehrkernige Zellen
- Mukus

- Curschmannspiralen

- Epithelzellen

- Fremdmaterial (Pollen, Hypen, Konidien)

- Bakterien
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Diese Parameter wurden in der anschlieRenden Auswertung miteinander verglichen.

Es wurden nicht immer Ergebnisse zu allen Parametern bei den Befundungen angegeben.

In die Differenzialzellzdhlung aufgenommene Zellarten waren Alveolarmakrophagen,
neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, eosinophile Granulozyten und Mastzellen, bei einem
Labor zusatzlich die Epithelzellen. Im TBS wurden nur duflerst vereinzelt Angaben zu
Mastzellen gemacht, daher wurde diese Zellart im Weiteren nur in der BAL berlcksichtigt. Die
Differentialzellzédhlung des TBS erfolgte semiquantitativ bei zwei der vier Fremdlabore.
Prozentuale Angaben wurden bei zwei der vier Labore fur das TBS gemacht. Auch die
Differenzialzellzahlung der BAL erfolgte bei zwei Laboren semiquantitativ. Die anderen zwei
Labore gaben hierbei Prozentangaben fir die Zellarten an. Weitere Ergebnisse der
Befundungen, die Befundinterpretationen sowie Informationen Uber die zytologischen
Verdachtsdiagnosen der Labore werden in Kapitel 5.2. beschrieben.

Die semiquantitativen Angaben der Labore wie geringgradig, mittelgradig, hochgradig oder
dominierend stellten absolute Anteile der Zellart am gesamten Zellbild dar und bedeuteten
keine pathologische Vermehrung der Zellart, d.h. nicht mittelgradig vermehrte Zellen, sondern

ein mittelgradiger Anteil der Zellart am gesamten Zellbild.

Durch die Befundbbgen der Labore wurden bereits erste Informationen und Erkenntnisse tuber
die Gradeinteilungen der semiquantitativen Begrifflichkeiten zu den einzelnen Zellarten und
weiteren Strukturen gewonnen (vereinzelt, geringgradig, mittelgradig, hochgradig,
dominierend, usw.). Da diese aber nicht immer sicher in eine Grofenreihenfolge eingeteilt
werden konnten (bedeuten z.B. zahlreich oder etliche eine gréRere Menge an Zellen), wurde
bei den Laboren eine genaue Reihenfolge der Gradeinteilungen im Nachgang erfragt. Zur
Veranschaulichung wurden die Angaben zur Befundung der genannten Parameter aller
Labore in den Tabellen 4 und 5 im Anhang aufgefuhrt.

Zwischenstufen der semiquantitativen Begriffe wie geringgradig bis mittelgradig wurden
laborlibergreifend immer der niedrigeren Stufe zugeordnet. Um eine statistische
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurde darauf verzichtet die Zwischenstufen extra
aufzufiihren, da es sonst bei einigen Parametern unverhaltnismalig viele

Einteilungsmadglichkeiten gegeben hatte.

3.5.5 Intraindividuelle Varianz der Ergebnisse

Im ersten Teil der Auswertung wurde die Ubereinstimmung der zytologischen Untersuchung
innerhalb der Fremdlabore und innerhalb der Untersucher A und B der Klinik fir Pferde
Uberprift. Dazu wurden die Ergebnisse der zytologischen Untersuchung eines Pferdes,

aufgeteilt auf zwei ,neue” Pferde (a und b), innerhalb der Labore miteinander verglichen. Jedes
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Pferd erhielt durch die Aufteilung der Proben des gleichen Pferdes zu jedem der beurteilten
Parameter z.B. Makrophagen (s. Kap. 3.5.3.) zwei Ergebnisse (Probe a und b des gleichen
Pferdes), die miteinander verglichen wurden. Beurteilt wurde somit die intraindividuelle Varianz
der Ergebnisse der Proben a und b innerhalb der Labore zu den genannten Parametern, die
bei der Befundung beurteilt wurden.

Die semiquantitativen Begriffe wurden fir die statistische Auswertung mit Hilfe der jeweiligen
Bewertungsschemata der Labore in kategoriale Daten Uberfuhrt (s. Tab. 4 und 5 im Anhang).
Die Prozentangaben einiger Labore wurden direkt als metrische Daten zum Vergleich
herangezogen.

Hierbei ist zu beachten, dass die Labore unterschiedliche Angaben zur Differenzialzellzahlung
gemacht haben (semiquantitativ oder prozentual) und diese statistisch unterschiedlich
ausgewertet werden mussten (s. Kap. 4). TBS und BAL wurden unabhangig voneinander

bewertet, da sich das zytologische Bild beider Proben unterschiedlich darstellen kann.

Anzumerken ist, dass es sich um die Proben desselben Pferdes handelt, die am selben Tag
bei nur einer Untersuchung der Atemwege entnommen wurden, die Labore und Untersucher
allerdings nicht dieselben Ausstriche beurteilt haben. Es wurden initial fur jedes Labor oder
Untersucher eigene Ausstriche angefertigt, sodass man von einer Variabilitdt der
Ausstrichqualitat, Zelldichte und Zellverteilung sowie Verteilung weiterer Strukturen auf den
Objekttragern ausgehen muss. Aus diesem Grund kénnen gewisse Unterschiede bei der

Befundung der Ausstriche eines Pferdes vorkommen.

3.5.6 Interindividuelle Varianz der Ergebnisse

Im zweiten Teil der Auswertung sollte die interindividuelle Varianz der zytologischen
Ergebnisse zwischen allen Laboren und Untersuchern zu den Proben eines Pferdes beurteilt
werden. Mehrfach ist bereits auf die Problematik eines Vergleichs zwischen den Laboren
hingewiesen worden. Hierbei sind die unterschiedlichen Bewertungsschemata der Labore
aufzufiihren. Zum einen erfolgten die Bewertungen der Differentialzellzahlung semiquantitativ
oder prozentual (quantitativ) und zum anderen stuften die Labore die semiquantitativen
Begriffe in unterschiedliche viele Grade bei den verschiedenen Zellarten ein.

Bei der Bewertung der Makrophagen im TBS gibt es somit bei einem Labor finf Méglichkeiten
der Gradeinteilung der semiquantitativen Begriffe (vereinzelt, wenige, einige, zahlreich, etliche,
massenhaft), bei dem nachsten finf (vereinzelt, geringgradig, mittelgradig, hochgradig,
dominierend) und bei einem weiteren drei Moglichkeiten (geringgradig, mittelgradig,
hochgradig). Die Ergebnisse waren so statistisch nicht auswertbar, da metrische

(Prozentangaben), ordinale und nominale Daten (semiquantitative Begriffe) vorlagen. Ebenso
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wenig war zu diesem Zeitpunkt ein Vergleich zwischen den Laboren, die semiquantitativ

bewerteten, aufgrund der Einstufung der Begriffe in unterschiedlich viele Grade, mdéglich.

Das Ziel war es dennoch die zytologischen Untersuchungen der Proben eines Pferdes durch
alle Untersucher zu vergleichen und so die interindividuelle Varianz auszumachen. Aus
diesem Grund wurde eine Moglichkeit gesucht, die Bewertungsschemata der Labore zu
vereinheitlichen. Die quantitativen und semiquantitativen Ergebnisse mussten vergleichbar
gemacht werden und daher war die Idee, die semiquantitativen Gradeinteilungen der
verschiedenen Labore zu definieren. Diese Definition sollte die Zuordnung einer prozentualen
Spannbreite der Anteile einer Zellat am Gesamtzellbild (z.B. 20-40%) zu den
semiquantitativen Begriffen (z.B. mittelgradig) darstellen. Auf diese Weise sollte ein
vereinheitlichtes Schema der Begriffsdefinitionen erstellt werden und die Prozentwerte den
passenden semiquantitativen Begriffen zugeordnet werden, um eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu ermoglichen.

Bei allen Laboren bzw. Untersuchern, die semiquantitative Begrifflichkeiten bei der
zytologischen Untersuchung von TBS und/oder BAL nutzten, wurden Definitionen der
laborintern genutzten semiquantitativen Begriffe erfragt. Durch die Definitionen sollte
herausgefunden werden was eine ,mittelgradige Anzahl® an neutrophilen Granulozyten im
TBS oder in der BAL fir die verschiedenen Labore genau bedeutet. Aulderdem sollten
Angaben dazu gemacht werden, ob es Unterschiede zwischen den Definitionen der einzelnen
Zellarten und zwischen TBS und BAL gibt. Die Erklarungen beziehen sich nur auf die an der

Differentialzellzédhlung beteiligten Zellarten.

Die Schwierigkeit zur Angabe dieser Prozentwerte besteht darin, dass die Ausstriche eine
unterschiedliche Zellularitat aufweisen und daher je nach Zelldichte die semiquantitativen
Begriffe unterschiedlich gewahlt werden. Wird so in einem zellarmen Ausstrich eine
geringgradige Anzahl einer Zellart angegeben, kann diese dennoch der vorherrschende
Zelltyp sein. Somit gibt es eine gewisse Divergenz der semiquantitativen und prozentualen
Angaben. Aus diesem Grund spielt der Anteil der Zellart am Gesamtzellbild aber auch der
Zellgehalt des Ausstrichs eine Rolle fir die Bewertung. Bei den Definitionen der
semiquantitativen Angaben wird aus diesem Grund von einer angemessenen Zellularitat des

Ausstrichs ausgegangen.
In den Tabellen 7 und 8 werden die Befundungsschemata der Labore 1-5 (Labor 5: Klinik fiir

Pferde) sowie die prozentualen Spannbreiten zur Definition der semiquantitativen Begriffe bei
TBS und BAL angegeben.
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Auffallig bei der Gegenuberstellung sind die Definitionen des Labors eins, das fur jede Zellart
und fur beide Probenarten (TBS und BAL) dieselben prozentualen Spannbreiten fir die
semiquantitativen Begriffe angibt. Somit bedeuten ,einige® Makrophagen, neutrophile
Granulozyten, eosinophile Granulozyten und Mastzellen ein Vorhandensein der Zellarten am
Gesamtzellbild von 20-40%. Hierbei gibt es keine Unterscheidung zwischen den Zellarten oder
der Probenart (TBA und BAL). Somit stellen ,einige“ neutrophile Granulozyten im TBS und in
der BAL einen Anteil von 20-40% am Gesamtzellbild dar.

Ein weiteres Labor unterscheidet bei den Definitionen zwischen jeder Zellart, sodass ein
»geringgradiger Gehalt“ bei den Makrophagen im TBS ein Anteil von