
Im Rahmen des 46. DGP−Kongresses organisierte der Arbeits−
kreis ¹Vergleichende Pathologie und Pathophysiologie des respi−
ratorischen Systems“ der Deutschen Veterinärmedizinischen
Gesellschaft (DVG) in Zusammenarbeit mit der Sektion ¹Patho−
physiologie und Aerosolmedizin“ der Deutschen Gesellschaft
für Pneumologie (DGP) am 18.03.2005 einen speziellen Work−
shop zu spezies−übergreifenden Aspekten der broncho−alveolä−
ren Lavage (BAL).

Die BAL ist ein Verfahren mit einem breiten diagnostischen Ein−
satz in der Humanmedizin, der Veterinärmedizin und auch in
der experimentellen Forschung. Ziel des Workshops war es,
durch einen interdisziplinären Austausch die methodischen und
diagnostischen Möglichkeiten bei unterschiedlichen Spezies auf−
zuzeigen. Darüber hinaus wurden die Unterschiede herausge−
stellt, die sich sowohl aus den spezifischen Bedingungen als
auch aus den verschiedenen Indikationen einer BAL bei unter−
schiedlichen Spezies ergeben. Das Spektrum der Beiträge reichte
von klinischen bis zu experimentellen Aspekten sowie von diag−
nostischen bis zu therapeutischen Indikationen und umfasste

die Spezies Mensch, Nager, landwirtschaftliche Nutztiere (Rind,
Schwein, Schaf, Ziege) und Liebhabertiere (Katze, Hund, Pferd).

Innerhalb des Workshops wurden die methodischen Besonder−
heiten bei der Durchführung und der Interpretation von Befun−
den einer BAL herausgearbeitet, die besonders aus der großen
Variabilität der anatomischen und physiologischen Vorausset−
zungen der unterschiedlichen Spezies resultieren. Dabei wurde
deutlich, dass die offenbar so vielseitig einsetzbare BAL in ihrer
konkreten Anwendung bei verschiedenen Spezies sehr spezifi−
sche Sachkenntnisse erfordert und Ergebnisse liefert.

Im Rahmen des Workshops kam es zu einem sehr informativen
Wissensaustausch und konstruktiven Dialog zwischen Human−
medizinern und Veterinärmedizinern. Dabei zeigte sich, dass ex−
perimentelle wie klinische Probleme der verschiedenen Arbeits−
gebiete trotz aller Unterschiede zwischen Mensch und Tier sehr
ähnlich sind. Die Erkenntnisse des Workshops motivieren, weiter−
hin nach Gemeinsamkeiten und Synergismus zu suchen und den
Dialog der Disziplinen und der Arbeitsgruppen zu intensivieren.
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BAL beim Menschen

U. Costabel, Ruhrlandklinik Essen, Abteilung für
Pneumologie/Allergologie

Die broncho−alveoläre Lavage (BAL) hat sich in den letzten 30
Jahren zu einer diagnostischen Routinemethode in der Pneumo−
logie entwickelt. Die BAL kommt auch in der Forschung zum Ein−
satz, wenn es gilt, Material für Zell− und molekularbiologische
Untersuchungen zur Abklärung der Pathogenese von Lungener−
krankungen zu gewinnen. In der Diagnostik liegt der Schwer−
punkt auf dem Gebiet der interstitiellen Lungenerkrankungen,
wobei diese auch infektiöser Natur sein können. Die BAL ist eine
wenig invasive Methode, die auch bei schwerkranken Patienten
ohne wesentliches Risiko durchgeführt werden kann, im Gegen−
satz zu den invasiveren Methoden der transbronchialen und chi−
rurgischen Lungenbiopsie. Ein weiterer Vorteil der BAL im Ver−
gleich zur Biopsie besteht darin, dass ein Gebiet von der Größe
eines Lungensegments, zumindest eines Subsegments ausge−
spült wird. Damit sind die mit der BAL erhobenen Befunde reprä−
sentativer für die Veränderungen in der Gesamtlunge als biopti−
sche Untersuchungen, die nur Fragmente der Lunge erfassen
können.

Die Technik ist inzwischen auf der Basis mehrerer Empfehlungen
internationaler Fachgesellschaften einigermaßen standardisiert.
So sollte das Instillationsvolumen zwischen 100 und 300 ml lie−
gen, die einzelnen Fraktionen zwischen 20 und 60 ml. Kleinere
Instillationsmengen führen zur Kontamination des Materials
durch Bronchialepithelien und Entzündungszellen aus den Bron−
chien, so dass dann keine repräsentative Aussage über Verände−
rungen im Lungenparenchym mehr möglich ist.

Im Labor werden routinemäßig Gesamtzellzahl, Zellvitalität und
die Differenzialzytologie der Entzündungszellen durch Zählung
von mindestens 600 Zellen in Mai−Grünwald−Giemsa gefärbten
Präparaten bestimmt. Zusätzlich muss die Morphologie der Zel−
len beurteilt werden: Rauchermakrophagen, Schaummakropha−
gen und Plasmazellen, z.B. bei exogen allergischer Alveolitis,
Staubeinschlüsse bei Pneumokoniosen, maligne Zellen bei
Lymphangiosis, sowie charakteristische Veränderungen bei Al−
veolarproteinose, Nachweis eisenpositiver Makrophagen bei−
spielsweise bei alveolärem Hämorrhagiesyndrom und schließ−
lich auch Nachweis infektiöser Erreger wie Pneumocystis carinii.

Beim Gesunden finden sich relativ wenige Entzündungszellen in
der Differenzialzytologie, die Lymphozyten betragen unter 15 %,
Neutrophile unter 3 %, Eosinophile und Mastzellen unter 0,5 %.

Neben den oben erwähnten charakteristischen morphologischen
BAL−Befunden, die unmittelbar eine relativ spezifische Diagnose
erlauben, liefern die differenzialzytologischen Muster naturge−
mäß keine sichere Diagnose, können jedoch in Kombination mit
klinischen, vor allem mit HR−CT−Befunden, das differenzialdiag−
nostische Spektrum einengen bzw. eine klinische Verdachtsdiag−
nose so stark untermauern, dass eine Biopsie dann nicht mehr
erforderlich ist. Eine isolierte Lymphozytose in der BAL findet
sich beispielsweise bei Sarkoidose, in Zweidrittel der Fälle unter−
stützt durch einen erhöhten CD4/CD8−Quotienten. Bei exogen al−

lergischer Alveolitis kommen neben der stärkeren Lymphozyto−
se auch auffällige morphologische Besonderheiten ins Spiel, und
es findet sich fast regelmäßig auch eine leichte Granulozytose
sowie eine sehr stark erhöhte Gesamtzellzahl. Aber auch Tuber−
kulose, Kollagenosen, medikamentös induzierte Alveolitiden
sind mit Lymphozytosen verbunden. Ein neutrophiles−eosino−
philes BAL−Muster ist der charakteristische Befund der idiopathi−
schen Lungenfibrose (IPF). Findet sich bei klinischem und HR−CT−
Verdacht auf IPF eine zusätzliche starke Lymphozytose, so sollte
die Diagnose der IPF in Zweifel gezogen werden. Ein eosinophiles
Muster ist Hinweis auf die Gruppe der eosinophilen Lungener−
krankungen. Eine gemischtförmige Alveolitis mit Vermehrung
aller Entzündungszellen sehen wir meist bei BOOP, Kollageno−
sen, NSIP und medikamentös−induzierter Alveolitis.

Im diagnostischen Ablauf sollte zunächst ein HR−CT durchge−
führt werden. Das HR−CT−Muster erlaubt bereits eine bestimmte
Einengung der Differenzialdiagnose und die BAL kann dann bei
bestimmter Fragestellung eine relativ präzise Antwort geben.
Als Beispiel sei ein Milchglasmuster im CT bei einem rauchenden
Wellensittichhalter erwähnt. Finden sich in der BAL ausschließ−
lich Rauchermakrophagen mit wenig Entzündungszellen, so
handelt es sich um die Raucherkrankheit RBILD. Findet sich eine
starke Lymphozytose, ist eine exogen allergische Alveolitis nahe−
liegend, zahlreiche eisenpositive Makrophagen wären Hinweis
auf eine alveoläre Hämorrhagie.

Eine Wiederholung der BAL im Krankheitsverlauf für klinische
Zwecke ist in der Regel nicht erforderlich, da unabhängig von ei−
ner eventuellen BAL−Aktivität die Therapie sich nach wie vor
nach klinischen und vor allem Funktionsbefunden richtet. Die
BAL sollte nur bei neuauftretenden unklaren Befunden im Ver−
lauf wiederholt werden.

BAL beim Nager

J. Hamacher1, S. Heyder1, R. Lucas2, R. Schramm3, G. W. Sybrecht1,
St. Uhlig4,
1Universitätsklinikum Homburg, Innere Medizin V/ Pneumologie,
Deutschland,

2Medizinische und pharmazeutische Biotechnologie, University
of Applied Sciences, IMC Krems, Österreich,

3Universitätsklinikum Homburg, Herz−Thoraxchirurgie,
Chirurgische Klinik, Deutschland,

4Forschungszentrum Borstel, Deutschland

Einleitung: Möglichkeiten der Abbildung des alveolären oder
bronchialen Milieus

Die broncho−alveoläre Lavage hat sich in der Human−Pneumolo−
gie als diagnostisches Hilfsmittel aufgrund der Kombination von
minimalem Risiko und hoher Aussagekraft in verschiedenen kli−
nischen Situationen fest etabliert [1]. Im Tierversuch wird die
BAL im Gegensatz zur klinischen Situation fast ausschließlich
am terminal narkotisierten oder euthanasierten Tier angewandt
und konkurriert deshalb mit invasiveren Methoden wie der His−
tologie, die zum Verständnis pathologischer Prozesse unersetz−
bar ist und dabei komplexe räumliche und qualitative Aufschlüs−
se bietet. Hier stehen uns heute eine Fülle von alternativen Un−
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tersuchungsmethoden zur Verfügung, einige von ihnen sind in
Tab.1 gezeigt. Die Methodenwahl sollte die eindeutige Beant−
wortung der gestellten wissenschaftlichen Frage[n] erlauben,
und sie sollte praktikabel und finanzierbar sein. Praktikabel und
finanzierbar ist die BAL, aber was leistet sie? Mithilfe der BAL
wird das alveoläre ± und in Grenzen auch das bronchiale ± Milieu
bezüglich seiner zellulären und nicht−zellulären Komponenten
darstellbar. Das gilt aber nicht für interstitielle oder vaskuläre
Veränderungen. In einem Asthmamodell kann z. B. ein entzünd−
liches Infiltrat lediglich submukös sein oder sich bis in die Muco−
sa ausdehnen; nur Letzteres wird in der BAL erfasst.

Die broncho−alveoläre Lavage (BAL)

Die BAL ist eine Methode zur Gewinnung zellulärer und azellu−
lärer Komponenten der epithelialen Flüssigkeit, die im Respira−
tionstrakt auf den Epithelzellen liegt (¹epithelial lining fluid“
[ELF]). Im Rahmen von pathologischen Prozessen wie bronchi−
aler Entzündung, Pneumonie oder akutem Lungenschaden kann
sich die ELF ganz grundlegend in ihrer zellulären und azellulären
Zusammensetzung verändern. Sie kann bei Lungenödem, z.B. bei
akutem Lungenschaden im humanmedizinischen Bereich in klei−
ner Menge relativ einfach gewonnen werden [2]; beim Kleintier
dürfte die gewonnene Menge meist prohibitiv klein sein. Die In−
stillation von meist ungepufferter 0,9 %iger NaCl−Lösung über die
großen Luftwege bis in die Alveolen führt zur Mischung der ¹epi−
thelial lining fluid“ mit dem instillierten Medium. Oftmals wird
EDTA zum Binden von Ca2+ und Mg2+ eingesetzt, um die Calcium−
abhängige Bindung von adhärenten Zellen zu lösen und dadurch
die Zellausbeute der BAL zu erhöhen. In einer Studie mit calci−
um−freiem Puffer, aber ohne EDTA, konnten 42 % aller Alveolar−
makrophagen durch die BAL nicht ausgewaschen werden [3]. An−
gemerkt sei, dass bei der Maus die Körperflüssigkeit, wie Plasma,
in der Größenordnung von 10 ±15 % höher osmolar ist als bei der
Spezies Mensch [4]; ob BAL mit entsprechend eingestellter NaCl−
Lösung Vorteile bietet, ist unbekannt. Durch vorsichtige Rückge−
winnung der Mischung erhalten wir die BAL−Flüssigkeit mit ih−
ren zellulären und azellulären Bestandteilen. Bei der Rückgewin−

nung empfiehlt es sich, möglichst schonend vorzugehen, das
heißt, nicht mit zu großem Unterdruck zu saugen, sondern nach
moderatem Saugen mit der Spritze lieber die Schwerkraft nut−
zend die Flüssigkeit aus der Lunge laufen zu lassen, gegebenen−
falls unter leichter Massage der Lunge bzw. des Thorax.

Die ¹epithelial lining fluid“ ist eine äußerst komplex zusammen−
gesetzte dünne Flüssigkeitsschicht, die die luminale Oberfläche
des (gesunden) Respirationstrakts überzieht. In den Alveolen
dürfte sie nahezu die gesamte epitheliale Oberfläche und die da−
zugehörige extrem dünne Surfactant−Schicht bedecken. Immun−
globuline, Komplementkomponenten, Albumin, á1−Antiprotea−
se, á2−Makroglobulin, â2−Mikroglobulin, Lactoferrin, reduziertes
Glutathion, die Vitamine A, C, D3 und E, verschiedene Eicosanoi−
de und viele weitere Stoffe sind Bestandteile der ELF. Die ELF be−
schränkt sich nicht nur auf den Alveolarbereich, sondern ist auch
in den Luftwegen vorhanden, wo sie bei Entzündungen wie Bron−
chitis auch akkumulieren kann [5]. Während einige Aspekte der
ELF in den letzen Jahren klarer herausgearbeitet werden konn−
ten, ist die Quantifizierung darin gelöster Stoffe so problema−
tisch, dass sowohl im Nager−Tierversuch als auch klinisch beim
Menschen meist darauf verzichtet wird [5]. Als grobe Richtlinie
darf wahrscheinlich davon ausgegangen werden, dass durch die
BAL eine Verdünnung der ELF auf ca. 1 % geschieht [5]. Somit
dürften z.B. gemessene Zytokine und Metaboliten grob geschätzt
in der ELF um einen Faktor 100 höher konzentriert sein als in der
BAL−Flüssigkeit.

Praktische Aspekte der Durchführung der BAL bei Nagern

Im Folgenden werden verschiedene praktische Aspekte zur
Durchführung der BAL beim Nager diskutiert. In unseren Ausfüh−
rungen beziehen wir uns vor allem auf Arbeiten mit der Maus, da
sie die am häufigsten verwendete Spezies ist.

BAL−Volumen, Durchgänge mit frischer Flüssigkeit versus
repetitives Instillieren der gleichen Flüssigkeit
Im Vordergrund steht die Frage, wozu die BAL durchgeführt
wird. Wird z.B. eine Mediator− oder Zytokin−Messung aus einem
Überstand als wichtigster Parameter gemessen, so kann es sinn−
voll sein, eine möglichst geringe Verdünnung des alveolären Mi−
lieus zu erreichen, so dass dann mit geringen Flüssigkeitsvolumi−
na, z. B. in der Maus mit 2 � 250 ìl PBS, lavagiert wird [6]. Eventu−
ell spricht dies auch für die Verwendung des gleichen Instillats ±
vorausgesetzt, dass genügend Flüssigkeit zurückgewonnen wird
± zur repetitiven Instillation (z.B. 4 Flüssigkeitsinstillationen, die
jeweils mit dreimaliger Wiederholung lavagiert werden [7]).
Steht das Gewinnen von Zellen im Vordergrund, kann repetitiv
instilliert werden, z.B. in der Maus mit 8� 0,5 ml [8], 3 � 0,8 ml
[9] oder 1 � 1,0 ml bis 6 bis 8 � 10± 1,5 ml [10± 12]. Anschließend
kann für Mediator− oder Surfactantmessungen der erste BALF−
Überstand verwendet werden [13]. Bei der Ratte werden ent−
sprechend bis 5 � 5,0 oder gar 8 � 8,0 ml Instillat verwendet
[14,15]. Durch Abklemmen oder Ligieren eines Lungenhilus
kann auch nur eine der beiden Lungen lavagiert werden und die
andere für andere Aufarbeitungsarten wie Histologie, Homoge−
nat−Gewinnung etc. benutzt werden. Die Methode der selektiven
BAL durch Abklemmen/Ligieren am Hilus ist auch bei einseitigen
Pathologien wie linksseitiger Ratten−Lungentransplantation

Tab. 1 Zusammenfassende Übersicht von ausgewählten Möglich−
keiten zur Beurteilung des alveolären oder bronchialen Mi−
lieus

1. Histologie und Immunhistologie inkl. Morphometrie, elektronenmikro−
skopischer Verfahren, In−situ−Hybridisierung

2. Lungenepithel−Gewinnung mittels Zytologie−Bürste

3. Lungenfunktionsmessung in vivo und/oder ex vivo

4. Metabolitenmessungen ex vivo, z. B. mittels isoliert perfundierter
Nagerlunge (Ratte, Maus, Kaninchen¼)

5. Lungen−Mikroschnitt−Technik

6. Atemkondensat

7. broncho−alveoläre Lavage

8. Ödemflüssigkeit, z. B. bei Patienten mit akutem Lungenschaden,
Lungenödem

9. Sputum (Mensch)

10. Homogenatmessungen aus der Lunge oder aus Lungenteilgewebe

11. Methoden der klinischen Bildgebung (Röntgenbild, Computertomo−
graphie, MRI, PET) etc.
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[16], einseitigen Modellen warmer Ischämie, einseitiger Bestrah−
lung oder einseitiger Instillation einer Noxe sinnvoll.

Normierung der BAL
Prinzipiell ist es möglich, Zellzahl und Mediatorkonzentrationen
in der broncho−alveolären Lavageflüssigkeit (BALF) zu bestim−
men. Leider treten dabei bisher ungelöste Probleme auf. Erstens
ist die Lavage ein invasiver Prozess, der selbst die Ergebnisse be−
einflussen und die Atemwegsepithelien leicht schädigen kann
[3,17]. Zweitens ist bis heute noch kein Marker gefunden wor−
den, der es erlauben würde, zu unterscheiden, wie viel der ge−
wonnenen BALF instilliert worden ist und wie viel davon bereits
vorher in der Lunge war [1,18,19]. Aufgrund dieser Einschrän−
kungen sollten Messungen in der BALF vorsichtig und eher als
semi−quantitative Ergebnisse eingestuft werden. In jedem Falle
ist es notwendig und sinnvoll, die ¹Recovery“ anzugeben.

Die zurückgewonnene Flüssigkeitsfraktion, die aufgrund des Zie−
les, die gewonnenen Zellen mit dem Manöver nicht zu schädi−
gen, meist durch vorsichtigen Sog durch eine Spritze gewonnen
wird, beträgt grob zwischen 50 und 70%. Da mit dünnen Spritzen
mit sehr kleinen Stempeldurchmessern größere Drücke als mit
größeren Spritzen generiert werden, benutzen wir bei der Maus
relativ großstemplige gut laufende 2−ml−Spritzen, bei der Ratte
5−ml−Spritzen.

Sehr oft wird in Publikationen die Fraktion der zurückgewonne−
nen Flüssigkeit nicht angegeben. Ohne diese Angabe kann aber
theoretisch nicht ausgeschlossen werden, dass Konzentrations−
unterschiede zwischen Behandlungsgruppen nur auf einer un−
terschiedlichen ¹Recovery“ beruhen, so dass Messungen in der
BALF ohne die Angabe der ¹Recovery“ schwierig interpretierbar
sind.

Eine kürzlich erschienene Arbeit bei zwanzig Emphysempatien−
ten zeigte, dass das computertomographisch quantifizierte Em−
physem−Ausmaß, die CO−Diffusionskapazität und FEV1/VC mit
der BAL−Recovery korrelieren [20]. Ob sich dies bei Emphysem−
Modellen in Nagern bestätigen wird, bleibt offen, da die BAL−Re−
covery beim Menschen mit Emphysem mit der ineffizienten so
genannten Kollateralventilation zusammenhängen könnte, und
weil sich die Emphysem−Architektur zumindest bei durch Prote−
aseinstillation generierten Emphysemen deutlich gegenüber
derjenigen beim Raucher unterscheiden könnte.

Soll die BAL am exsanguinierten Nager erfolgen?
Exsanguination und Freiperfundieren des Herz−Lungenblocks
von Blut sind erforderlich, um blutfreie Lungenhomogenate zu
erhalten. Bezüglich der Beeinflussung der broncho−alveolären
Lavage dürften sie nicht von zentraler Bedeutung sein. Konzep−
tuell schließt die Situation einer blutfrei perfundierten Lunge in−
dessen weitergehend aus, dass größere Mengen Mediatoren aus
dem Blutkompartiment artifiziell ins alveoläre Milieu gelangen.

Tracheotomie
Bei Mäusen ist für die Tracheotomie eine 18G− oder 20G−Kanüle
geeignet, bei Ratten eine 14G−Kanüle (z.B. jeweils ein Venen−
oder Arterienkatheter). Beim Menschen wird z. B. mit dem Bron−
choskop mittels ¹Wedge“−Technik ein luft− und flüssigkeitsdich−
tes System zum Lavagieren hergestellt. Um ein luft− und flüssig−

keitsdichtes System auch beim Nager herzustellen, ist die BAL
bei kleinen Nagern mit Kathetern mit Cuff−Möglichkeit oder
dem Erreichen einer Wedge−Position theoretisch möglich. Auch
könnte bei Maus und Ratte eine BAL in vivo durchgeführt wer−
den, was allerdings eine protrahierte mechanische Ventilation
voraussetzt: Zumindest in Flüssigkeitsresorptionsstudien konn−
ten wir erarbeiten, dass Mäuse bis zu 22,5 ìl/g Körpermasse an
instillierter Flüssigkeit vertragen [Hamacher und Lucas, unpubli−
ziert]. Bei der BAL dürfen keine Glaspipetten eingesetzt werden,
da Glas die Alveolarmakrophagen stark aktiviert.

Temperatur des Instillats, Temperaturbedingungen für die
Aufbewahrung, Aufbewahrungszeit
Am besten wird die BAL mit steriler Lösung bei 4 8 C, idealerweise
am auspräparierten Lungenblock mit der Lunge auf Eis durchge−
führt. Dadurch wird die Aktivierung der Alveolarmakrophagen
und anderer Zellen während der Präparation minimiert. Aktivie−
rung von Zellen während der Lavage kann zur Freisetzung von
Mediatoren und damit zur Verfälschung von Messergebnissen
führen.

Idealerweise sollte die BALF zügig aufbereitet werden. In den
meisten Studien geschieht die Aufarbeitung innerhalb von einer
Stunde, in klinischen Studien allerdings erst nach 4 h [1]. Eine so
lange Standzeit ist nur dann unproblematisch, wenn einzig Zell−
zahl und −verteilung von Interesse sind; in diesem Fall kann die
BAL−Flüssigkeit bei 4 8 C gekühlt bis zu 24 h gelagert werden [21].
Da 0,9 % NaCl kein Nutrient für Zellen ist und die Zellviabilität
das wichtigste Problem bei langzeitiger Aufbewahrung sein
dürfte, kann Zellkulturmedium beigemischt werden, um die Via−
bilität konstant zu erhalten.

Gefäß und Mukus−Filtration
Für die Aufbewahrung und Verarbeitung sollten silikonisierte
Röhrchen benutzt werden, um die Adhärenz der Zellen so weit
wie möglich zu reduzieren (niemals Glas benutzen). Konische
Röhrchen bieten den Vorteil, das Pellet beim Auftrennen von
BAL−Überstand und zellulärer Fraktion exakter und verlustfreier
abpipettieren zu können, was besonders bei Versuchen mit der
Maus aufgrund der kleinen Überstandsmenge sinnvoll sein kann.

Wird in der Klinik normalerweise die BAL durch eine oder zwei
dünne Lagen steriler Nylon− oder Baumwollgaze gefiltert [1],
um beim Darstellen des alveolären Milieus so wenig Mukuspar−
tikel wie möglich beizumischen, so wird dies im Tierversuch
kaum angewendet. Da insbesondere eine ¹bronchiale Fraktion“
der BAL dadurch unterrepräsentiert werden kann, sollte der Un−
tersucher die Entscheidung über die Mukus−Filtration seinem
Untersuchungsziel anpassen.

Untersuchung zellulärer Bestandteile
Idealerweise wird die Zellzahl aus dem unkonzentrierten Aliquot
der gepoolten BAL ermittelt. Türk−Lösung wird oftmals zur Zäh−
lung benutzt [22,23]. Die Zentrifugation und (vorsichtige) Re−
suspension ergeben neue Fehlermöglichkeiten [21], Verluste der
Zellzahl pro Waschschritt von ungefähr 15 ± 20% werden ge−
nannt [1]. Dabei muss auch z.B. mittels Tryptanblau−Exklusion
die Zell−Viabilität geprüft werden [12].
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Zur Bestimmung der zellulären Zusammensetzung der BAL sind
Cytospin−Präparate der Standard. Ziel dürfte meistens sein,
50 000 bis 100 000 Zellen pro Zytozentrifugen−Präparat zu erhal−
ten. Indessen ist bei sehr knapper BAL−Menge auch eine Differen−
zierung bei weniger Zellen noch gut möglich. May−Grünwald−
Giemsa−Färbungen werden dafür am häufigsten verwendet
[8,15,24± 26], außerdem Wright−Giemsa−Färbungen [27] oder
Diff−Quick−Färbungen [6,7,10,14,22,28 ± 33]. Ob luftgetrocknete
oder fixierte Cytospin−Präparate verarbeitet werden sollen,
hängt von den weiteren Aufarbeitungszielen ab. In unseren Hän−
den hat sich für die Routineaufarbeitung zu Fragestellungen des
akuten Lungenschadens die Lufttrocknung und Auszählung mit−
tels May−Grünwald−Giemsa−Färbung bewährt.

Aufgrund der Zellzahl und der prozentualen Zusammensetzung
der BAL lassen sich auch Absolutzahlen von Zellen pro ml BAL
ausrechnen. Dabei dürfte die oft in einer Neubauer−Zählkammer
durch direkte Mikroskopie bestimmte Zellzahl das kritischere,
d.h. mit größerer Fehlermöglichkeit behaftete Maß sein. Ob
automatisierte, auf die BAL der Tiere optimierte Hämocytometer
genauer sind, bleibt zurzeit offen [28]. Selbstverständlich
können z.B. insbesondere in Asthmamodellen weitere mit den
BAL−Zellen angefertigte Cytospin−Färbungen [29, 34] oder die
Zellbestimmung mittels Fluorescence−activated−cell−scanner
(FACScan)−Technik [25] von hohem Interesse sein.

Azelluläre Bestandteile der BAL−Flüssigkeit
Das Spektrum azellulärer Bestandteile der BALF bzw. des BALF−
Überstandes ist analog zum Blutplasma schier unendlich. Dies
spiegelt sich z.B. in der Beschreibung der BALF als ¹Zytokin−Sup−
pe“ beim Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) oder in
Proteomics−Befunden und zweidimensionalen Gel−Elektropho−
resen [35] wider. Beim kleinen Nager besteht die Problematik
der Mediatormessung aus quantitativ stark limitierten Flüssig−
keitsmessungen. Dazu kann es notwendig sein, die Lavage−Flüs−
sigkeit zu reduzieren, um eine unnötige Verdünnung eines inte−
ressierenden Mediators zu vermeiden. Moderne Multiplex−
Messverfahren erlauben das Messen vieler Mediatoren gleich−
zeitig in geringen Probenmengen [36]. Bei der Messung von Me−
diatoren in der BALF ist immer auch das Phänomen der Kompar−
timentierung eines pathologischen Prozesses zu berücksichtigen
[37 ± 39], und sicherzustellen, dass Mediatoren in der BALF nicht
etwa aus der systemischen Zirkulation stammen.

Bestimmungen des kapillären Lecks
Besonders bei Modellen mit akutem Lungenschaden kann die
Quantifizierung der endothelialen und epithelialen Permeabili−
tätsstörung von Bedeutung sein. Die Dichtigkeit der aus endo−
thelial−interstitieller und interstitiell−alveolärer Barriere beste−
henden Alveolarwandschranke kann in vivo durch radionuklid−
markierte Blutbestandteile gemessen werden, z.B. durch 131I−Al−
bumin oder 125I−Albumin [40]. Die Messung von Evans−Blau ge−
bundenem Albumin korreliert sehr gut mit der Messung mit ra−
dioaktiv markiertem Albumin, und ist dieser Methode zumin−
dest bei reinem Ödem bei der Quantifizierung der Plasma−Exsu−
dation überlegen. Eine andere interessante Methode ist die Ver−
wendung von humanem Serumalbumin [29,41], das mit einem
zum Nageralbumin nicht−kreuzreaktiven Assay bestimmt oder
auch direkt FITC−markiert werden kann [42]. Im Gegensatz zu
den radionuklid−basierten Assays dürfte Hämoglobin bei photo−

metrischen Bestimmungsmethoden interferieren. Da transmu−
rale Schäden quasi obligatorisch mit alveolärer Hämorrhagie
einhergehen, ist somit mit einem gewissen Grad von Interferenz
bei den photometrischen Methoden zu rechnen.

BAL zur Ex−vivo−Stimulation und zur In−vivo−Stimulation
BAL−Überstände dürften das alveoläre Mediatormilieu einiger−
maßen abbilden. Neben der direkten Messung von Mediatoren
können BAL−Überstände auch zur Stimulierung anderer Zellprä−
parationen eingesetzt werden, z.B. von Endothelzellen [43, 44]
oder Neutrophilen [45]. Moxley u. Mitarb. [14] studierten gar
die Übertragung eines LPS−Lungenschadens auf ein weiteres
Tier durch die in der BALF beim LPS−Tier 5 h nach intratrachealer
LPS−Injektion gewonnenen Zellen.

Die Zellmaterialgewinnung für Ex−vivo−Versuche
als Alternative zu Zelllinien
Die BAL kann auch zur Materialgewinnung für Ex−vivo−Versuche
durchgeführt werden. Dieser Ansatz ist für Untersuchungen an
Alveolarmakrophagen derzeit ohne Alternative, da es bislang
keine Alveolarmakrophagen−ähnliche Zelllinie gibt. Interessan−
terweise übersteigt die Fähigkeit der Alveolarmakrophagen zur
Produktion von TNF die anderer Makrophagentypen bei weitem.
Als Beispiel können bei der Ratte durch 5 � 10 ml Instillat etwa
1,5 � 107 Alveolarmakrophagen mit einer Viabilität von 96 ± 98 %
aus der Lunge ausgewaschen, durch Adhärenz gewonnen und in
Kultur genommen werden, im Vergleich zu ca. 3,5 � 107 Peritone−
almakrophagen aus derselben Ratte [46].
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BAL bei landwirtschaftlichen Nutztieren

M. Ganter, Klinik für kleine Klauentiere und forensische Medizin
und Ambulatorische Klinik der Tierärztlichen Hochschule Hanno−
ver, Direktor: Prof. Dr. K.−H. Waldmann

Einleitung

Die broncho−alveoläre Lavage (BAL) spielt bei den landwirt−
schaftlichen Nutztierarten Rind, Schwein, Schaf und Ziege eine
sehr unterschiedliche Rolle. Dabei ist vor allem bedeutend, in
welchem Umfang und im Zusammenhang mit welchen Model−
len die verschiedenen Tierarten als Versuchstiere in Modellen
der Humanmedizin genutzt werden. Gleichzeitig spielt der
Wert des Einzeltieres bei diagnostischen und therapeutischen
Maßnahmen eine entscheidende Rolle. Während die BAL beim
Rind im Wesentlichen zur Klärung und zur Diagnostik buiatri−
scher Fragestellungen genutzt wird, wird sie beim Schwein nicht
nur diagnostisch sondern auch in sehr großem Umfang im Rah−
men humanmedizinischer Tierexperimente eingesetzt. Dies
hängt damit zusammen, dass das Schwein inzwischen zu einer
der wichtigsten Versuchstierarten im Bereich der Anästhesiolo−
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gie, der Neonatologie und in der Thorax− und Transplantations−
chirurgie geworden ist. Beim Schaf wird die BAL nur selten und
wenn, dann vor allem im Rahmen humanmedizinischer Tierex−
perimente durchgeführt. Diagnostisch wird die BAL nur von
sehr wenigen veterinärmedizinischen Arbeitsgruppen bei den
Nutztierarten genutzt.

Die Durchführung der BAL am lebenden Kalb wurde in den spä−
ten 70er−Jahren von Wilkie u. Mitarb. [1] eingeführt. Beim
Schwein wurde die segmentale BAL unter Sichtkontrolle erst−
mals von Bendixen u. Mitarb. [2] vorgenommen. Beim Schaf
wurden Lungenspülungen erstmals von Gorin u. Mitarb. [3] zur
Konzentrationsbestimmung der Immunglobulinklassen durch−
geführt. Später diente das Schaf als Versuchstier bei der Erfor−
schung der Asbestose, der Silicose sowie allergischer Lungener−
krankungen [4 ± 7].

Praktische Durchführung von Lungenspülungen
bei landwirtschaftlichen Nutztierarten

Methodisch sind grundsätzlich drei verschiedene Vorgehenswei−
sen zu unterscheiden:
± Die postmortale Spülung der ganzen Lunge im Tierexperi−

ment,
± die intravitale Lungenspülung ohne bronchoskopische Kon−

trolle,
± die intravitale broncho−alveoläre Lavage einzelner Segment−

bronchien unter Sichtkontrolle.

Die postmortale Spülung der ganzen Lunge
im Tierexperiment
Wird die gesamte exenterierte Lunge mit großen Mengen gepuf−
ferter 0,9 %iger NaCl−Lösung gespült, so werden in der Regel
mehr Zellen geerntet als bei einer segmentalen Spülung über
ein flexibles Endoskop am lebenden Tier. Nach den Untersuchun−
gen von Burrels u. Williams [8] werden bei der segmentalen fi−
beroptischen BAL höhere Anteile an neutrophilen Granulozyten
gewonnen als bei der Spülung der gesamten Lunge.

Die intravitale Lungenspülung ohne bronchoskopische
Kontrolle
In der Nutztierpraxis ist die Anwendung eines flexiblen Endosko−
pes häufig zu teuer und die Reinigung und Desinfektion des Ge−
rätes ist mit hohem organisatorischem und zeitlichem Aufwand
verbunden. Deshalb wurden bei allen 3 Tierarten Alternativme−
thoden zur Lungenspülung ohne bronchoskopische Kontrolle
entwickelt. Beim Schwein gehört diese Art der Lungenspülung
inzwischen zur Praxisroutine [9,10]. Beim Kalb wird am stehen−
den Tier gearbeitet, indem eine Sonde oder ein zur Spülung ge−
eigneter Katheter entweder nach Passage durch Nase und Pha−
rynx oder mittels einer großlumigen Punktionskanüle zwischen
zwei Trachealringen so weit in die Lungenperipherie vorgescho−
ben wird, bis ein geringer Widerstand des Gewebes zu spüren ist
[11,12]. Die Lungenspülprobe wird hierbei ¹blind“ (d. h. ohne
Sichtkontrolle) gewonnen. Der Untersucher hat somit keine
Kenntnis über die exakte Lokalisation der Probenentnahme in−
nerhalb der Kälberlunge. Die rückgewonnene Spülflüssigkeit
kann demzufolge nicht mit Sicherheit als broncho−alveoläre La−
vageflüssigkeit (BALF) bezeichnet werden.

Über die Punktion der Trachea sind allerdings nur geringe Rück−
gewinnungsraten der Spülflüssigkeit zu erwarten, die in der Re−
gel für eine zytologische Untersuchung aufgrund der häufig auf−
tretenden Blutungen wenig geeignet sind [13]. Bei ¹blinden“
Spülungen gelangt der eingeführte Katheter in vivo mit hoher
Wahrscheinlichkeit in den Lobus caudalis dexter [11,12,14,15].

Die intravitale broncho−alveoläre Lavage einzelner
Segmentbronchien unter Sichtkontrolle
Sofern Lavageflüssigkeit gezielt aus der Lungenperipherie ge−
wonnen werden soll, empfiehlt sich die segmentale BAL unter
bronchoskopischer Kontrolle. Zur Durchführung der Broncho−
skopie und BAL ist beim Schwein eine Allgemeinanästhesie un−
abdingbar [16]. Beim Kalb empfehlen Heilmann u. Mitarb. [15]
eine kurzzeitige Allgemeinanästhesie. Bei Schaf und Ziege ist
die BAL unter fiberoptischer Kontrolle auch ohne Allgemeinanäs−
thesie, nur nach Oberflächenanästhesie von Nasen− und Laryn−
gealschleimhaut mit einem Lokalanästhetikum durchführbar
[17].

Die Prämedikation mit Atropin wird routinemäßig nur beim Kalb
angewendet, um die vasovagal induzierte Bradykardie zu dämp−
fen und die Sekretion in den Atemwegen zu reduzieren. Sie ist
bei den beiden anderen Tierarten jedoch ebenfalls indiziert.

Zur Durchführung der BAL wird der zur Spülung verwendete Ka−
theter bzw. das flexible Bronchoskop mit Spülkanal unter visuel−
ler Kontrolle in dem zuführenden Bronchus platziert, welcher
dem zu spülenden Lungensegment funktionell zugeordnet ist.
Das Bronchoskop wird in ¹wedge“−Position gehalten, um ein Zu−
rückfließen von Spülflüssigkeit in die größeren Atemwege zu
verhindern.

Das Volumen der eingesetzten Spülfüssigkeit sowie die Anzahl
der Fraktionen haben entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse
der segmentalen fiberoptischen BAL. Mit steigendem Spülvolu−
men sinkt die Rückgewinnungsrate der Spülflüssigkeit wobei
die Gesamtmenge der zurückgewonnenen Zellen zunimmt. Mit
steigender Flüssigkeitsmenge nehmen aber auch die Nebenwir−
kungen der Spülung, wie Husten, sinkende Oxygenierung des
Blutes, Fieber und Veränderung der Atmungsmechanik sowie
der Lungenperfusion deutlich zu [12,18,19]. Beim Schwein sowie
beim Schaf spülen wir in der Klinik grundsätzlich mit 5 Fraktio−
nen à 20 ml 0,9 %iger NaCl−Lösung. Nur bei Tieren deutlich unter
25 kg Körpermasse (KM) reduzieren wir das Spülvolumen, wobei
wir uns an den üblichen Volumina in der Pädiatrie orientieren,
wo im Allgemeinen drei Fraktionen von je 3 ml/kg KM injiziert
werden. Die o. g. Nebenwirkungen der Spülung sind meist vorü−
bergehend und stellen bei ausreichender Übung des Untersu−
chers eine eher geringere Belastung dar als z.B. das Narkoserisi−
ko. Bei schweren obstruktiven und mit Sekretanreicherung in
den Bronchien einhergehenden Erkrankungen tritt nicht selten
sogar eine Besserung des klinischen Zustandes nach der Spülung
ein.

Das zurückgewonnene Flüssigkeitsvolumen liegt bei gesunden
Schweinen in der Regel über 80% [20] und selbst bei Läufer−
schweinen mit chronischen Pneumonien werden im Durch−
schnitt noch 75 % der eingesetzten Spülflüssigkeit zurückgewon−
nen [21]. Bei gesunden Schafen beträgt die Rückgewinnungsrate
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bei vergleichbarer Technik wie beim Schwein 72 � 12 % der einge−
setzten Spülflüssigkeit. Auch bei kranken Schafen sind kaum
niedrigere Rückgewinnungsraten zu erwarten [17]. Beim gesun−
den Kalb sind dagegen Rückgewinnungsraten von 50± 60% (ab−
hängig von der Spülmethode) realistisch.

Hohe Rückgewinnungsraten können bei Tieren mit hochgradi−
gen obstruktiven Bronchitiden, eitrigen Bronchopneumonien
oder Lungenemphysemen meist nicht erreicht werden.

Lokalisation segmentaler BAL

Aufgrund der Untersuchungen von Reinhold [22] kann beim
Rind, im Gegensatz zu Mensch, Hund, Katze und Pferd, davon
ausgegangen werden, dass aufgrund des starken Segmentie−
rungsgrades der Rinderlunge, die diagnostische Aussage einer
BALF−Probe lediglich das lavagierte Lungensegment zu beschrei−
ben vermag, aber keineswegs als repäsentativ für andere Teile
des unteren Respirationstraktes oder gar der gesamten Lunge an−
gesehen werden kann. Gleiches kann für das Schwein und das
Schaf aufgrund der anatomischen Verhältnisse vermutet wer−
den. Bei sensibilisierten Schafen konnte gezeigt werden, dass
eine lokale Challenge mit rekombinantem Lungenwurmantigen
von Dictyocaulus viviparus nur zu lokalen zellulären und humo−
ralen Reaktionen in diesem Segment führt [23]. Bei klinischen
Erkrankungen empfiehlt es sich deshalb, bei allen 3 Tierarten
die Lungenveränderungen vor der Lavage, z.B. durch eine Rönt−
genuntersuchung des Thorax zu lokalisieren, um dann den ent−
sprechenden Segmentbronchus gezielt spülen zu können. Ist
dies nicht möglich oder zu aufwändig, sollte bei Verdacht auf
bakteriell bedingte Lungenaffektionen die endoskopische BAL
bevorzugt an den cranialen Lungenlappen vorgenommen wer−
den, da diese meist deutlicher von der Erkrankung betroffen
sind als die caudalen Lungenbereiche.

Die Wiederholbarkeit der BAL

Die Wiederholbarkeit der Spülungen wird kontrovers diskutiert.
Eine Spülung führt in der Regel im gespülten Bereich zu einem
Influx von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMN), einem milden perivaskulären und peribronchialen
Ödem sowie peribronchialen und interlobulären Lymphangiekt−
asien [24,25]. Im Gegensatz zu Kälbern bleibt dieser Influx beim
Schaf jedoch weitgehend auf den gespülten Bronchus be−
schränkt. Der Anstieg der neutrophilen Granulozyten erreicht
ca. 6 Stunden nach der Lavage seinen Höhepunkt. Die Neutrophi−
lie hält bis ca. 2, maximal jedoch 4 Tage nach der Spülung an
[22, 26 ±28]. Beim Lamm konnte bei Spülungen im Abstand von
4 bis 7 Tagen weder ein Einfluss auf die Gesamtzellzahl noch auf
das Differentialzellbild bei Spülungen desselben Lungenlappens
festgestellt werden [29].

Unter Berücksichtigung zytologischer Befunde spricht beim
Schwein aufgrund eigener Erfahrungen nichts gegen wiederholte
Spülungen im Abstand von etwa einer Woche. Weder konnten
klinische Auswirkungen bei einer ganzen Reihe von Kontroll−
gruppen festgestellt werden, noch waren zytologische Verände−
rungen bei diesem zeitlichen Abstand bei ansonsten unbehan−

delten Kontrolltieren erkennbar (Daten unveröffentlicht). Aller−
dings wurde bisher der Einfluss wiederholter Spülungen auf das
Surfactantsystem nicht überprüft. Loos u. Mitarb. [30] konnten
selbst bei BALs in 14−tägigen Abständen beim Menschen noch ei−
nen Surfactantverlust im betroffenen Segment nachweisen. BAL−
Intervalle von ein bis zwei Monaten können als weitgehend un−
bedenklich angesehen werden [22].

Die Untersuchung der BALF

Entsprechend den Empfehlungen der European Respiratory So−
ciety Task Force [31] sollten sich die Konzentrationsangaben der
Inhaltsstoffe auf das BALF−Volumen beziehen. Bei Schafen mit
Lungenadenomatose können im Endstadium der Tumorerkran−
kung z. T. über 100 ml Lungenflüssigkeit ohne Spülung aufgefan−
gen werden. In früheren Stadien ist der Anteil der Lungenflüssig−
keit in einer BALF sehr variabel. Um Konzentrationen in der rei−
nen Lungenflüssigkeit mit BALF vergleichen zu können, ist eine
gemeinsame Bezugsgröße notwendig. Deshalb erscheint es
beim Schaf sinnvoll, in der BALF gemessene Konzentrationen zu−
sätzlich auf die Epithelial lining fluid (ELF) zu beziehen, sofern
sich unter den Patienten Schafe mit Lungenadenomatose befin−
den könnten. Hierzu hat sich die Berechnung der ELF mithilfe
der Harnstoffbestimmung in der BALF und im Blutplasma be−
währt und für klinische Belange auch als ausreichend genau er−
wiesen [17].

Die zytologische Untersuchung der BALF
Bei Verwendung von 5 Fraktionen à 20 ml Spülflüssigkeit wur−
den für gesunde Läuferschweine Referenzwerte unter Verwen−
dung eines Katheters im Arbeitskanal des Bronchoskopes [32]
bzw. ohne Katheter im Arbeitskanal [20] erstellt. Die Referenz−
werte für gesunde Schweine [20] sowie die Minimal− und Maxi−
malwerte gesunder Schafe [17] sowie gesunder Kälber [22] sind
in Tab.1 dargestellt.

Der Anteil der Bronchialepithelzellen wird in der Humanmedizin
in der Regel nicht berücksichtigt, sofern er unter 3% liegt. Sind
die Bronchialepithelzellen im Ausstrich zahlreicher, wird davon
ausgegangen, dass der bronchiale Anteil an der Spülung erhöht
ist. Unter nahezu gleichen technischen Voraussetzungen finden

Tab. 1 Referenzwerte bzw. Minimal− und Maximalwerte zytologi−
scher Befunde in der BALF der Spitzenlappen gesunder
Schweine, Schafe (intravital) und Kälber (postmortal)

Schweine
[20]

Schafe
n = 25) [17]

Kälber
(n = 11) [22]

Referenz−
grenzen

min ± max median Spannweite
min ± max

Gesamtzellzahl (G/l) 0,22 ± 2,55 0,10 ± 0,65 0,22 0,49

AM (%) 58 ± 100 78 ± 100 95,5 42,5

Lymphozyten (%) 0 ± 16 0 ± 13 0,5 3,5

PMN (%) 0 ± 9 0 ± 12 4,5 41,5

Eosinophile Gr. (%) 0 ± 4

AM = Alveolarmakrophagen; PMN = Polymorphkernige neutrophile Granulo−
zyten
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sich bei Schweinen äußerst selten Bronchialepithelzellen im Dif−
ferentialzellbild der BALF [20]. Bei Schafen sind sie jedoch häufi−
ger nachweisbar. Besonders hohe Anteile an Bronchialepithelzel−
len sind regelmäßig bei Ziegen zu finden. Möglicherweise spie−
len hierfür die anatomischen Unterschiede, wie die unterschied−
liche Form der Bronchialknorpel sowie die bei Schafen und Zie−
gen häufigeren Bronchusgenerationen [33] eine wesentliche Rol−
le.

Zum Nachweis selten auftretender Gebilde ist es erforderlich, die
Zytospots zunächst mit einer geringen Vergrößerung vollständig
durchzumustern und dann mindestens 100 Zellen zu differen−
zieren [34]. Nur so können mit ausreichender Sicherheit mehr−
kernige Zellen, jugendliche Tumorzellen, Tumorzellhaufen,
Curschmann−Spiralen sowie Eier oder Larven von Lungenwür−
mern, Pollen, Fremdmaterial u. a. aufgefunden bzw. differenziert
werden.

Im Gegensatz zum Schwein und zum Kalb werden bei gesunden
Schafen regelmäßig mehrkernige Makrophagen gefunden. Es
handelt sich demnach, ähnlich wie beim Menschen [34], um ei−
nen Normalbefund. Lediglich bei gehäuftem Auftreten, wie dies
oft bei Maedi und Adenomatose auftritt, kann ähnlich wie beim
Pferd vermutet werden, dass dies ein Ausdruck bronchialer Ob−
struktion oder aber einer frustranen Auseinandersetzung mit ei−
nem nicht phagozytierbaren Agens ist [35].

In der BALF steigt der Anteil der neutrophilen Granulozyten mit
der Gesamtzellzahl an. Damit ist in der BALF der Anteil der neu−
trophilen Granulozyten das empfindlichste Unterscheidungs−
merkmal zwischen gesunden und kranken Tieren [17].

Der Anteil der Lymphozyten scheint bei Lämmern höher zu lie−
gen als bei erwachsenen Schafen [6, 36]. Außerdem sind die Ver−
hältnisse der Lymphozyten−Subpopulationen bei den verschie−
denen Altersklassen unterschiedlich. Das Verhältnis zwischen T−
und B−Lymphozyten wird von 72: 1 bei Lämmern unter 8 Wo−
chen, auf 9 : 1 bei über 2 Jahre alten Schafen reduziert. Gleichzei−
tig nimmt der Anteil sog. Null−Lymphozyten von 35 % auf
20± 23 % ab [36]. Maedi−Visna−Virusinfektionen führen einer−
seits zu einem Anstieg der Lymphozytenfraktion in der BAL [17]
sowie zu einer Veränderung der Lymphozyten−Subpopulationen
[37, 38].

Bei Lungenadenomatose finden sich in zytologischen Präparaten
der BALF regelmäßig jugendliche Zellen und Tumorzellverbände
und bei Schafen mit Maedi finden sich in den zytologischen Prä−
paraten gehäuft Curschmann’sche Spiralen als Ausdruck einer
bronchialen Obstruktion [17].

Lösliche Inhaltsstoffe in der BALF
Reinhold [22] beurteilt den Gesamteiweißgehalt zwar als einen
sehr empfindlichen, zugleich aber auch als relativ unspezifi−
schen Parameter. Um pathogenetische Fragen gezielt bearbeiten
zu können, ist eine differenzierte Analyse der Eiweißbestandteile
erforderlich. Fogarty u. Mitarb. [14] beobachteten einen markan−
ten Anstieg des Gesamtproteingehaltes in der Lungenflüssigkeit
im Zusammenhang mit klinisch manifesten respiratorischen Er−
krankungen bei Kälbern. Da aufgrund nicht primär pneumoni−
scher Erkrankungen relativ häufig hochgradige Abweichungen

vom Referenzbereich des Gesamtproteins im Plasma vorkom−
men, ist es nicht erstaunlich, dass bei ovinen Klinikpatienten die
Proteinkonzentration in der ELF mit derjenigen im Plasma korre−
liert [17].

Differenzierte Analysen gestalten sich schwierig. In der BALF
kommen zahlreiche Proteine vor. Durch 2−D−Elektrophorese hu−
maner BALF können derzeit ca. 1200 Spots per Silberfärbung dif−
ferenziert werden. Über 900 Proteinspots, die wiederum zu ca.
78 unterschiedlichen Eiweißarten gehören, konnten identifiziert
werden. Eine dynamische 2DE−Datenbank für humane BALF ist
im Internet unter http:/w3.umh.ac.be/biochim/proteomic.htm
verfügbar [39]. Bei all diesen Inhaltsstoffen ist vor allem interes−
sant, inwiefern sie aus Zellen des Atmungstraktes selbst stam−
men, inwiefern sie als Marker für Gesundheit oder Krankheit
fungieren können und inwiefern sie evtl. als spezifische Marker
für bestimmte Erkrankungen genutzt werden können, bzw. in
welchem Maße sie bei bestimmten Erkrankungen hoch oder he−
runter reguliert werden. Hierzu liegen bei unseren landwirt−
schaftlichen Nutztieren lediglich Anfänge vor. Eine Übersicht für
das Rind findet sich bei Reinhold [22].

Bei landwirtschaftlichen Nutztieren liegt eine Reihe von Unter−
suchungen zum Nachweis erhöhter Enzymaktivitäten der Lak−
tatdehydrogenase (LDH), alkalischer Phosphatase (AP) oder
â−Glukuronidase in der BALF vor. Nach Meinung von Drent u.
Mitarb. [40] sind diese Enzyme dazu geeignet, Zerstörungen
oder toxisch bedingte Schäden der pulmonalen zellulären Inte−
grität nachzuweisen. Als Marker für entzündliche Veränderun−
gen sind die beiden Enzyme LDH und AP aber weniger sensitiv
als die zellulären Veränderungen bei Kalb und Schaf [17, 22]. Die
AP kann jedoch diagnostisch zum Nachweis der Lungenadeno−
matose genutzt werden. Schafe mit Lungenadenomatose weisen
als Ausdruck der tumorbedingten Proliferation der Typ−II−Pneu−
mozyten eine erhöhte Aktivität der alkalischen Phosphatase auf.
Eine AP−Aktivität über 444 U/l ELF weist eine Sensitivität von
51 %, eine Spezifität von 90 % und eine diagnostische Effizienz
von 79 % zur Diagnose der Lungenadenomatose auf.

Neben der Untersuchung der Inhaltsstoffe dient die BALF von
Nutztieren zunehmend als Zusatz zu Nährmedien zur Untersu−
chung des Wachstumsverhaltens und zur Expression von Protei−
nen bei pathogenen Bakterien, quasi als Ex−vivo−Modell [41].

Aussagekraft mikrobiogischer Befunde in der
Lungenspülflüssigkeit
In der Praxis wird die gewonnene Spülflüssigkeit in der Regel für
die mikrobiologische Untersuchung und die Aufklärung von Be−
standsproblemen genutzt. Aufgrund der breit gefächerten Nor−
malflora [16,17] und der geringen quantitaven und qualitativen
Unterschiede zum Vorkommen gerade der fakultativ pathoge−
nen Keime bei kranken Tieren [17, 42] ist die Interpretation sol−
cher mikrobiologischer Befunde häufig schwierig.

Während bei der ¹blinden“ Einführung von Spülkathetern meist
nur die Basislappen gespült werden, können bei Schwein und
Schaf mit etwas Übung mithilfe eines flexiblen Endoskopes
auch die Segmentbronchien der vorderen Lungenlappen gespült
werden. Beim Kalb können dagegen der kraniale Teil des Lobus
cranialis dexter und die beiden Teile des Lobus cranialis sinister
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in vivo aus anatomischen Gründen nicht gespült werden [15].
Wird ¹blind“ (d. h. ohne Sichtkontrolle) gespült, kann davon aus−
gegangen werden, dass in der Regel die caudo−dorsalen Segmen−
te der Basislappen gespült werden. Dies ist insofern für die Er−
gebnisinterpretation relevant, als bei allen drei hier besproche−
nen Tierarten die hauptsächlich vorkommenden pneumonischen
Veränderungen meist im Bereich der Spitzenlappen beginnen
und oft auf die kranialen Lungenbezirke begrenzt bleiben. We−
sentliche Ausnahmen hiervon sind lediglich die Lungenadeno−
matose sowie die Maedi beim Schaf.

Da gerade die pneumonisch veränderten kranialen Lungenbezir−
ke einer blinden Spülung nur schwer zugänglich sind, ist bei der
mikrobiologischen Untersuchung ¹blind“ gewonnener Spülpro−
ben mit einem hohen Anteil falsch negativer Ergebnisse zu rech−
nen. Beim direkten Vergleich der Ergebnisse der mikrobiologi−
schen Untersuchungen bronchoskopisch gewonnener BALFs mit
¹blind“ gewonnenen Spülproben zeigt sich, dass lediglich hoch−
gradige Keimgehalte in der ¹blinden“ Spülprobe zuverlässig
nachweisbar sind [13]. Für die Anwendung in der tierärztlichen
Praxis mag dies ausreichend sein, da bei Bestandsproblemen
durch die Anzahl und die Auswahl der zu untersuchenden Tiere
das Ergebnis untermauert werden kann. Für experimentelle Fra−
gestellungen sind ¹blinde“ Spülungen häufig nicht zu vertreten.

Sollen jedoch sehr sensitive Nachweismethoden, wie z.B. eine
heminested PCR zum Ausschluss einer Erkrankung eingesetzt
werden, so ist der Einsatz eines flexiblen Endoskopes kritisch zu
sehen, da vermutlich auch bei akkurater Reinigung und Desin−
fektion keine ausreichend zuverlässige Keimfreiheit erreicht
werden kann, wenngleich lebende Erreger wohl nicht mehr
übertragen werden können. Deshalb modifizierte Voigt [43] die
Methode für das Kalb [14,44] zur Anwendung beim Schaf. An−
ders als beim Kalb beschrieben, war es beim Schaf jedoch nicht
möglich, den Tubus über die Nase einzuführen, weil die Schläu−
che regelmäßig abgeschluckt wurden. Voigt [43] führte deshalb
unter Allgemeinanästhesie zunächst einen Tracheotubus (Meter−
ware) oral ein und über diesen Tracheotubus wurde dann ein
Spülschlauch bis zum Auftreten eines geringgradigen Wider−
standes vorgeschoben. Obwohl bei diesem blinden Vorgehen
die veränderten Lungenareale nicht gezielt gespült werden kön−
nen, wies diese Form der Lungenspülung mit anschließender he−
minested PCR der Spülfüssigkeit eine relative Sensitivität von
90,2 % und eine relative Spezifität von 98,4 % zum Nachweis pro−
viraler DNA des Jaagsiekte Retrovirus, dem Erreger der Lungen−
adenomatose, einem übertragbaren Lungen−Adenokarzinom bei
kleinen Wiederkäuern auf [43]. Durch die negative Untersu−
chung aller Zuchttiere einer inzwischen über 500−köpfigen Mut−
terschafherde konnte mithilfe der Lungenspülprobe der Erfolg
einer Sanierung und die Freiheit der Herde von der Lungenade−
nomatose zertifiziert werden.
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BAL bei Hund und Katze ± klinische Aspekte

N. Bauer, A. Moritz, Justus−Liebig−Universität Gießen, Klinik für
Kleintiere, Innere Medizin und klinische Laboratoriumsdiagnostik
(Prof. Dr. R. Neiger und HDoz. Dr. A. Moritz)

Einleitung

Bei Hunden und Katzen mit chronisch−rezidivierenden oder un−
klaren Erkrankungen des unteren Respirationstraktes ist die Ge−
winnung von broncho−alveolärer Lavageflüssigkeit (BALF) eine
wichtige und in der Praxis häufig durchgeführte diagnostische
Maßnahme, die im Rahmen jeder bronchoskopischen Untersu−
chung erfolgen sollte. Das so gewonnene Material findet für
eine weiterführende zytologische, bakteriologische, mykologi−
sche und parasitologische Untersuchung Verwendung. Im Fol−
genden sollen die Technik der Durchführung einer broncho−al−
veolären Lavage und die Besonderheiten bei der Interpretation
von Resultaten der BAL−Untersuchung bei Hund und Katze dar−
gestellt werden.

Durchführung der broncho−alveolären Lavage (BAL)

Die Gewinnung von BALF kann bei Hunden und Katzen transtra−
cheal über einen eingeführten zentralen Venenkatheter, durch
den Arbeitskanal eines flexiblen Endoskops oder mittels eines
sterilen Rüdenharnkatheters bzw. einer modifizierten Magen−
sonde [1] durch einen Tracheotubus erfolgen. Die transtracheale
Gewinnung der BALF wird unter Lokalanästhesie und ggf. leich−
ter Sedation des Tieres durchgeführt und ist insbesondere dann
von Vorteil, wenn der Patient nicht narkosefähig ist. Bei dieser
Technik wird der Kopf des Hundes überstreckt und oberhalb des
Cricoids im Bereich des ligamentum cricothyeoideums ein Venen−
katheter in die Trachea gelegt, durch den ein flexibler 18 ±22
gauge zentralvenöser Katheter eingeführt wird [2, 3]. Dieser soll−
te vorher so abgemessen werden, dass er vom Cricoid bis zur Ca−
rina reicht [2,3]. Nach Einführen des Katheters werden aus vier
bis sechs vorbereiteten 10−ml−Spritzen jeweils 3 ± 5 ml einer ste−
rilen 0,9 %igen Kochsalzlösung injiziert und anschließend sofort
wieder aspiriert. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis
1,5 ± 3,0 ml einer trüben, schaumigen Flüssigkeit gewonnen wur−
den [2].

Die Gewinnung der BALF durch den Arbeitskanal eines flexiblen
sterilen Bronchoskopes (ca. 5 ± 11 mm Durchmesser, entspre−
chend der Größe des Patienten) hat den Vorteil, dass die Proben
gezielt aus morphologisch veränderten Bereichen des Respirati−
onstraktes entnommen werden können, jedoch ist eine Kurznar−
kose (Injektionsnarkose) erforderlich. Das Endoskop wird mög−
lichst weit vorgeführt, so dass es den Segmentbronchus, aus
dem die Probe entnommen wird, temporär abdichtet [2,3]. An−
schließend werden 20 ml einer sterilen körperwarmen 0,9 %igen
Kochsalzlösung durch den Arbeitskanal des Endoskopes injiziert
und sofort wieder aspiriert [2,3]. Dieser Vorgang kann an mehre−
ren Bronchien wiederholt werden, wobei jedoch eine Gesamt−
menge der Kochsalzlösung von 3 ± 5 ml/kg Körpermasse nicht
überschritten werden sollte. Die Gewinnung von BALF durch ei−
nen Tracheotubus wird ebenfalls unter Vollnarkose durchge−
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führt. Nach Intubation wird der Patient auf der Seite gelagert, ein
steriler Rüdenkatheter oder eine modifizierte Magensonde [1]
durch den Tubus eingeführt und anschließend wie oben be−
schrieben die BALF gewonnen [2, 3]. Diese Technik hat den Vor−
teil, dass sie kostengünstiger ist, da keine endoskopische Unter−
suchung notwendig ist [2], allerdings können die Proben nicht
gezielt entnommen werden.

Insgesamt stellt die Gewinnung von BALF ein minimalinvasives
Verfahren dar, bei dem Komplikationen selten sind [2]. Da die
Durchführung einer BAL einen transienten Abfall der arteriellen
Sauerstoffkonzentration zur Folge hat, ist eine Überwachung
mittels Plethysmographie und ggf. eine Beatmung mit 100%igem
Sauerstoff 1 ± 2 Minuten vor der Probenentnahme und nach der
Untersuchung ratsam [2, 4]. Weiterhin muss beachtet werden,
dass Katzen nach der Entnahme einer BALF Bronchospasmen
entwickeln können [2], so dass bei dieser Spezies eine Vorbe−
handlung mit Bronchodilatatoren (z.B. 5 mg/kg Körpermasse
Theophyllin s. c.) erfolgen sollte.

Zytologische Untersuchung der BALF

Da Zellen in der Lavageflüssigkeit schnell lysieren, muss die Pro−
be sofort nach der Entnahme gekühlt und weiterverarbeitet wer−
den [2]. Eine Zellzählung kann mittels einer Zählkammer erfol−
gen. Die diagnostische Signifikanz wird von einigen Autoren als
gering angesehen [3], andere Arbeitsgruppen führen sie jedoch
routinemäßig durch und geben für Hund und Katze Richtwerte
für die physiologische Zellzahl in der Lavageflüssigkeit an
(< 400± 500 Zellen/ìl) [2]. Weiterhin werden Zytozentrifugen−
präparate oder mit einem Tupfer auf einem Objektträger ausge−
rollte Sedimentpellets für die zytologische Untersuchung ange−
fertigt [2]. Nach Lufttrocknen erfolgt eine routinemäßige Fär−
bung der Präparate nach May−Grünwald−Giemsa oder Diff.
Quick�. Die BALF enthält bei Hund und Katze physiologischer−
weise ca. 70% Alveolarmakrophagen, bis zu 15 % Epithelzellen
und < 10 % neutrophile Granulozyten [5]. Während eosinophile
Granulozyten beim Hund in geringer Menge vorkommen (< 5 %),
ist ihr Anteil bei einigen Katzen sehr hoch (bis zu 20 %) [2,6].
Lymphozyten sind in sehr geringer Menge nachweisbar [2,3, 5].
Weiterhin finden sich geringe Mengen an schleimigem Sekret
[7].

Bei Patienten ist anhand der zytologischen Untersuchung eines
Zytozentrifugenpräparates die Feststellung der vorherrschenden
Entzündungsreaktion (purulent, granulomatös, pyogranuloma−
tös oder eosinophil) möglich. Eine purulente Entzündung findet
sich bei zahlreichen (insbesondere akuten) infektiösen und
nicht−infektiösen Erkrankungen, wobei besonders auf karyolyti−
sche neutrophile Granulozyten als Hinweis auf die Anwesenheit
von bakteriellem Leukotoxin geachtet wird [3]. Granulomatöse
Entzündungsreaktionen sind schwieriger zu erkennen, da
Makrophagen der vorherrschende Zelltyp in der BALF sind, aller−
dings gelten eine vermehrte Anzahl doppelkerniger Alveolar−
makrophagen oder der Nachweis mehrkerniger histiozytärer
Riesenzellen als Anzeichen einer granulomatösen Entzündung
[3]. Dieser Entzündungstyp findet sich insbesondere bei chroni−
schen Lungenerkrankungen wie z.B. Mykosen, Protozoeninfek−
tionen (Toxoplasmose), Tuberkulose und Ziliendyskinesien [3].

Eine eosinophile Tracheobronchitis ist bei Hunden eine häufige
Ursache für chronischen Husten, während eosinophile Entzün−
dungen bei Katzen auf felines Asthma hindeuten [8]. Der Nach−
weis einer vermehrten Anzahl von Lymphozyten ist unspezifisch
und in der Regel gering ausgeprägt [2]. Dieser Befund kann bei
viralen Infektionen und chronischen Entzündungen beobachtet
werden [3]. Entzündungen sind häufig mit einem vermehrten
Nachweis von schleimigem Sekret oder einer erhöhten Anzahl
von Becherzellen und freien Muzingranula assoziiert [3,5]. An−
zeichen degenerativer Veränderungen des respiratorischen Epi−
thels wie z.B. Ablösung größerer Flimmerepithelzellverbände in
die Lavageflüssigkeit, Zilienverlust und freie Nuklei finden sich
bei schweren Entzündungsprozessen [5]. Plattenepithelzellen
sind in der BALF nicht physiologisch. Ihr Nachweis zusammen
mit Bakterien der Mundhöhlenflora (Simonsiella spp.) ist aller−
dings häufig und deutet auf eine oropharyngeale Kontamination
der Probe hin [3, 5]. Seltener sind sie bei Metaplasien des respira−
torischen Epithels oder einem Plattenepithelkarzinom sichtbar.
Weiterhin können Mikroorganismen (Bakterien, Pilze) oder Pa−
rasiten (Lungenwurmlarven, selten Toxoplasma−Tachyzoiten
[9,10]) entdeckt werden, ebenso wie dysplastische oder neoplas−
tische Zellen, die leicht in die Lavageflüssigkeit abschilfern (ins−
besondere bei Karzinomen und Lymphosarkomen, die nahe des
Hilusbereiches gelegen sind) [3].

Interpretation der bakteriologischen und mykologischen
Resultate

Bei der Auswertung von Befunden einer mikrobiologischen Un−
tersuchung von aus dem Respirationstrakt entnommenen Pro−
ben muss die Tatsache berücksichtigt werden, dass die Atemwe−
ge auch bei gesunden Hunden und Katzen von Bakterien besie−
delt sein können. Eigene Untersuchungen an 43 gesunden Hun−
den [11] zeigten in Übereinstimmung mit den Resultaten ande−
rer Arbeitsgruppen, dass im oberen Respirationstrakt (Nasopha−
rynx/Larynx) fast immer Bakterien festzustellen sind [12,13].
Demgegenüber sind Bakterienkulturen der BALF aus den tiefen
Atemwegen bei den von uns untersuchten Hunden zu 44,4% po−
sitiv, was durch Angaben anderer Arbeitsgruppen (35% bis 55 %)
ebenfalls Bestätigung findet [14 ± 16].

Während die im Respirationstrakt gesunder Hunde nachgewie−
senen Keime überwiegend in geringgradiger Menge vorliegen
[11], zeigen Untersuchungen bei Hunden mit respiratorischen
Erkrankungen, dass das Vorliegen von Bakterien in mittelgradi−
ger oder hochgradiger Konzentration auf eine Infektion des At−
mungsapparates hinweist. So können z.B. gramnegative Bakte−
rien der EF−4 Gruppe in geringer Menge aus dem Nasopharynx
gesunder Hunde isoliert werden [17], wogegen sie bei erkrank−
ten Tieren in mittelgradiger bis hochgradiger Menge anzüchtbar
sind [18]. Als primär pathogene Bakterien sind beim Hund insbe−
sondere Bordetella bronchiseptica von Bedeutung, die durch Zi−
lienlähmung die mukoziliäre Clearance herabsetzen [19] und
bis zu 14 Wochen nach einer Infektion im Respirationstrakt
nachweisbar sind [19]. Bei Katzen sind Mykoplasmen wichtige
primär pathogene Erreger, die im unteren Respirationstrakt als
pathologisch anzusehen sind und bei 21 % der Katzen mit Erkran−
kungen der tiefen Atemwege nachgewiesen wurden [20]. Wei−
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terhin ist ihr Vorkommen im unteren Respirationstrakt mit dem
Auftreten von felinem Asthma assoziiert [9].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die BAL bei
der Diagnostik respiratorischer Erkrankungen von Hund und
Katze einen sehr wichtigen Stellenwert hat. Ergebnisse retro−
spektiver Studien haben gezeigt, dass anhand der Untersuchung
der BALF in 25 % der Fälle eine definitive Diagnose gestellt und in
weiteren 50% eine klinische Verdachtsdiagnose bestätigt wer−
den konnte [2].
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Einleitung

Die broncho−alveoläre Lavage (BAL) beim Pferd wird bislang
hauptsächlich als Diagnostikum bei chronischen Lungenerkran−
kungen von Hochleistungspferden (d. h. in Rennställen) oder bei
der Erforschung der equinen COPD eingesetzt. Ziel der hier vor−
gestellten Untersuchung war es, die BAL auf ihre routinemäßige
Durchführbarkeit an klinisch relevanten Pferdepatienten zu
überprüfen.

Material und Methoden

Zwischen März 1998 und Juli 2003 wurden 225 broncho−alveo−
läre Lavagen bei 175 Pferden an der Klinik für Pferde ± Innere
Medizin ± der Justus−Liebig−Universität Gießen durchgeführt.
Bei 50 Pferden erfolgten jeweils 2 Lavagen mit einem Abstand
von mindestens 6 Tagen. Die Tiere wurden überwiegend wegen
chronischen Hustens, Leistungsabfalls und seltener wegen offen−
sichtlicher Dyspnoe vorgestellt. Bei 21 Pferden wünschte der Be−
sitzer eine eingehende Untersuchung des Respirationstraktes im
Rahmen der Leistungsmangeldiagnostik, ohne dass ihm eine Er−
krankung dieses Organsystems bislang aufgefallen war.

Die BAL wurde grundsätzlich endoskopisch vorgenommen. Rou−
tinemäßig erfolgte die Lavage bis Ende 1998 mit einem 2,20 m Fi−
berskop mit 12 mm Außendurchmesser (AD), danach mit einem
2,00 m Videoendoskop (11 mm AD). Ausnahmsweise kam bei be−
sonders langhalsigen Pferden ein 3,20 m Gastroskop (14 mm AD)
oder, bei Ponys, ein 1,80 m Videoendoskop (11 mm AD) zum Ein−
satz.

Die Lavage erfolgte unter Sedation mit á2−Agonisten (Romifidin
0,04 mg/kg Körpermasse oder Detomidin 0,01 mg/kg Körper−
masse) am stehenden Pferd in einem Zwangsstand. Das Endo−
skop wurde über den ventralen Nasengang, Larynx und Trachea
zur Bifurcatio tracheae und darüber hinaus in den Hauptbron−
chus und seine Aufzweigungen vorgeschoben, wobei eine kau−
dodorsale Richtung eingehalten wurde. Die ¹wedge−position“
wurde meist in einem Bronchus der 4., seltener der 5. Generation
erreicht. Als Lavageflüssigkeit wurde 0,9 %ige Kochsalzlösung
(60 ml/100 kg Körpermasse) über einen Katheter im Arbeitska−
nal als Bolus in den Bronchus instilliert. Direkt anschließend er−
folgte, unter Erzeugung eines möglichst geringen Unterdrucks
mit einer Spritze, die Aspiration, deren Dauer maximal 10 min.
betrug. Die broncho−alveoläre Lavageflüssigkeit (BALF) wurde
über eine doppelte Lage Mull in einem von Kühlkissen und Styro−
porbehälter umgebenen Kunststoff−Messbecher gepoolt und so−
fort weiterverarbeitet.

Nach Abschluss der Aspiration wurde das Endoskop zügig zu−
rückgezogen. Routinemäßig erfolgten mindestens dreimalig alle

BAL beim Pferd ± klinische Aspekte

K. Fey, Justus−Liebig−Universität Gießen, Fachbereich Veterinärme−
dizin, Klinik für Pferde ± Innere Medizin (stellvertretende Leiterin:
PD Dr. Kerstin Fey)
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12 Stunden Kontrollen der Körpertemperatur. Zudem wurde das
Pferd am Tag nach der BAL körperlich nicht belastet, sondern im
Schritt geführt oder leicht an der Longe bewegt.

Ergebnisse

Von insgesamt 225 Lavageflüssigkeiten konnten 220 (97,8%)
ausgewertet werden. Bei zwei Pferden (0,9 %) gelang es aufgrund
starker Abwehrbewegungen (trotz Sedation) nicht, die Lavage
durchzuführen. Ein Patient erlitt einen so starken Hustenanfall,
dass das Endoskop nicht lang genug im Bronchus eingekeilt zu
halten war, bis ein auswertbares Probenvolumen gewonnen
war. Bei einem weiteren Patienten kam es während der Flüssig−
keitsinstillation zu Kaubewegungen und Bildausfall; beim Zu−
rückziehen des Instrumentes zeigte sich, dass das Pferd den En−
doskopschaft bei 1,20 m und 1,50 m zerkaut hatte. Die Lavage
wurde unter Verwendung eines anderen Endoskops durchge−
führt.

Die broncho−alveoläre Lavageflüssigkeit von zwei Patienten
(0,9 %) war so stark mit Blut kontaminiert, dass keine zytologi−
sche Auswertung möglich war. In beiden Fällen wurde die Blu−
tung durch die mechanische Reizung des Endoskops ausgelöst,
labordiagnostisch bestand kein Hinweis auf eine erhöhte Blu−
tungsneigung dieser Tiere. Klinisch ergaben sich keine fassbaren
Folgen dieser Hämorrhagien.

Bei zwei Pferden kam es zu erhöhter Körpertemperatur nach der
BAL: ein Patient zeigte etwa 20 Stunden nach der BAL 38,9 8 C,
woraufhin seine Temperatur ohne weitere Maßnahmen im Laufe
der nächsten Stunden wieder in den Referenzbereich von unter
38,0 8 C sank. Bei dem anderen Patienten stieg die Körpertempe−
ratur 4 Tage nach der BAL und 3 Tage nach Beginn einer Therapie
mit u.a. Dexamethason auf über 39,5 8 C und es entwickelte sich
das Vollbild einer equinen Herpesvirusinfektion mit direktem
Virusnachweis.

Diskussion

Innerhalb von gut 5 Jahren erfolgten an der Klinik für Pferde bei
175 verschiedenen Pferden 225 broncho−alveoläre Lavagen, von
denen 220 (97,8%) auszuwerten waren. Der Außendurchmesser
des stärksten, nur für die Probenahme bei besonders langhalsi−
gen Pferden, verwendeten Endoskops betrug 14 mm. Routinemä−
ßig wurden Endoskope mit Außendurchmessern von 11 oder
12 mm benutzt. Das instillierte Spülflüssigkeitsvolumen betrug
60 ml/100 kg Körpermasse. Damit wurden die wesentlichen Kri−
terien zur standardisierten Gewinnung von BALF beim Pferd,
nämlich max. 13 mm Außendurchmesser des Probenahmegeräts
und 250 bis 500 ml Spülflüssigkeit, überwiegend eingehalten [1].

Bei 3 Pferden (1,7% der Probenahmen) misslang aufgrund von
Widersetzlichkeit (trotz Sedation, n = 2) oder aufgrund paroxys−
malen Hustens (n = 1) der Versuch, broncho−alveoläre Lavage−
flüssigkeit zu gewinnen. Zwei Aspirate waren so stark mit Blut
kontaminiert, dass keine aussagefähigen Zytopräparate angefer−
tigt werden konnten.

Erwähnt sei, dass ein Totalschaden eines Endoskops aufgetreten
ist. Die Flüssigkeitsinstillation hatte begonnen, als das Pferd Kau−
bewegungen ausführte, die einen Bildausfall verursachten. Der
Einführschlauch war vermutlich bei bereits eingekeilter Endo−
skopspitze weiter vorgeschoben worden, so dass er im Pha−
rynxbereich abknicken und sich zwischen die Molaren schieben
konnte. Die modernen, sehr flexiblen Videoendoskope erschei−
nen für solche Fehlführungen prädestiniert. Durch eine Stabili−
sierung des Endoskopschaftes sollten derartige Schäden vermie−
den werden können [2].

Das Aufbringen eines Lokalanästhetikums auf die Schleimhaut
von Larynx und den Carinae der Bronchien wird von einigen Au−
toren empfohlen [3 ±6]. Bei den ersten eigenen broncho−alveolä−
ren Lavagen wurden bis zu 40 ml einer 1,0 %igen Lidocainlösung
auf diese Strukturen aufgebracht. Es entstand jedoch der Ein−
druck, dass der Hustenreiz bei Vorschieben des Endoskops in
den Hauptbronchus nicht entscheidend gemindert und die ge−
samte Prozedur unnötig verlängert wurde. Da der Husten regel−
mäßig sistierte, wenn sich das Endoskop festgekeilt hatte oder
die Instillation der körperwarmen Flüssigkeit begann, wurde
auf eine grundsätzliche Applikation von Lokalanästhetika ver−
zichtet. Verschiedene Untersucher halten die generelle Verwen−
dung von Anästhetika ebenfalls nicht für notwendig [7± 10].

Bei drei der eigenen Patienten wurde, nachdem die erste Flüssig−
keitsinstillation überraschend einen minimalen Rückgewinn (in
etwa das Volumen der noch im Katheter befindlichen Flüssig−
keit) erbrachte, die Endoskopspitze in einen anderen Bronchus
eingeführt und die Lavage dort komplikationslos wiederholt.
Die fast komplett in der Lunge verbliebenen 300 ml Spülflüssig−
keit des ersten Versuchs verursachten keine klinisch auffälligen
Symptome. Der geringe Rückgewinn könnte mit einem mangel−
haften Einkeilen der Endoskopspitze zu begründen sein. Mögli−
cherweise wurde auch der Endoskopkopf dicht an einer Carina
positioniert, ohne dass diese ± aufgrund der peripher angebrach−
ten Optik ± erkennbar war. Die durch den ebenfalls peripher lie−
genden Arbeitskanal instillierte Spülflüssigkeit konnte so in ei−
nen nicht nach kranial abgedichteten Bronchus abfließen. Auf
ein Vorschieben des im Arbeitskanal des Endoskops befindlichen
Katheters wurde grundsätzlich verzichtet, um die BALF nicht un−
absichtlich mit Epithelzellen anzureichern [11].

Als unerwünschte Folge wurde bei einem Tier (0,46 % aller Pro−
benahmen) etwa 20 Stunden nach der broncho−alveolären Lava−
ge eine transiente Temperaturerhöhung bemerkt. Kurz andau−
erndes, nicht behandlungsbedürftiges Fieber ist als Nebenwir−
kung der BAL bei Mensch [12,13] und Pferd in Einzelfällen be−
schrieben [7,10]. Die BAL führt für 48 Stunden zu einem Influx
neutrophiler Granulozyten in das gespülte Lungenareal [14] und
verursacht somit immer eine zumindest lokale Entzündungsre−
aktion. Für mindestens 48 Stunden nach einer BAL sollten Leis−
tungspferde daher nicht voll belastet werden [9]. Soll eine BAL
in kurzem Zeitabstand wiederholt werden, so wird empfohlen,
sie per Endoskop durchzuführen und so kontrolliert unter−
schiedliche Lungenanteile zu spülen. Bei Verwendung eines Ka−
theters, also bei ¹blind“ durchgeführter BAL, sollten mindestens
7 Tage zwischen den Lavagen vergehen, um durch den induzier−
ten Neutrophileneinstrom verfälschte Ergebnisse sicher zu ver−
meiden [1].
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Bei einem Patienten kam es zum Vollbild einer equinen Herpes−
virusinfektion. Die ersten Symptome zeigten sich 4 Tage nach der
BAL und 3 Tage nach Beginn einer Therapie mit u. a. Dexametha−
son. Es ist anzunehmen, dass in erster Linie das Glukokortikoid
und eventuell der mit dem Klinikaufenthalt verbundene Stress
für das Tier zum Ausbruch der Infektion geführt haben. Die Lava−
ge kann als zusätzlicher Stressfaktor bewertet werden, es er−
scheint aber wenig plausibel, sie als ursächlich für den Ausbruch
der Infektion anzusehen. Nach Kenntnis der Autorin liegen bis−
lang keine Berichte über die Aktivierung latenter Herpesvirusin−
fektionen durch eine BAL vor.

Insgesamt kann die bislang bei jungen Rennpferden dokumen−
tierte Erfahrung, dass es sich bei der BAL um eine routinemäßig
durchführbare und sichere Methode zur Probengewinnung aus
dem broncho−alveolären Bereich handelt [15± 21], durch die ei−
genen Ergebnisse an klinisch relevanten Patienten belegt wer−
den. Dies zeigen auch Experimente an Versuchspferden, bei de−
nen aussagekräftige Proben im Zustand der Exazerbation gewon−
nen wurden [22 ± 26]. Damit bietet sich die BAL als Methode zur
Evaluation des diagnostisch ansonsten extrem schwierig anzu−
gehenden Bereichs der kleinen Atemwege und Alveolen auch
beim Pferd an.
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BAL im Tierexperiment unter besonderer Berücksichtigung
induzierender und therapeutischer Aspekte in der
ARDS−Forschung

P.−G. Germann1, D. Häfner2, L. Wollin2,
1Department of Toxicology and Pathology, Preclinical Safety,
Novartis Pharma AG, Basel, Schweiz,

2Department of Respiratory Pharmacology, Byk Gulden, Konstanz,
Deutschland

Das im Rahmen des 7. VPPRS−Workshops gehaltene Übersichts−
referat widmete sich den verschiedenen Bedeutungen und An−
wendungen, die eine broncho−alveoläre Lavage sowohl im krank−
heits−induzierenden als auch experimentell−therapeutischen
Einsatz bieten kann. Diese Ergebniszusammenfassung aus tier−
experimentellen Untersuchungen zur Pathomorphologie und
Pathophysiologie des akuten Atemnotsyndromes (ARDS) ist in
15 Publikationen [1 ± 15] sowie ergänzenden unveröffentlichten
Ergebnissen unter Auswertung von insgesamt 4528 Versuchs−
tieren dokumentiert worden. Dabei dienten atmungsphysio−
logisch−biochemische Parameter (respiratorische Compliance,
PaO2, PaCO2), radioaktiv−markiertes Surfactantmaterial (Sub−
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stanzverteilung), histologische (H& E, Spezialfärbungen), im−
munhistologische (Anti−rSP−C−Antikörper) und transmissions−
elektronen−mikroskopische Untersuchungen sowie der konfokal−
mikroskopische Nachweis von Fibrinogen in der Lunge als Unter−
suchungsparameter. Den klinisch−physiologischen und bioche−
mischen Parametern wurde eine validierte pathomorphologische
Analyse als zweite Beurteilungskomponente gegenübergestellt.
Diese Ergänzung des pathogenetischen Verständnisses des expe−
rimentellen ARDS diente der Überprüfung von verschiedenen

therapeutischen Effekten. Abb.1 zeigt den Versuchsaufbau und
die Untersuchungsparameter im Ratten−Lavagemodell.

Durch einen Vergleich mit anderen Tiermodellen wurde die
Relevanz der gewählten Modelle für die human−klinische ARDS−
Situation hinterfragt. Die eigenen Untersuchungen zum krank−
heits−induzierenden ARDS−Lavagemodell der Ratte zeigten eine
gute Vergleichbarkeit der histopathologischen Sequenz mit der
Frühphase des exsudativen Stadiums des humanen ARDS, aller−
dings in zeitlich geraffter Form. Dabei erwies sich die kodierte
semiquantitativ−histopathologische Bewertung der pulmonalen
Ödembildung, des Einstromes von neutrophilen Granulozyten
und insbesondere der Bildung von hyalinen Membranen als
eine dem menschlichen ARDS vergleichbare und valide Methode
zur Beurteilung von Therapieeffekten (Abb. 2).

Die Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse sowie die Stabi−
lität gegenüber zusätzlichen, teilweise nicht beeinflussbaren Va−
riablen belegen, dass das Ratten−Lavagemodell im Vergleich zum

Abb. 1 Versuchsaufbau und Untersuchungsparameter im Ratten−
Lavagemodell.

Abb. 2 Zeitverlauf der histologischen Veränderung in der exsudati−
ven Frühphase des ARDS im Ratten−Lavagemodell; Hyal. M.: Hyaline
Membranbildung; Marg.: Margination und Einwanderung der neutro−
philen Granulozyten in das Alveolargewebe; Edema: Interstitielles Lun−
genödem; Hemorrh.: Intraalveoläre Blutungen.

Abb. 3 und 4 Arterieller Sauerstoffdruck unter therapeutischer Lun−
genlavage mit (Abb. 3) und ohne (Abb. 4) Zusatz von Surfactant Apo−
protein C.

Abb. 3 und 4 Arterieller Sauerstoffdruck unter therapeutischer Lun−
genlavage mit (Abb. 3) und ohne (Abb. 4) Zusatz von Surfactant Apo−
protein C.

Abb. 5 Vergleich der Therapieeffekte einer Instillation und einer the−
rapeutischen Lavage auf die Bildung von hyalinen Membranen. Der
Score 0 bis 4 beschreibt den Schweregrad der hyalinen Membranbil−
dung im histologischen Schnitt.
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porcinen oder IRDS−Schaflamm−Modell ein valides ARDS−Modell
darstellt. Im Vergleich zum Ratten−Lavagemodell ist das porcine
ARDS−Modell methodisch aufwendiger, zeigt eine höhere Streu−
ung, verbraucht mehr Surfactantsubstanz und die histologischen
Parameter sind nicht so genau validiert. Prinzipiell ist aber eine
gute Übereinstimmung des porcinen und des Rattenmodells mit
der ARDS−Symptomatik des Menschen zu konstatieren.

Die Entwicklung einer Surfactantlavagetherapie soll die Men−
genbelastung der Lunge durch Phospholipide senken und das
Surfactant als Austauschmedium im ARDS−Geschehen positiv
zur Geltung bringen. Die positiven Erkenntnisse zur Surfactant−
Spültherapie in eigenen und fremden ARDS−Modellen deuten ei−
nen konzeptionellen Ansatz mit möglicherweise hohem thera−
peutischen Wert an (Abb. 3 u. Abb. 4). Die Spültherapie ist sub−
stanzsparend, reduziert die Bildung von hyalinen Membranen
(Abb. 5) und zeigt eine noch bessere Verteilung von Surfactant
und Wirkstoffen innerhalb der Lunge.

Die therapeutische Lavage entfernt die das Surfactant inhibie−
renden Plasmaproteine wie Fibrin (Abb. 6), Komplement und
die Entzündungszellen. Diese tierexperimentellen Erkenntnisse
versprechen bei Einsatz in der klinischen ARDS−Situation des
Menschen eine gute Wirkung.
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Abb. 6 Confocalmikroskopische Darstellung des Fibrineinstromes in
das Alveolarlumen während der exsudativen Frühphase des ARDS im
Ratten−Lavagemodell.
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