Deutsches

Tierarzteblatt

Zeitschrift der Bundestierarztekammer | www.bundestieraerztekammer.de

LEITLINIEN ZUR PROBENGEWINNUNG FUR
DIE BAKTERIOLOGISCHE DIAGNOSTIK BEIM
SCHWEIN, RIND, GEFLUGEL UND FISCH

BK




Leitlinien zur Probengewinnung fiir die bakteriologische Diagnostik beim Schwein, Rind, Gefliigel und Fisch | 3

Leitlinien zur Probengewinnung
fiir die bakteriologische Diagnostik
beim Schwein, Rind, Gefluigel und Fisch

DVG-Arbeitskreis Antibiotikaresistenz

Die gezielte Untersuchung von diagnostischem Material im Rahmen der
weiterfiihrenden Untersuchung ist zur Abklarung von unklaren klinischen
Befunden sowohl bei Einzeltieren als auch bei Bestandsproblemen wich-
tig. Zudem ergibt sich die Notwendigkeit &tiologisch abgesicherter Diag-
nosen als Grundlage einer zielgerichteten antimikrobiellen Therapie auch
aus den ,Leitlinien fiir den sorgféltigen Umgang mit antimikrobiell wirk-
samen Tierarzneimitteln“ (BTK, 201 51).

Eine sachgerechte Probenentnahme ist zwingende Voraussetzung fiir
valide Ergebnisse der mikrobiologischen Diagnostik bei bakteriell beding-
ten Erkrankungen. Ziel der hier vorgestellten Leitlinien ist es, zur Proben-
gewinnung und -behandlung flir die bakteriologische Diagnostik einerseits
allgemeine Empfehlungen zu geben und andererseits tierartspezifische
Besonderheiten fiir praxisrelevante Untersuchungen zu berticksichtigen.

1. Aligemeines

1.1 Wahl eines adaquaten Labors

Das Leistungsspektrum von Laboratorien im Hinblick auf die bakteriologi-
sche Diagnostik ist unterschiedlich. Insbesondere beim Wunsch nach Iso-
lierung seltener oder besonders schwierig zu kultivierender Bakterien ist
zundchst ein Verantwortlicher des avisierten Labors zu kontaktieren, um
Verzogerungen durch erforderliche Riicksprachen bzw. Weitersendung
der Proben zu vermeiden. Dieses ist insbesondere bei der Einsendung von
Proben von Fischen zu beachten. Das Labor muss mit der Untersuchung
von Fischproben vertraut sein und die speziellen Anforderungen an die In-
kubationstemperatur von Fischproben beachten.

1.2 Begleitschreiben/Vorbericht

Ein aussagekraftiges Begleitschreiben und ein vollstdndiger Vorbericht

sind zwingende Voraussetzungen, um im Labor die sachlich sinnvollen

Untersuchungen zu veranlassen und Befunde richtig zu interpretieren.

Unnotige Analysen und Kosten werden so vermieden und Ergebnisse sind

schneller verfligbar. Bei der Erhebung und Verarbeitung der Daten sind

die Vorgaben der Datenschutz-Grundverordnung (EU-DSGV0?) zu beach-
ten. Folgende Angaben sind erforderlich:

—Einsendende Praxis (ggf. verantwortlicher Tierarzt3) mit vollstandiger
Adresse, Telefonnummer, Fax, E-Mail,

—Tierhalter mit vollstandiger Adresse,

—Angaben zum Tier bzw. Tierbestand (Tierart, Rasse, Geschlecht, Alter,
Gewicht, Kennzeichnung bzw. Ohrmarke, Bestands-/HerdengroBe, bei
Fischproben Haltungstemperatur),

—Angaben zum Hintergrund des Problems (Zeitpunkt des Auftretens, klini-
sche Symptome, Verlauf der Erkrankung, Morbiditat, Mortalitét, Letalitét),

—Art und Kennzeichnung des Untersuchungsmaterials (Kot, Nasentupfer
etc.),

—Datum der Probenentnahme,

—ggf. Vorbehandlungen (z. B. antibiotische Behandlungen, Impfungen)
und deren Effekt,

—ggf. Verdachtsdiagnose,

—Untersuchungswunsch (Vermerk, falls Isolate aufgehoben werden sollen),

—gewi(inschte Adresse fiir den Befund und die Rechnung.

Die lberwiegende Anzahl der Laboratorien bevorzugt die Verwendung
eines laboreigenen Vordrucks fiir die Einsendung von Probenmaterial.
Deshalb sollte vor dem Versand von Probenmaterial gepriift werden, ob
das infrage kommende Labor eigene Formulare z. B. (iber dessen Website
zur Verfligung stellt.

1.3 Entnahme von geeigneten Substraten

Zum eigenen Schutz und zum Schutz der Mitarbeiter sind hygienische

MaBnahmen bei der Probenentnahme zu beachten. Bei Verdacht auf Be-

teiligung von Zoonoseerregern am Erkrankungsgeschehen sollten zusétz-

liche ArbeitsschutzmaBnahmen (z. B. Tragen von Schutzhandschuhen, An-
legen einer Atemmaske) wéhrend der Probenentnahme ergriffen werden.

Ist dieses nicht mdglich, so muss unter Umstanden auf eine Probenent-

nahme vor Ort verzichtet und das Tier fiir eine weitere Diagnostik in eine

Klinik oder zur Sektion verbracht werden. Der Mitarbeiterschutz hat hier-

bei grundsatzlich Vorrang vor mdglichen wirtschaftlichen Aspekten der

Probenentnahme. Die Arbeit muss stets mit sterilen Instrumenten, Gera-

ten und Behéltnissen erfolgen. Die Ergebnisse der bakteriologischen Dia-

gnostik kénnen nur hilfreich sein, wenn das Probenmaterial sinnvolle Un-
tersuchungen ermdglicht. Entsprechend gilt:

—Proben sollten mdglichst von lebenden, akut erkrankten und antibiotisch
nicht vorbehandelten Tieren, ggf. von frisch verendeten/euthanasierten
Tieren, entnommen werden. Dies erhoht entscheidend die Wahrschein-
lichkeit, dass sich die fiir die primare Infektion verantwortlichen Bakte-
rien isolieren lassen und das Ergebnis des Resistenztests somit fiir die
aktuelle Erkrankungssituation brauchbar ist. Die Probenentnahme er-
folgt zunéchst stets an Tieren mit typischen Symptomen oder einem
entsprechenden Vorbericht (z. B. Rhinitis atrophicans, Abort). Multimor-
bide Kiimmerer sind fiir die Diagnostik eines speziellen Krankheitsge-
schehens ungeeignet. In Féllen von Therapieversagen kann es notwen-
dig werden, gezielt Proben von bereits vorbehandelten und typisch er-
krankten Tieren, bei denen es zu keiner Verbesserung der klinischen
Symptomatik gekommen ist, fiir weiterfiihrende diagnostische Unter-
suchungen zu entnehmen.

—In Einzelféllen (z. B. bei Verdacht auf das Vorliegen einer generellen Im-
munsuppression der Tiere) kann eine Entnahme von Proben von chro-
nisch kiimmernden Tieren mit multiplen Symptomen fiir das Durchfiih-
ren von molekularbiologischen Untersuchungen sinnvoll sein. Solche
Untersuchungen sollten jedoch nur im Ausnahmefall nach einer beson-
ders griindlichen Anamneseerhebung und mit vorsichtiger Befundinter-
pretation erfolgen.

—Die Auswahl der zu sezierenden Tiere ist vom Tierarzt vorzunehmen und
sollte nicht dem Tierhalter (iberlassen bleiben. Die ,Verordnung zum
Schutz kranker oder verletzter Tiere vor Belastungen beim Transport“4
ist zu beachten. Es empfiehlt sich meist, ein erkranktes Tier unmittelbar
vor dem Transport zu euthanasieren. Wenn maoglich sollte ggf. geeigne-
tes Probenmaterial, wie z. B. Blutproben, beim lebenden oder frisch
toten Tier entnommen werden. Auch sollte durch die Euthanasie selbst
das nachfolgend vorgesehene Untersuchungsmaterial nicht zerstort
oder kontaminiert werden. Abweichend davon sollten erkrankte Fische
— wenn maglich — erst unmittelbar vor der Probenentnahme euthana-

! https://www.bundestieraerztekammer.de/tieraerzte/leitlinien//downloads/Antibiotika-Leitlinien_01-2015.pdf

2 https://dsgvo-gesetz.de/
* Sémtliche Personenbezeichnungen gelten fiir beiderlei Geschlecht
¢ http://www.lfv-sa.de/rechtsverordnungen/TierSchTrV_v_11_Juni_1999.pdf
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siert werden. Ist dies nicht mdglich, sollten die Fische bis zur Proben-
entnahme gekiihlt (nicht eingefroren) werden.

—Perakut verendete oder euthanasierte Tiere, abortierte Feten und Pla-
zenten miissen zur Vermeidung von autolytischen Veranderungen um-
gehend zur Sektion transportiert werden, wobei wéhrend des Transports
eine zwischenzeitliche Kiihlung notwendig ist. Bei vorliegender Geneh-
migung zur Probenentnahme nach Tierkorper6ffnung im Herkunfts-
bestand sollte die Probenentnahme baldmdglichst nach Verenden bzw.
unmittelbar im Anschluss an die Euthanasie der Tiere erfolgen. Bereits
in Faulnis libergegangene oder gefrorene Tierkorper sind fiir bakteriolo-
gische Untersuchungen ungeeignet. Der Probennehmer sollte fiir den
Zweck geeignete Schutzkleidung tragen. Bei der Probenentnahme ist
jegliche Verunreinigung der Probe zu vermeiden. Das ProbengefaB so-
wie die zur Probenentnahme verwendeten Materialien und Instrumente
miissen zum Zeitpunkt der Entnahme steril sein. Eventuell zuvor ver-
wendete Instrumente/Materialien (z. B. im Rahmen der Offnung des
Tierkorpers oder fiir die Reinigung von Probenentnahmelokalisationen)
miissen ausgetauscht werden, um eine Kontamination der Probe zu ver-
meiden.

—Ist das Probenmaterial nicht als prinzipiell keimfrei anzusehen (wie dies
z. B. bei Milch und Zystozenteseurin der Fall ist), sondern weist Bakte-
rien der ,Normalflora“ (d. h. physiologische Mikrobiota) auf, ist beson-
derer Wert auf die Beurteilung der Befunde (Menge der isolierten Erre-
ger im Verhéltnis zur Entnahmetechnik, evtl. Nachweis von Virulenzfak-
toren) zu legen. Es sollte beachtet werden, dass sich der zum Zeitpunkt
der Probenentnahme vorhandene Keimstatus wéhrend des Transports
zur Untersuchung verdndern kann und zudem Begleitkeime die Dia-
gnostik erschweren.

—Untersuchungen von Poolproben mehrerer Tiere (Sammelproben) ge-
hen zu Lasten der Aussagekraft des Untersuchungsergebnisses, weil
die Empfindlichkeit der Laboruntersuchung i. d. R. geringer wird und
Aussagen zum Einzeltier nicht mehr getroffen werden kdnnen. Proben
sollten daher grundsatzlich (wenn maglich) als Einzeltierproben ge-
wonnen werden. Inwiefern es bei besonderen Fragestellungen (z. B.
Nachweis von Salmonellen oder Mycobacterium avium subsp. paratu-
berculosis) sinnvoll ist, diese als Mischproben zu untersuchen, ist mit
dem untersuchenden Labor vorab zu kldren. Im Fall von Poolproben
muss der Probennehmer bereits auf eine homogene Vermengung des
Probenmaterials achten.

—Fiir molekularbiologische Untersuchungen (z. B. PCR) sollte geeignetes
Tragermaterial ohne Transportmedium verwendet werden.

1.4 Zeitpunkt der Probenentnahme

Der geeignete Zeitpunkt zur Probenentnahme ergibt sich aus der Patho-

genese der jeweiligen Erkrankung, dem bisherigen Verlauf der Erkran-

kung sowie bisherigen Behandlungsansatzen. Folgende Aspekte gilt es zu
berlicksichtigen:

—Bestimmte Erreger werden nur in der akuten Phase der Erkrankung oder
intermittierend ausgeschieden (z. B. Euterinfektionen mit Streptococcus
agalactiae, Salmonellen).

—Die Entnahme von Proben zum Nachweis von schwer anziichtbaren
Erregern (z. B. Mykoplasmen, Haemophilus spp., Avibacterium paragalli-
narum, Flavobacterium psychrophilum, Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida) muss so terminiert werden, dass nach dem Transport eine
unverziigliche Bearbeitung der Probe im Labor erfolgen kann (vorange-
hende Absprache mit dem Labor erforderlich).

—Fiir serologische Untersuchungen zur Diagnostik einer Erkrankung (d. h.
zum Nachweis von spezifischen Antikdrpern) sind ggf. zwei Serumpro-
ben (gepaarte Seren) erforderlich, die unmittelbar nach dem Auftreten
erster klinischer Erscheinungen und friihestens zwei Wochen spéter ge-
wonnen werden und iiber einen entsprechenden Anstieg des Antikorper-
titers eine Infektion anzeigen.

® https://www.openagrar.de/receive/openagrar_mods_00017757
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—Gegebenenfalls bereits durchgefiihrte Vorbehandlungen miissen bei der
Wahl des Zeitpunktes der Probenentnahme beriicksichtigt, dokumen-
tiert und dem untersuchenden Labor mitgeteilt werden.

1.5 Probenanzahl und Probenvolumen

Die Probenanzahl ergibt sich aus der jeweiligen Problemstellung in Ver-
bindung mit der Anzahl der Tiere im Bestand bzw. der Anzahl der Tiere
in der betroffenen Tiergruppe. Die GroBe der zu untersuchenden Stich-
probe (Anzahl der Tiere) ergibt sich dabei aus der GroBe der zu unter-
suchenden Tiergruppe (Bestand oder betroffene Tiergruppe), der vermu-
teten Préavalenz des Erregers innerhalb dieser Tiergruppe sowie der an-
gestrebten Aussagekraft der Ergebnisse (gewiinschter Konfidenz-
bereich). Hilfestellungen fiir die Berechnung bzw. Tabellen mit vorbe-
rechnetem Stichprobenumfang bei bestimmten PopulationsgréBen und
Pravalenzen sind online verfiighar (siehe ,Leitfaden zur Bestimmung
der StichprobengroBe bei Untersuchungen im Tierbestand“, Friedrich-
Loeffler-Institut, 2015°).

Soll ein Bestand auf die Unverdéchtigkeit beziiglich einer spezifi-
schen Erkrankung hin untersucht werden, so kann bei der Berechnung
der StichprobengroBe von folgenden Prévalenzen ausgegangen werden:
—hochkontagiose Erkrankungen: 10 Prozent,

—kontagiose Erkrankungen: 5 Prozent,

—wenig kontagidse Erkrankungen: 1 Prozent.

Unabhangig von der Stichprobenkalkulation wird empfohlen, fiir den Aus-
schluss einer Infektion mindestens 20 Tiere je Tiergruppe zu (berprii-
fen. Generell sollte die zugrunde gelegte Prévalenz (inkl. kurzer Begriin-
dung) fiir die folgende Befundinterpretation dokumentiert werden.

Das Probenvolumen muss flir die angestrebten Untersuchungen
ausreichen; ggf. ist dies durch Riicksprache mit dem Labor vor der
Probenentnahme zu kldren, denn im Falle von notwendigen
Mehrfachuntersuchungen — u. U. in mehreren verschiedenen Instituten
— muss das Probenvolumen bereits bei der Probenentnahme groBer ge-
wahlt werden.

Nach der Entnahme sind die Proben eindeutig, analog zum Begleit-
schreiben und dauerhaft (nicht abwischbare Beschriftung der Behaltnis-
se) zu kennzeichnen, um das Ergebnis der Untersuchungen dem entspre-
chenden Tier, Stallabteil oder Teich sicher zuordnen zu kénnen.

1.6 Verwendung von Transportmedien

Die Verwendung von geeigneten Transportmedien (Tabelle 1) verbessert

wesentlich die Diagnostikmdglichkeiten:

—Bei kleinen Probenvolumina (z. B. Tracheobronchialsekret vom Schwein,
Tupferproben von Fischgeweben) verhindert ein Transportmedium die
Austrocknung der Probe.

—Bei Verdacht auf Infektionen mit schwer anziichtbaren Bakterien
(z. B. Mykoplasmen, Haemophilus spp., Avibacterium paragallinarum,
Flavobacterium psychrophilum, Aeromonas salmonicida subsp. salmo-
nicida) lasst sich durch Verwendung eines speziellen Transportmediums
eine Verdrangung dieser Erreger durch robustere Konkurrenzkeime
(z. B. Proteus spp.) einschranken.

—Sollen Anaerobier isoliert werden, muss fiir diese Gruppe i. d. R. ein spe-
ziell geeignetes Transportmedium verwendet werden.

—Bei Verdacht auf Vorliegen einer Bakteridmie oder Septikémie sollten
kommerziell erhéltliche Blutkulturentnahmesysteme eingesetzt werden.
Diese sollten nicht gekiihlt gelagert werden und mdglichst schnell,
ebenfalls ungekiihlt, versandt werden.

—Bei Proben von Fischen sind immer eine Kiihlung der Proben und ein
Schutz vor Licht notwendig.

Nach Mdglichkeit sollte die Verwendung eines geeigneten Mediums sowie
das Verhéltnis von Medium zu Probenmaterial vor der Probenentnahme
mit dem untersuchenden Labor abgesprochen werden.
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Tabelle 1: Ubersicht zu mdglichen Abstrichbestecken (z. B. Tupfer oder
Biirsten) und Transportsystemen. Bei unklarer Erregerzusammensetzung sind
mehrere verschiedene Transportsysteme je Lokalisation zu verwenden

(z. B. Amies- und Virus-Transportsystem bei respiratorischen Erkrankungen).

Abstrichtupfer und Ziel der Untersuchungen
Transportsysteme
Wattetrdger Isolierung anspruchsloser Bakterien ohne

Medium nur bei kurzen Transportzeiten;
Austrocknungsgefahr beachten

Watte-/Viskosetupfer
ohne Transportmedium

PCR-Untersuchungen

Amies-Medium Fiir die meisten Erreger geeignet; auch fiir an-
spruchsvolle Bakterien (z. B. Haemophilus spp.,
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida)

mit oder ohne Holzkohle als Transportsystem

Anaerobier-Transportsystem
(Amies-Medium mit Redox-
indikator)

Anaerobier (z. B. Wunden, Abszesse)

Chlamydien- bzw. Myko-
plasmen-Transportmedium

Chlamydien und zellwandfreie Bakterien
(z. B. Mykoplasmen)

1.7 Probenaufbewahrung, -verpackung und -transport

Mit wenigen Ausnahmen (z. B. Blutkultursysteme, Untersuchung von Pan-
sensaft auf Botulismustoxin s. u.) sollten alle Proben gekiihlt (optimal bei
4°C) bis zur Untersuchung aufbewahrt bzw. versandt werden.

Alle fiir eine Laboruntersuchung vorgesehenen Proben sind auslauf-
und bruchsicher zu verpacken. ProbengefaBe sind nicht ganz zu fiillen, da
bei Gasentwicklung andernfalls Explosionsgefahr des Behélters besteht.

Der Transport sollte in der Regel ebenfalls unter gekiihlten Bedingun-
gen erfolgen, d. h. die Proben diirfen weder Minusgrade noch Raumtem-
peratur erreichen. Hierzu empfehlen sich z. B. Transportbehéltnisse, die
auch fiir den Versand von Frischsperma verwendet werden. Diese sind
mit Aussparungen versehen fiir die Aufnahme der Proben und Kiihlele-
mente, die zuvor flir mindestens 12 Stunden bei —20°C tief zu frieren
sind. Die Trennwénde verhindern den direkten Kontakt mit den Kiihlele-
menten und damit das Gefrieren der Proben. Die Proben sollten innerhalb
von 24 Stunden nach Entnahme noch in gekiihltem Zustand im Labor ein-
treffen. Wenn ein direkter, unverziiglicher Transport nicht moglich ist, soll-
te der Versand von Tierkorpern und -teilen am besten nach Vorkiihlen und
in Absprache mit dem Labor erfolgen.

Fiir den Postversand von medizinischem und biologischem Unter-
suchungsgut gelten Bestimmungen, die zwingend eingehalten werden
miissen (s. 0.), um u. a. eine potenzielle Gefahrdung des Menschen auszu-
schlieBen. Hilfreiche Hinweise finden sich in der Broschiire ,,Patientenpro-
ben richtig versenden — Gefahrgutrechtliche Hinweise nach ADR 2017 fiir
Human- und Tiermedizin“ der Berufsgenossenschaft fiir Gesundheits-
dienst und Wohlfahrtspflegeﬁ. Inshesondere ist flir Menschen pathogenes
Untersuchungsmaterial deutlich zu kennzeichnen. Der Absender trigt haf-
tungsrechtlich die Verantwortung fiir die Kennzeichnung und adédquate

Verschickung von Probenmaterialien, besonders von Proben aus im Infek-

tionsschutzgesetz aufgelisteten Krankheitsféllen, und von Erregerkulturen.

—Die Verpackung transportgefdhrdeter Materialien muss auf deren
besondere Empfindlichkeit abgestimmt sein und muss den Inhalt der
Sendungen gegen Beanspruchungen, die wahrend der Beforderung
entstehen konnen (u. a. Druck, StoB, Fall, Temperatureinfliisse), sicher
schiitzen. Dafiir sind geprifte Verpackungen im Handel verfiigbar.

—Bei Sendungen von fliissigem Untersuchungsgut (Blut, Serum, Urin, Kot,
in Flissigkeit befindliche Proben usw.) ohne oder mit geringem Infekti-
onsrisiko muss sichergestellt sein, dass durch die Verpackung keine
Fliissigkeiten durchsickern konnen. Potenziell erregerhaltiges Material
muss i. d. R. als ,Biological Substance Category B UN 3373“ gekenn-
zeichnet und nach der Verpackungsvorschrift P 650-ADR (Europdisches
Ubereinkommen zur Beforderung gefdhrlicher Giiter auf der StraBe,
Kapitel 4.1.4 Verzeichnis der Verpackungsanweisungen7) verpackt sein.
Da die Transportbedingungen der Transportunternehmen unterschied-
lich sind, ist es erforderlich, direkte Information hierzu anzufordern
(Deutsche Post®, TNT® u. a.).

—Glas als SchutzgefaB ist unzulassig.

—Fiir die Versendung von Rohmilch oder Milchproben gelten gegenwartig
keine gesonderten Bestimmungen. Die allgemeinen Empfehlungen und
Vorschriften sind einzuhalten.

1.8 Anzeige- und Meldepflicht, Zustdndigkeiten

Hinsichtlich der Diagnostik von anzeigepflichtigen Tierseuchen und
meldepflichtigen Tierkrankheiten bestehen in den einzelnen Bundes-
landern unterschiedliche Zustdndigkeitsregelungen. Diese sind generell
zu beachten.

Anderungen im Tierseuchenrecht und Listen zu anzeige- und melde-
pflichtigen Tierseuchen bzw. Tierkrankheiten kénnen auf den Internet-
seiten des Bundesministeriums fiir Erndhrung und Landwirtschaft
(BMEL)'® mit jeweils aktuellem Stand eingesehen werden.

Die von dort herausgegebenen ,Arbeitsanleitungen zur Labordiag-
nostik von anzeigepflichtigen Tierseuchen®'’ (bei entsprechender Zu-
gangsberechtigung siehe auch Hinweise im Tierseuchennachrichtensys-
tem — TSN) enthalten ebenfalls Hinweise zur Probenentnahme. Ansonsten
sind im OIE-Manual'? weitere Hinweise fiir die Probenentnahme und Dia-
gnostik besonderer Infektionserreger ersichtlich.

2. Empfehlungen zur Probenentnahme beim Schwein

2.1 Allgemeines

Im Allgemeinen ist bei der Entnahme von Proben im Schweinebestand zu
unterscheiden, ob es sich um eine Probenentnahme zur Diagnostik von
akut aufgetretenen Erkrankungen oder um eine Probenentnahme im
Rahmen eines routinemaBigen Monitoringprogramms handelt. Bei
einer Beprobung im Rahmen eines Monitorings muss generell von einer
niedrigeren Pravalenz des Erregers in den zu untersuchenden Proben
ausgegangen werden und deshalb der Stichprobenumfang erhoht wer-
den. Dieses ist v. a. bei latenten Infektionen sowie bei intrazellular persis-
tierenden Erregern (z. B. Lawsonia intracellularis) zu beachten.

Sollen Tupferproben entnommen und anschlieBend mittels PCR unter-
sucht werden, ist besonders darauf zu achten, dass nur Tupfer mit Kunst-
stoff als Trdgermaterial verwendet werden, da Holz Substanzen freisetzen
kann, die zu einer Inhibition der PCR fiihren kénnen.

® hitps://www.bgw-online.de/SharedDocs/Downloads/DE/Medientypen/BGW%20Broschueren/BGW09—19-011-Patientenproben_Download.pdf?__blob=publicationFile
! https://www.bmvi.de/SharedDocs/DE/Artikel/G/Gefahrgut/gefahrgut-recht-vorschriften-strasse.html

¢ https://www.deutschepost.de/de/g/gefahrgut-versenden.html

o https://www.tnt.com/express/de_de/site/nome/how-to-ship-parcel/shipping-services/additional-services/dangerous-goods-services.html

10h’[tps://www.bmeI.de/DE/Tier/Tiergesundheit/Tierseuchen/tierseuchen7r1ode.html

1WArbeitsanIeitungen zur Labordiagnostik von anzeigepflichtigen Tierseuchen: nach der Verordnung (iber anzeigepflichtige Tierseuchen vom 23. Mai 1991 (BGBI. | S. 1178)
in der jeweils geltenden Fassung (Stand: September 1999), BMELF, Referat Offentlichkeitsarbeit, 1999 — 214 Seiten

http://www.oie.int/standard-setting/terrestrial-manual/access-online/
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Bei der Befundinterpretation ist generell zu beachten, dass die Rele-
vanz verschiedener Erreger (z. B. Haemophilus parasuis, Streptococcus
suis, Escherichia coli) oftmals nicht (iber den reinen Speziesnachweis
geflihrt werden kann, da avirulente bzw. niedrig virulente Stimme haufig
auch in der Keimflora nicht erkrankter Tiere nachzuweisen sind. In diesen
Fallen ist es erforderlich, neben dem reinen Speziesnachweis auch den
Nachweis spezifischer Virulenzfaktoren zu fiihren, um die Relevanz des
nachgewiesenen Bakterienisolats am Infektionsgeschehen beurteilen zu
konnen.

Einige Probenentnahmetechniken (z. B. bronchoalveoldre Lavage bei
Absetzferkeln) sind beim Schwein nur unter Allgemeinanasthesie moglich.
Bei klinisch erkrankten Tieren, v. a. bei Tieren mit Atemwegserkrankun-
gen, muss hierbei von einem erhohten Narkoserisiko ausgegangen wer-
den. Zwar kann nach § 12¢ Abs. 2 TAHAV' von der Erstellung eines Anti-
biogramms abgesehen werden, wenn die Probenentnahme mit der Gefahr
einer zusétzlichen Beeintrachtigung des Gesundheitszustands des zu
behandelnden Tieres verbunden ist. Jedoch muss v. a. vor dem Hinter-
grund der Medikation einer ganzen Tiergruppe, wie im Schweinebestand
tiblich, hierbei das Risiko fiir das Einzeltier gegen die Gruppengesundheit
abgewogen und ggf. eine andere Entnahmetechnik gewéhlt werden.

2.2 Diagnostik von respiratorischen Erkrankungen

Fiir die Diagnostik respiratorischer Erkrankungen stehen verschiedenste
Entnahmetechniken/Probenarten zur Verfligung. Hierzu zahlen Tupfer-
proben aus der Nasenhdhle und von den Tonsillen, Lungensplilproben
(bronchoalveoldre Lavage) oder auch Lungengewebeproben, die im
Rahmen einer Sektion entnommen werden konnen. Bei der Entnahme von
Tupferproben sollten die Tupfertrager vor der Verwendung leicht mit steri-
ler physiologischer Kochsalzlosung (0,9 prozentige wéssrige Natrium-
chlorid-Losung) angefeuchtet werden.

Bei der Auswahl der Probenart, die fiir die weitere Diagnostik verwen-
det werden soll, ist v. a. auf die individuelle Pathogenese der verschiede-
nen Erkrankungen zu achten. Sollen Proben aus dem oberen Respira-
tionstrakt (Nasentupfer, Tonsillentupfer, Speichelproben) entnommen wer-
den, ist zu beriicksichtigen, dass die Untersuchungsergebnisse dieser
Proben nicht als aussagekréftig fiir die tiefen Atemwege angesehen wer-
den konnen. Hierbei gilt es v. a. Unterschiede in der Zusammensetzung
der Keimflora zwischen oberen und tiefen Atemwegen (z. B. Haemophilus
parasuis, Streptococcus suis), Ausscheidungszeiten (z. B. Influenzavirus)
oder Kolonisationsverhalten des Erregers (z. B. Actinobacillus pleuropneu-
moniae) zu bedenken.

Proben aus den oberen Atemwegen sind auBerdem meist hochgradig
mit unspezifischen Bakterienarten kontaminiert und bediirfen neben dem
gekiihlten Transport einer raschen Kultivierung und der Auswertung durch
erfahrenes Laborpersonal.

Nasentupfer eignen sich v. a. zum Nachweis von Erkrankungen, bei
denen sich der Erreger direkt in den Epithelien des oberen Respirations-
traktes vermehrt (z. B. Pasteurella multocida Typ D, Influenzavirus). Fiir
die Diagnostik von Lungenerkrankungen, bei denen sich der Erreger in
den tiefen Atemwegen vermehrt, sind sie generell als ungeeignet anzuse-
hen. Zur Entnahme von Nasentupferproben sind die Schweine am Kopf
ohne Bewegungsspielraum zu fixieren (Verletzungsgefahr durch abbre-
chende Tupfer). Es sollten fiir die Entnahme gezielt Tiere mit vermehrtem
Nasenausfluss ausgewahlt werden. Sollen Nasentupfer zur Influenzadiag-
nostik eingesetzt werden, ist zu bedenken, dass das Influenzavirus post
infectionem nur fiir die Dauer von 2 bis 3 Tagen ausgeschieden wird und
folglich nur eine Beprobung von akut fieberhaft erkrankten Tieren sinnvoll
ist. Vor jeder Entnahme von Tupferproben ist die Riisselscheibe trocken zu
reinigen, um eine zusatzliche Kontamination zu vermeiden. Es muss
darauf geachtet werden, den Tupfer tief genug in den ventralen Nasen-
gang vorzuschieben, da Tupferproben aus dem Nasenvorhof oftmals nur

eine unspezifische Keimflora aufweisen und keinen Riickschluss auf die
tatsachlich nasal vorhandenen Erreger zulassen. Ein zu tiefes Vorschieben
kann jedoch zu Verletzungen des Siebbeins fiihren. Der Tupfer sollte fiir
mind. 10 Sekunden mit leicht drehenden Bewegungen in der Nase ver-
bleiben, um geniigend Sekret aufnehmen zu kénnen.

Tonsillentupfer/-kratzproben (Nachweis von z. B. Pasteurella multocida
Typ D) kénnen nach Fixation und Einfiihren eines mit einer Lichtquelle
versehenen Maulkeils auch am wachen Tier sicher entnommen werden.
Insbesondere bei der Entnahme von Tonsillenkratzproben ist es wichtig,
keine tiefgehenden Verletzungen im Rachenbereich der Tiere zu setzen.
Bei der Auswertung sind die allgemeinen Hinweise zu Proben aus dem
oberen Respirationstrakt zu beachten.

Fir die Entnahme von Trachealtupfern und Lungenspiilproben
(bronchoalveolédre Lavage — BAL) sind verschiedene Entnahmetechniken
etabliert. Bei der BAL kann man generell zwischen der transoralen, der
transnasalen und der transtrachealen Lavage unterscheiden. Bei jeder
der verschiedenen Methoden gilt es, unterschiedliche Vorteile und Risiken
zu bedenken. So ist bei der transoralen und transnasalen Lavage mit
einer starkeren Kontamination durch Kommensalen zu rechnen, wohinge-
gen das Verletzungsrisiko fiir das Tier bei der transtrachealen Lavage als
hoher einzustufen ist. Des Weiteren konnen die transorale und die trans-
nasale Lavage, im Gegensatz zur transtrachealen Lavage, auch bei Tieren
mit einem Korpergewicht von (iber 40 kg durchgefiihrt werden. Wahrend
die transtracheale Lavage immer unter Allgemeinanésthesie der Tiere
vorgenommen werden muss, gelingen die transnasale und die transorale
Lavage (transoral bei Tieren (iber 80 kg) auch am wachen Tier nach aus-
reichender Fixation. Von einer transoralen Lavage ohne Allgemeinanés-
thesie bei Tieren unter 80 kg Korpergewicht ist abzuraten. Bei BAL-
Proben fiir die Diagnostik konnen lediglich 60-70 Prozent von der ver-
wendeten Spiilflissigkeit (sterile, physiologische Kochsalzldsung oder
sterile PBS-Losung) zuriickgewonnen werden, von denen nur etwa
1-2 Prozent aus der Lunge ausgesplilte Substanzen und Erreger beinhal-
ten. Soll die Probe im Anschluss an die Entnahme fiir verschiedene, wei-
terfiihrende Untersuchungen geteilt werden, so ist dieses bei der Berech-
nung des notwendigen Gesamtvolumens der zu verwendenden Spiilfliis-
sigkeit zu beriicksichtigen. In diesem Falle konnen insgesamt ca. 100 ml
Spiilfliissigkeit in fiinf Fraktionen verwendet werden, ohne eine akute
Atemnot auszuldsen. Fiir eine kulturelle Untersuchung sollte die Lavage
innerhalb von 24 Stunden im Labor eintreffen und angelegt werden. Bei
bestimmten Erregern (z. B. Mycoplasma spp.) kann es flir einen erfolgrei-
chen kulturellen Nachweis notig sein, die BAL mit einem speziellen Fliis-
sigtransportmedium zu versetzen. Dieses sollte im Vorfeld mit dem unter-
suchenden Labor abgesprochen werden, welches i. d. R. auch das Trans-
portmedium zur Verfiigung stellen kann. Zu beachten ist, dass aus einem
speziellen fiir Mykoplasmen geeigneten Medium aufgrund des Zusatzes
von Antibiotika keine weiteren Bakterien angeziichtet werden kdnnen.

Alle drei BAL-Methoden werden im Praxiseinsatz ohne Sichtkontrolle
durchgefiihrt. Dabei wird i. d. R. nur ein Lungenlappen, v. a. die kaudalen
Bereiche der Hauptlappen, von der Spiilung erreicht. Bei chronischen
oder latenten Infektionen mit einer nur geringen, ungleichméaBigen Koloni-
sation der Lunge kann es daher zu falsch negativen Ergebnissen kom-
men.

Die groBte Sicherheit bei der Diagnostik von Erkrankungen der tiefen
Atemwege bietet die gezielte Entnahme von verdndertem Lungen-
gewebe im Rahmen einer durchgefiihrten Sektion. Hierbei ist darauf zu
achten, das Gewebe direkt aus Bereichen mit typischen pneumonischen
Verdnderungen zu entnehmen. Beim gleichzeitigen Vorliegen von Pleu-
raaffektionen kann zur Absicherung der Ergebnisse die Gewebe-
entnahme um die Entnahme von Abstrichtupfern von der Pleura erganzt

13https://www.bmel.de/DE/Tier/Tiergesundheit/Tierarzneimittel/,texte/TierarzneimittelHausapotheke.htmI /http://www.gesetze-im-internet.de/t_hav/
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werden. Die diagnostische Sicherheit kann erhéht werden, wenn parallel
zur Gewebeentnahme fiir den Erregernachweis, Lungengewebeproben
fir eine spatere Diagnoseabsicherung iiber histologische/immun-
histochemische Untersuchungen entnommen werden (GroBe ca.
1cmx1cmx1cmin Formalin).

Bei der Interpretation von Befunden, die auf am Schlachthof entnom-
menen Proben beruhen, muss, je nach verwendeter Schlachttechnologie,
beriicksichtigt werden, dass es zu einer Kontamination der Lunge mit
Briihwasser gekommen sein kann.

2.3 Diagnostik von Erkrankungen des Urogenitalsystems

In diesen Bereich fallen die Probenentnahmen zur Abkl&rung von Harn-
wegsinfektionen, allgemeinen Reproduktionsstoérungen oder auch spezifi-
schen Abortgeschehen. Inshesondere im Bereich der Harnwegsinfektio-
nen sowie der allgemeinen Reproduktionsstorungen konnen urséchliche
Zusammenhénge bestehen. Hierbei kommen i. d. R. Harnproben, Zervix-
tupfer (Sauen), die Untersuchung von abortierten Friichten/Eihautteilen
und ggf. Sperma zum Einsatz.

Die Anzahl der im Rahmen der Abortdiagnostik oder der Diagnos-
tik von vermehrten Totgeburten zu untersuchenden Wiirfe bemisst sich
nach der normalen Berechnung der StichprobengrdBe. Je Wurf sind da-
bei mindestens fiinf Friichte und Eihautteile — mdglichst aus dem
Geburtsweg — zu entnehmen und zu untersuchen, da oftmals nur ein
geringer Prozentsatz der Friichte in einem Wurf infiziert ist (z. B.
PCV2/PRRSV). Bei einer Entnahme von Probenmaterial aus dem Geburts-
weg ist auBerdem zu beachten, dass es im Zusammenhang mit vorheri-
ger Geburtshilfe bereits zu einer Kontamination des Probenmaterials
(Eihautteile) gekommen sein kann, was bei der Befundinterpretation be-
riicksichtigt werden muss.

Fiir Zervixtupfer sind alle zur Entnahme von Tupferproben bei der Stute
geeigneten Tupfertrdger in Verbindung mit einem 40 cm langen, sterili-
sierten Rohrenspekulum verwendbar. Zur Entnahme haben sich auch ste-
rilisierte Spekula aus Pappe zum Einmalgebrauch bewéhrt. Die Entnahme
erfolgt nach eingehender vaginaler Untersuchung und Befundung des
Zervixeingangs auf Schleimhautbeschaffenheit und Sekretion, um zwi-
schen zervikalem, urethralem und vaginalem Ausfluss unterscheiden zu
konnen. Eine blinde vaginale Tupferung ergibt oft unspezifische, kaum be-
wertbare mikrobiologische Befunde. Der Tupfer sollte vor der Entnahme
leicht mit steriler physiologischer Kochsalzlésung angefeuchtet werden
und mind. 15 Sekunden Kontakt mit der kaudalen Zervixschleimhaut
haben, um Sekret aufsaugen zu kénnen. Das Spekulum darf vor der Tup-
ferentnahme nicht zurlickgezogen werden, weil dann Schleimhaut frei-
liegt, die durch das Spekulum mit der unspezifischen Flora des Vestibu-
lums kontaminiert wurde. Aus dem Scheidenvorhof entnommene Proben
sind diagnostisch wertlos.

Fir die kulturelle bakteriologische Untersuchung und Erstellung eines
Antibiogramms sind Tupfer in einem Transportmedium zu versenden.
Sollen Untersuchungen auf Chlamydien (PCR) erfolgen, ist zu beachten,
dass trockene Tupfer mit groBerer Oberflache verwendet werden miissen,
wobei nicht nur Sekret, sondern auch abgeschilferte Zellen anhaften
miissen.

Fir die Gewinnung von Harnproben stehen zwei verschiedene Verfah-
ren zur Verfiigung. Es kann sowohl Spontanharn als auch Katheterharn
verwendet werden. Bei beiden Verfahren sind Vor- und Nachteile zu be-
denken. Katheterharn ist zwar aufgrund geringerer Kontamination mit
Schleimhautkommensalen zweckmaBiger, die Entnahme muss jedoch
unter mdglichst aseptischen Bedingungen erfolgen, um eine iatrogen
bedingte Cystitis zu vermeiden. Bei Spontanharn ist hingegen das ge-
nerelle Kontaminationsrisiko hoher einzustufen, da er tiblicherweise als
unsteril anzusehen ist. Soll Spontanharn verwendet werden, ist vor die-

“https://www.roche.de/service/kontaktswitch.php

sem Hintergrund darauf zu achten, dass Mittel- oder Endstrahlurin auf-
gefangen wird. In spontan abgesetztem Harn ergibt sich aus einer
Keimzahl von = 10°KBE/ml ein Hinweis auf eine klinische Harnwegsin-
fektion. Eine Bakterienvermehrung im Harn wéahrend des Versands kann
den wahren Keimgehalt jedoch erheblich verfalschen; entsprechend
sollten die Proben, wenn irgend maglich, innerhalb von vier Stunden
gekihlt in das Labor transportiert werden. Alternativ wird ein Rohrchen
mit Harn zentrifugiert und das Sediment anschlieBend getupfert, ohne
dass in diesem Fall noch eine Keimzahlbestimmung erfolgen kann; der
Transport des Tupfers erfolgt dann in einem Transportmedium. Zusatz-
lich ist die mikroskopische Untersuchung des Sediments (Kristalle,
Zellen) sinnvoll.

Spezielle Eintauchnihrbdden (z. B. Uricult®, Fa. Roche Deutschland
Holding GmbH”) sind zweckmaBig und ermdglichen einen problemlosen
Versand. Fiir den Transport konnen auch spezielle Urintransportsysteme
verwendet werden, die ein lyophilisiertes Bakteriostatikum enthalten.
Selbst Actinobaculum suis, ein spezifischer anaerob wachsender Harn-
wegsinfektionserreger, kann so noch nach mehreren Tagen aus Harn-
proben nachgewiesen werden. Allerdings erschwert auch hier eine initiale
Kontamination des Harns mit Begleitkeimen die Isolierung erheblich.

Liegt bei Tieren mit Verdacht auf Harnwegsinfektionen gleichzeitig ein
gestortes Allgemeinbefinden vor, ist zu empfehlen, Serum- oder Plasma-
proben beziiglich des Kreatinin- und Harnstoffgehalts zu untersuchen, um
eine mogliche Beteiligung der Nieren im Rahmen des Erkrankungs-
geschehens abschétzen zu kdnnen.

Treten Urogenitalerkrankungen als Bestandsproblem auf, konnen ent-
sprechende Proben (s. 0.) auch anldsslich der Schlachtung von betroffe-
nen Sauen nach Exenteration der Harn- und Geschlechtsorgane unter
sterilen Kautelen (Handedesinfektion, Tragen steriler Handschuhe, Ver-
wendung sterilen Instrumentariums) entnommen werden.

Sollen Spermaproben von Ebern mikrobiologisch untersucht werden, so
sind die Proben unmittelbar nach der Gewinnung kiihl zu lagern. Fiir die
mikrobiologisch-kulturelle Untersuchung ist nur Nativsperma geeignet.
Sperma, das bereits mit einem Verdiinnungs- bzw. Lagermedium versetzt
worden ist, ist aufgrund der darin enthaltenen antimikrobiell wirksamen
Substanzen fiir diese Untersuchung ungeeignet. Beziiglich des Probenvo-
lumens sind 1-2 ml, die aus der zuvor gewonnenen Spermaportion steril
entnommen werden, ausreichend. Spermaproben sollten innerhalb von
4 bis 6 Stunden zum untersuchenden Labor gebracht und angelegt
werden. Fiir den Nachweis von anspruchsvollen Bakterien (z. B. Chlamy-
dien) muss ein Transportmedium genutzt werden. Aufgrund des kurzen
Zeitfensters zwischen Entnahme und Untersuchung sowie der eventuellen
Notwendigkeit eines spezifischen Transportmediums sollten Entnahme,
Versand und Transport vor der Probenentnahme mit dem untersuchenden
Labor abgesprochen werden.

Bei der Befundinterpretation ist zu beachten, dass auch bei gesunden
Tieren eine Besiedelung des Genitals, v. a. des Praputialdivertikels, mit
ubiquitdren Bakterienspezies vorkommt und daher immer mit einer gerin-
gen Kontamination des Spermas durch Kommensalen gerechnet werden
muss. Eine Interpretation der mikrobiologischen Befunde kann daher nur
in Verbindung mit den klinischen Symptomen erfolgen.

2.4 Diagnostik von Erkrankungen des Verdauungstraktes

Fir die Diagnostik von Erkrankungen des Verdauungstraktes werden
v. a. Kotproben und Sektionsmaterial sowie teilweise Umgebungs-
proben (Wisch-/Sockenproben) verwendet. Es sollte jedoch daran
gedacht werden, dass v. a. Durchfall auch als Sekundarsymptom bei
anderen systemischen Erkrankungen auftreten kann (CAVE: Tierseu-
chen). In Abhéngigkeit von der vermutlichen Krankheitsursache ist
unterschiedliches Untersuchungsmaterial fiir die Diagnostik zu ver-
wenden (Tabelle 2).
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Kotproben sind direkt rektal vom Einzeltier, nicht vom Stallboden, zu ge-
winnen. Bei Bedarf sind mehrere Proben einzusenden. Je nach Art und
Umfang der geplanten diagnostischen Untersuchungen muss darauf ge-
achtet werden, geniigend Material zu entnehmen (PCR/Kultur: mind. 2 g).
Kotproben sollten kiihl gelagert und spatestens 24 Stunden nach der Ent-
nahme im Labor untersucht werden, da ansonsten der unspezifische
Keimgehalt in den Proben stark zunimmt. Wenn ein mikrobiologisch-
kultureller Nachweis durchgefiihrt werden soll, ist, insbesondere bei Ver-
dacht auf eine Infektion mit anaeroben Erregern, ein geeignetes Amies-
Transportmedium zu verwenden. Tupfer fiir PCR-Untersuchungen sind
hingegen trocken zu versenden. Bei der Untersuchung von Poolproben
muss bedacht werden, dass dieses zu einer Verdiinnung der Zielspezies
fiihren kann. Nicht fiir alle Erreger stehen entsprechend selektive Anrei-
cherungsverfahren zur Verfiigung, sodass das Poolen von Kotproben bei
einigen Erregern (z. B. Brachyspira hyodysenteriae) zu einem deutlichen
Verlust der diagnostischen Sensitivitét fiihren kann. Fiir die Untersuchung
auf Salmonellen ist hingegen ein wirksames selektives Anreicherungsver-
fahren vorhanden, sodass hier der Einsatz von gut durchmischten Sam-
melkotproben meist ohne wesentlichen Verlust an Information mdglich ist.

Fiir Lawsonia intracellularis ist eine kulturelle Anzucht im Rahmen der
Routinediagnostik derzeit nicht mdglich. Fiir den diagnostischen Nach-
weis ist daher die PCR-Untersuchung die Methode der Wahl. Aufgrund der
stark eingeschrankten Anzuchtmdéglichkeiten und einer fehlenden Metho-
de kann eine Antibiogrammerstellung bei diesem Erreger derzeit nicht
durchgeflihrt werden.

Sektionsproben (Darmproben) konnen im Rahmen von Sektionen oder
am Schlachthof gewonnen werden. Die Nachweisrate fiir Erreger aus
Sektionsmaterial ist hoher als die Nachweisrate in Kotproben. Erste Auto-
lyseprozesse setzen an der Darmschleimhaut bereits innerhalb von
30 Minuten nach dem Tod der Tiere ein, sodass die Sektion und Proben-
entnahme unmittelbar im Anschluss an den Tod des Tieres erfolgen muss.
Eine Diagnostik am Darmtrakt von Tieren, die langer als 12 Stunden tot
sind, ist als sinnlos anzusehen. ldealerweise sollte immer die parallele
Entnahme von nativem und in Formalin zu fixierendem Probenmaterial er-
folgen, um im Zweifelsfall die Beteiligung (Plausibilitdt/Relevanz) nachge-
wiesener Erreger iber histologische oder immunhistochemische Untersu-
chungen absichern zu konnen.

Tabelle 2: Auswahl von Untersuchungsmaterial zur Diarrhoediagnostik

Krankheit Tiere/Darm Kot
Colienteritis ++ +
Clostridiose ++ (Dinndarm) | (+)
Salmonellose ++ (Dickdarm) +
Dysenterie ++ (Dickdarm) ++
Porzine proliferative Enteropathie — PPE | ++ ++
(Lawsonia intracellularis)

++ gut geeignet, + geeignet, (+) méBig geeignet

Umgebungsproben (Wisch- oder Sockenproben) sind nur fiir den
Nachweis von Erregern sinnvoll, fiir die entsprechende Anreicherungsver-
fahren zur Verfligung stehen (z. B. Salmonellen), da es in der Umgebung
der Tiere zu einer starken Verdiinnung der Keimbelastung kommt.

2.5 Diagnostik von Gelenk- und systemischen Erkrankungen

Fiir die Diagnostik von systemischen Erkrankungen unter Beteiligung der
groBen Korperhohlen (Polyserositis) inkl. ZNS-Symptomatik sowie von Ge-
lenkerkrankungen werden im Rahmen der Sektion gewonnene Tupferpro-
ben (Meningen, Serosen, Gelenke) oder auch Gelenkpunktate verwendet.
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Instrumente (Messer, Sdge) zur Eroffnung der jeweiligen Lokalisation
(Schadeldecke, Gelenke) miissen steril sein. Instrumente, die bereits zu-
vor flir Hautschnitte oder andere Probenentnahmen verwendet worden
sind, miissen ersetzt werden. Die Tupferproben sind innerhalb von
24 Stunden nach der Entnahme gekiihlt und in einem Transportmedium
an das untersuchende Labor zu versenden. Bei einer Beteiligung der
Serosen (Pleura/Peritoneum) am Erkrankungsgeschehen sollten aufgrund
der deutlich hoheren Sensitivitat direkt Abstrichtupfer zum molekularge-
netischen Nachweis (PCR) der Erreger aus den Bereichen der vorliegen-
den Serosaaffektionen entnommen und untersucht werden, und zwar
auch dann, wenn der Erreger (z. B. Haemophilus parasuis, Mycoplasma
hyorhinis) potenziell in anderen Lokalisationen (z. B. oberer Respirations-
trakt, Lungengewebe) nachweisbar sein konnte. Kulturelle Erregernach-
weise gelingen aus sog. Serosensammeltupfern aufgrund der Begleit-
bzw. Kontaminationsflora nur selten.

Eine Entnahme von Gelenkfliissigkeit am lebenden Tier kann im Rah-
men einer Gelenkpunktion durchgefiihrt werden. Hierfiir ist beim Schwein
eine Allgemeinanédsthesie erforderlich. Die Punktatentnahme hat unbe-
dingt unter sterilen Kautelen zu erfolgen. Die Punktionsstelle muss daher
wie vor einem chirurgischen Eingriff gereinigt und desinfiziert werden.
Der Durchmesser der verwendeten Kaniilen sollte bei der Entnahme
1,1-1,2 mm nicht (iberschreiten. Kann keine Gelenkfliissigkeit gewonnen
werden, ist diese Tatsache nicht als aussagekréftig beziiglich des Nicht-
Vorliegens einer Infektion anzusehen, da das Gelenkpunktat je nach Ver-
anderung auch zu zéhflissig sein kann, um abgesaugt zu werden. Je
nach vermutetem Erreger (z. B. Mykoplasmen) sollte ein entsprechendes
Transportmedium fiir den Probenversand zugesetzt werden. Auch in die-
sen Fllen sollte ein unmittelbarer, gekiihlter Transport zum untersuchen-
den Labor erfolgen.

Bei der Auswahl der Untersuchungsmethode sowie der Interpretation
der Untersuchungsergebnisse muss beriicksichtigt werden, dass einige
Erreger von Gelenkentziindungen (z. B. Erysipelothrix rhusiopathiae) kap-
selassoziiert vorliegen und daher nicht oder nur schlecht in der freien Ge-
lenkfliissigkeit nachgewiesen werden konnen. Negative Untersuchungs-
ergebnisse sind in diesen Féllen als nicht aussagekréftig anzusehen.

2.6 Entnahme von Blutproben zum Erregernachweis/Monitoring
Eine Untersuchung von Blutproben zum Erregernachweis ist nur dann
sinnvoll, wenn eine Virdmie, eine Bakteridmie oder ein septikdmisches Ge-
schehen vermutet werden. Fiir den mikrobiologisch-kulturellen Nachweis
miissen hierzu spezielle Blutkultursysteme verwendet werden. Hierbei
muss eine vom Hersteller des Blutkultursystems vorgegebene Menge Voll-
blut, ohne den Zusatz von Gerinnungshemmern, direkt nach der Entnahme
und vor Einsetzen der ersten Gerinnungsprozesse, in das Blutkultursystem
liberfiihrt werden. Eine solche Untersuchung muss folglich bereits vor der
geplanten Probenentnahme vorbereitet werden. Zwar lassen sich einige
Erreger auch im direkten Ausstrich von Blutproben kultivieren, jedoch sind
hierflir keine Standardverfahren etabliert, sodass im Zweifelsfall nur der
Nachweis im Blutkultursystem als aussagekréftig angesehen werden
kann. Da Bakteridmiephasen nur kurzzeitig nach der erfolgten Infektion
und meistens vor dem Auftreten der ersten klinischen Symptome vorlie-
gen, verlaufen Untersuchungen von Blutproben, die bei Tieren mit akuten
Symptomen entnommen wurden, oftmals mit negativen Untersuchungsbe-
funden. In Fallen von septikdmischen Erkrankungsverldufen macht der
Nachweis bakterieller Erreger in Blutkultursystemen nur im Rahmen der
Bestandsdiagnostik einen Sinn, weil die Ergebnisse fir das individuelle
Einzeltier i. d. R. zu spét vorliegen. Soll eine Blutuntersuchung fiir die An-
zucht eines Erregers durchgefiihrt werden, so muss die Blutentnahme da-
fir unter sterilen Kautelen nach vorheriger Reinigung und Desinfektion der
Punktionsstelle erfolgen (Einwirkzeit des Hautantiseptikums beachten).
Grundsatzlich findet das Monitoring bakterieller Erkrankungen in den
Bestdnden iiber in regelmaBigen Abstdnden durchgefiihrte serologische
Untersuchungen (Antikorpernachweis) statt. Dieses kann wertvolle Hin-
weise zum Infektionsgeschehen auf den jeweiligen Betrieben und daher



Leitlinien zur Probengewinnung fiir die bakteriologische Diagnostik beim Schwein, Rind, Gefligel und Fisch | 9

eine Entscheidungsgrundlage fiir die Auswahl weiterer diagnostischer
Untersuchungsmethoden liefern. Bei der Durchfiihrung derartiger Monito-
ringuntersuchungen muss jedoch bedacht werden, dass nicht alle bakte-
riellen Infektionen zwangslaufig zu einer Serokonversion bei den Tieren
fihren. In vielen Féllen (z. B. Pasteurella multocida Typ D, Actinobacillus
pleuropneumoniae) kann es auch zu einer Kolonisation der Tiere ohne
direkte Serokonversion kommen.

3. Empfehlungen zur Probenentnahme beim Rind

3.1 Allgemeines

Im Allgemeinen ist bei der Entnahme von Proben im Rinderbestand zu
unterscheiden, ob es sich um Probenentnahmen zwecks weiterfiihrender
Diagnostik von akut aufgetretenen Erkrankungen bei Therapieversagen
bzw. vor Antibiotikawechsel oder um Probenentnahmen im Rahmen eines
routineméBigen Monitoringprogramms handelt (z. B. Beprobung von
Kiihen zum Zeitpunkt des Trockenstellens).

Bei der Befundinterpretation ist generell zu beachten, dass die Rele-
vanz einiger Erreger (z. B. Escherichia coli, Clostridium perfringens) fiir
das Krankheitsgeschehen oftmals nicht iiber den alleinigen Speziesnach-
weis erfolgen kann, da avirulente bzw. niedrig virulente Stdmme des
jeweiligen Bakteriums auch in der Keimflora nicht erkrankter Tiere nach-
weishar sind. In diesen Féllen ist es erforderlich, neben dem reinen Spe-
ziesnachweis auch den Nachweis spezifischer Virulenzfaktoren zu fiihren
(z. B. Escherichia coli F5-positiv; Fahigkeit zur Toxinbildung im Falle von
Clostridium perfringens), um die Relevanz des nachgewiesenen Bakte-
rienisolats am Krankheitsgeschehen beurteilen zu kénnen.

3.2 Diagnostik von respiratorischen Erkrankungen

Die Atemwegserkrankungen des Rindes werden international unter dem
Begriff ,Boviner Respiratorischer Krankheitskomplex“ geflihrt. Hierunter
fallen Atemwegserkrankungen, die sich auf einen einzigen Erreger zu-
riickfiihren lassen, wie z. B. die Infektiose Bovine Rhinotracheitis (IBR)
oder die parasitar bedingte Lungenwurmerkrankung (Dictyokaulose), aber
auch die zu den Faktorenerkrankungen zahlende Enzootische Broncho-
pneumonie der Kalber und Jungrinder (EBP) und Sonderformen, wie Aspi-
rations- und Eingusspneumonien und die atypische interstitielle Pneumo-
nie. Die groBte Bedeutung als Bestandserkrankung kommt der EBP zu.
Dabei handelt es sich um eine Faktorenkrankheit, d. h., dass ursachlich
fiir den Ausbruch der Erkrankung verschiedene Erreger (Viren, Bakterien,
Parasiten), die Umgebungsbedingungen (Temperatur, Luftfeuchte, Staub-
und Schadgasexposition) und das Jungtiermanagement (Kolostrumver-
sorgung, Fiitterung, Stresseinfluss) im komplexen Zusammenwirken eine
Rolle spielen.

Fiir die Gewinnung von Probenmaterial im Rahmen der Diagnostik re-
spiratorischer Erkrankungen beim Rind stehen verschiedene Entnahme-
techniken zur Verfligung. Hierzu zdhlen Tupferproben von den Schleim-
héauten des oberen Respirationstrakts, Trachealspiilproben, Transtracheal-
spllproben und die gezielte Spilung des Lungengewebes mittels BAL. Bei
der Entnahme von Tupferproben ist generell darauf zu achten, dass das
Tragermaterial vor dessen Verwendung leicht mit steriler physiologischer
Kochsalzlosung angefeuchtet wird, um dessen Aufnahmevermégen zu er-
hohen und ein Austrocknen des Probenmaterials zu vermeiden.

Bei der Auswahl des Verfahrens zur Probenentnahme im Rahmen der
weiterflihrenden Diagnostik muss die spezifische Pathogenese der jewei-
ligen Atemwegserkrankung beriicksichtigt werden, die auf Grundlage der
Befunde der klinischen Untersuchung vermutet wird. Deshalb bilden die
Befunde der klinischen Untersuchung die Voraussetzung fiir die weiter-
fihrenden Untersuchungen. Fiir Probenmaterial, das aus dem oberen
Respirationstrakt (Nasentupfer) gewonnen wird, gilt, dass die Unter-
suchungsergebnisse nicht zwingend die Situation im unteren Atmungs-
trakt widerspiegeln. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die in Proben

aus dem Atmungstrakt von Kélbern nachgewiesenen Mikroorganismen
ein bestandsspezifisches Muster aufweisen, was die Bedeutung der
regelméaBigen Probenentnahmen aus dem Atmungstrakt erkrankter Kalber
im Hinblick auf Impfempfehlungen und die Antibiotikawahl verdeutlicht.

Sollen Tupferproben entnommen und anschlieBend mittels PCR unter-
sucht werden, ist besonders darauf zu achten, dass das Tragermaterial
fir den Tupfer aus Kunststoff besteht, da Holz Substanzen freisetzen
kann, die zu einer Inhibition der PCR fiihren.

Nasentupfer eignen sich v. a. zum Nachweis von Erkrankungen, bei
denen sich der Erreger direkt in den Epithelien des oberen Respirations-
traktes vermehrt (z. B. respiropathogene Viren). Die Entnahme von Nasen-
tupferproben unter Verwendung kurzer Nasentupfer sollte vermieden wer-
den. Geeigneter ist die Verwendung langer Nasentupfer, die geschiitzt,
d. h. von einem Plastikrohr ummantelt, sein sollten. Fiir die Probenent-
nahme ist das Rind mittels (iblicher ZwangsmaBnahmen zu fixieren. Eine
Sedierung ist fiir solche Probenentnahmen iiblicherweise nicht notwen-
dig. Nach Reinigung des Flotzmauls werden die Tupfer — ohne das Flotz-
maul zu beriihren — in den unteren Nasengang eingebracht (bei Verwen-
dung eines geschiitzten Tupfers wird dieser nach Erreichen der Lokalisa-
tion flir die Probenentnahme aus der schiitzenden Hiille hervorgescho-
ben) und mit drehenden Bewegungen auf der Schleimhaut hin und her
bewegt. AnschlieBend wird der Nasentupfer zuriickgezogen und in das
vorgesehene TransportgefaB verbracht. Im Falle eines akuten Ausbruchs
einer Atemwegserkrankung sollten gezielt akut erkrankte Tiere mit ent-
sprechender klinischer Symptomatik (Nasenausfluss, Husten) und Fieber
ausgewahlt werden. Die beschriebene Technik der Probenentnahme eig-
net sich flir die Diagnostik respiropathogener Viren, wie des Bovinen
Herpesvirus-1 (BHV-1), des Parainfluenza-3 Virus (PI3) und des Bovinen
Respiratorischen Synzytialvirus (BRSV), und unter Beriicksichtigung des
oben genannten Vorbehalts auch fiir die bakteriologische Diagnostik.

Fiir die Entnahme von Trachealspiilproben (TL), Transtrachealspiilpro-
ben (TTL) und Lungenspiilproben (bronchoalveoldre Lavage — BAL)
sind verschiedene Entnahmetechniken etabliert. Die Probenentnahme er-
folgt unter sterilen Kautelen (Handedesinfektion, Tragen steriler Hand-
schuhe, Verwendung sterilen Instrumentariums). Die Entnahme erfolgt
bevorzugt am stehenden Tier entweder direkt in ein entsprechendes Pro-
bengefiB oder durch Uberfiihren der mit Hilfe einer Injektionsspritze aus
dem unteren Atmungstrakt aspirierten Spiilflissigkeit in das sterile Pro-
bengefaB. Bei jeder der verschiedenen Methoden gilt es, deren Vorteile,
aber auch Risiken zu bedenken.

Die Entscheidung zur Sedierung obliegt dem Tierarzt und ist fiir die TL
mit einfachem oder Doppelschlauchsystem empfehlenswert, jedoch nicht
notwendig; fiir die TTL sowie fiir die BAL ist sie jedoch ratsam. Da die
Probenentnahme beim stehenden Tier erfolgt, sollte das Stehvermdgen
durch die Sedation nicht beeintréchtigt sein.

Bei der transnasal durchgefiihrten Trachealspiilproben (TL) wird ent-
weder ein einzelner steriler Schlauch mit Luer-Lock oder ein steriles Dop-
pelschlauchsystem aus PVC verwendet. Auch mittels Endoskopie — also
unter Sichtkontrolle — kann entsprechendes Probenmaterial gewonnen
werden. Eine Besonderheit stellt das ivet®scope (Unitronic, D[]sseldorf15)
dar, welches tiber ein Spekulum die Probenentnahme unter Sichtkontrolle
von der Maulhdhle aus erlaubt. Die Entscheidung, ob eine leichte Sedie-
rung erfolgt, obliegt dem Tierarzt. Die Verwendung eines einfachen
Schlauchs birgt gegeniiber der geschiitzten Probenentnahme mit Hilfe
eines Doppelschlauchsystems das Risiko der Kontamination des Proben-
materials durch Bakterien des oberen Respirationstraktes. Nach Fixation
des Rindes und Reinigung des Flotzmauls wird entweder ein einfacher
Schlauch oder ein Doppelschlauchsystem iiber den ventralen Nasengang
bei angehobenem Kopf in die Trachea vorgeschoben. Durch Vergleich der

15http://www.unitronic.de/ueber—uns/unternehmen/news/news—detaiIs/items/unitronic—multifunktionales—endoskop—ivetscope.html
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Katheterldnge mit der GroBe des Tieres, kann man bei dieser Methode
ohne Sichtkontrolle den Sitz des Schlauchendes einschétzen. Der Sitz des
Schlauchs proximal der Bifurcatio tracheae bzw. im rechten Haupt-
bronchus fiihrt bei Einbringen der Spiilflissigkeit (Volumen 40-60ml
0,9-prozentige NaCl-Losung mittels Spritze) zum Husten, wéhrend das
Einbringen eines kleinlumigen Schlauchs in die Bronchioli aufgrund feh-
lender Rezeptoren keinen Husten auslosen wird. Bei derart tief einge-
brachten Schlduchen handelt es sich um eine BAL, bei der nur ein gerin-
ger Abschnitt des Lungengewebes im Gegensatz zur TL und TTL regel-
recht gewaschen wird. Die eingebrachte Spiilflissigkeit wird in beiden
Fallen in eine Spritze aspiriert und in das sterile ProbengefaB iberfiihrt.

Die Transtrachealspiilprobe (TTL) birgt das geringste Risiko fiir eine
Kontamination durch die Kommensalen des oberen Respirationstraktes,
da dieser iber die perkutane Punktion der Trachea umgangen wird. Das
Material, das fiir die Durchfiihrung der Transtrachealspiilprobe erforder-
lich ist, besteht neben dem ProbengefdB zum Auffangen der Spiilfliissig-
keit aus dem Material fiir die Lokalanédsthesie an der Punktionsstelle, ei-
nem Punktions- und Entnahmeset (Punktionsnadel, Spiilkatheter), aus
sterilen Handschuhen, steriler physiologischer Kochsalzlosung und dem
Material fiir die Vorbereitung der Punktionsstelle. Zur Punktion der Tra-
chea und der anschlieBenden Probengewinnung kann verwendet werden:
A. ein groBlumiger peripherer Venenkatheter aus Kunststoff und ein ste-
riler Schlauch (z. B. einer Kindererndhrungssonde oder ein Kunst-
stoffschlauch) oder
B. ein Venenverweilkatheter mit 13 G-Punktionskaniile aus Stahl, durch
die der 14 G-Katheter mit Luer-Lock von etwa 50-75 cm Lénge in die

Trachea eingebracht wird.

Am stehenden Tier befindet sich die Lokalisation fiir die transdermale
Punktion der Trachea ventral am Hals etwa eine Handbreit (ca. 8 cm)
unterhalb des gut zu palpierenden Kehlkopfes exakt in der Mitte der
Halsunterseite. Hier ist die Trachea direkt unter der Haut zu palpieren.
An dieser Stelle wird nach chirurgischer Vorbereitung und Lokalandsthe-
sie durch subkutane Infiltration der Punktionsstelle mit 3-5 ml einer
2-prozentigen Procainlosung, gefolgt von einer wiederholten Desinfek-
tion, das Lumen der Trachea — mit oder ohne vorherige Stichinzision —
punktiert. Dazu wird der Katheter/die Punktionskaniile zundchst durch die
Haut und dann im Raum zwischen zwei Trachealringen durch die Wand
der Luftrohre gestoBen, wobei die Kaniile/der Katheter in Richtung des
Verlaufs der Luftrohre nach distal vorgeschoben wird. Die erfolgreiche
Punktion erkennt man an dem zischenden Gerdusch der ein- und aus-
stromenden Luft am Konus des Katheters/der Punktionskaniile sowie an
dem Luftstrom, den man dort spiiren kann, wenn man die HandauBenfla-
chen vor die Kaniilendffnung hélt. Der Schlauch bzw. der Venenverweilka-
theter wird dann durch das Lumen des Katheters/der Punktionskaniile in
die Trachea eingebracht.

Bei einer TTL wird der Schlauch bevorzugt bis kurz vor die Bifurcatio
tracheae geschoben. Hier befindet sich der tiefste Punkt der Trachea, an
dem sich das Sputum aus mehreren Lungenabschnitten ansammelt und
aus dem bei der endoskopischen TL bevorzugt das Probenmaterial ge-
wonnen wird.

Die Methode der bronchoalveoldren Lavage (BAL) unterscheidet sich
von der TL und der TTL insofern, als ein kleinlumiger Schlauch oder ein
Ballonkatheter — nachdem die oben beschriebene Vorgehensweise der TL
oder der TTL angewendet wurde — (iber die Bifurcatio tracheae soweit wie
maglich im Bronchialbaum vorgeschoben wird. Aufgrund der anatomi-
schen Besonderheiten l&uft der Schlauch in der iiberwiegenden Zahl der
Félle in den rechten Hauptbronchus. Sobald der Schlauch nicht mehr
weiter vorgeschoben werden kann, wird die physiologische Kochsalz-
I6sung eingebracht. Im Gegensatz zur TL und TTL wird bei dieser Manipu-
lation kein Hustenreiz ausgelost. Die Riickgewinnungsraten sind geringer
als bei der TL und der TTL (hier ca. 40 Prozent). Gesplilt wird ein Bereich
der Lunge, der nur in seltenen Féllen bei der Enzootischen Bronchopneu-
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monie pneumonisch veréndert ist. Es werden signifikant haufiger Mono-
kulturen aus BAL-Probenmaterial gewonnen. Inwieweit Ergebnisse von
BAL fiir das Krankheitsgeschehen bestimmend sind, obliegt der Einschat-
zung des Tierarztes.

Fir die kulturelle Untersuchung sollte die Spiilfliissigkeit innerhalb
von 24 Stunden im Labor eintreffen und die Kultur angelegt werden.
Mykoplasmen (z. B. Mycoplasma bovis) konnen bevorzugt mittels PCR,
aber auch kulturell in der zuriickgewonnenen Fliissigkeit nachgewiesen
werden.

Die groBte Sicherheit bei der Diagnostik von Erkrankungen der tiefen
Atemwege bietet die gezielte Entnahme von verdndertem Lungen-
gewebe im Rahmen einer Sektion verendeter oder euthanasierter Rinder.
Es ist darauf zu achten, dass Rinder zur Sektion ausgewahlt werden, die
das akute klinische Geschehen in der Herde reprasentieren. Weiterhin
sollte Gewebe direkt aus Bereichen mit typischen pneumonischen Verén-
derungen entnommen und untersucht werden. Beim gleichzeitigen Vorlie-
gen von Pleuraaffektionen kann zur Absicherung der Ergebnisse die Ge-
webeentnahme um Abstriche von der pleuralen Oberflache erganzt wer-
den. Die diagnostische Sicherheit kann erhoht werden, wenn parallel zur
Gewebeentnahme flir den Erregernachweis, Lungengewebeproben fiir
eine spatere Diagnoseabsicherung (iber histologische/immunhistochemi-
sche Untersuchungen entnommen werden (GréBe ca. 1 cm x 1 cm x 1 ¢cm
in Formalin).

3.3 Diagnostik bei Mastitiden

Die Richtlinien fiir die Entnahme von Milchproben orientieren sich an
den Leitlinien der DVG-Fachgruppe ,Milchhygiene“ und des Sachver-
standigenausschuss ,Subklinische Mastitis“ (2. Auflage, 2009, ISBN:
978-3-941703-22-3).

Fiir den Nachweis euterpathogener Erreger im Rahmen der Mastitis-
diagnostik sind Viertelanfangsgemelke zu entnehmen. Lediglich bei Ver-
dacht auf Infektionen mit Hefen sind Viertelendgemelke sinnvoll. Die Pro-
ben sollten vorzugsweise zur normalen Melkzeit entnommen werden. Die
klinische Untersuchung des Euters hinsichtlich Beschaffenheit des Drii-
senparenchyms, Zitze und Zitzenkuppe erfolgt unmittelbar nach dem Aus-
melken. Die klinischen Befunde sollten auf dem Untersuchungsantrag
festgehalten werden.

Die Beurteilung der Eutergesundheit allein auf der Basis zytologischer
und mikrobiologischer Befunde ist aus Milchproben, die wéhrend der ers-
ten 5 Tage nach dem Abkalben gezogen wurden sowie aus Milchproben
von Rindern, die weniger als 2 kg Milch geben, nicht immer ausreichend
sicher moglich.

Die Entnahme von Trockenstehersekret ist ein Sonderfall. Nach der
Entnahme miissen die Zitzenkuppen mit einem den EU-Verordnungen
entsprechenden Zitzendesinfektionsmittel behandelt werden.

Vor der Probenentnahme sollten die Viertel mdglichst trocken von
groben Verschmutzungen befreit werden (Reinigungstiicher aus Zellstoff
oder sonstigen Einwegmaterialien). Eine nasse Reinigung mit Trinkwasser
oder einer schwachen Desinfektionsldsung ist nur bei groben Verunreini-
gungen notwendig. Die anschlieBende Trocknung erfolgt ausschlieBlich
mit Einwegtiichern. Nach der Reinigung werden die ersten drei Milch-
strahlen gesondert in einen Vormelkbecher gemolken und auf sinnféllige
Veranderungen gepriift. Im Ubrigen erfolgt die Reinigung und Desinfektion
der Zitzenkuppe griindlich mit einem separaten, alkoholgetrénkten Ein-
wegtuch fir etwa 15 Sekunden pro Zitze (vorzugsweise 70-prozentiger
Ethylalkohol). Die Zitzen der vom Probennehmer abgewandten Seite wer-
den zuerst gereinigt und desinfiziert, jedoch zuletzt beprobt.

Zur Probenentnahme miissen Einmalhandschuhe getragen werden.
Die Réhrchen werden unmittelbar vor der Probenentnahme mdglichst erst
unter der Kuh gedffnet und sollten horizontal gehalten werden, um Konta-
minationen zu verhindern. Der Verschlussstopfen wird mit der Innenseite
nach unten gehalten, wobei ein Bertihren der Innenflache des Stopfens zu
vermeiden ist.
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Die Entnahme erfolgt vorzugsweise nach Einsetzen der Milchejektion
und Abmelken des ersten Milchstrahls mit mdglichst geringem Druck und
bevorzugt durch ein einziges Entleeren der Zitze. Das Zitzenende darf den
Rand des ProbenentnahmegefaBes nicht beriihren. In der Regel sind
5-10 ml ausreichend; bei Verdacht auf Mykoplasmeninfektion sollte man
zunéchst ein spezielles Medium vom Labor anfordern. Beim Verschluss
der Rohrchen ist darauf zu achten, dass ein ausreichendes Luftpolster be-
lassen wird, damit eine Durchmischung der Probe gewéhrleistet wird.

Die Behaltnisse fiir die Milchproben miissen steril und mit dicht
schlieBenden Verschliissen versehen sein. Es ist unbedingt notwendig,
die Rohrchen vor der Probenentnahme mit fortlaufenden Nummern o. &.
zu beschriften und eine Stall- oder Untersuchungsliste als Unter-
suchungsantrag und zur Probenidentifizierung zu fiihren. Eine Farbkenn-
zeichnung der Verschliisse kann flr die Zuordnung der Euterviertel vor-
teilhaft sein.

Die gefiillten ProbenentnahmegeféBe werden fiir den Transport in ge-
eignete Behéltnisse verbracht. Der Probenversand sollte schnellstméglich
erfolgen. Nach Entnahme sollten die Proben bis zum Versand auf 6°C ge-
kiihit und gelagert werden. Eine Konservierung der Proben ist erforder-
lich, sofern der Ansatz zur mikrobiologischen Untersuchung trotz Kiihlung
der Proben nicht innerhalb von 24 Stunden nach Entnahme der Probe
durchgefiihrt werden kann oder eine Abkiihlung der Proben unmittelbar
nach der Probenentnahme nicht mdglich ist. Zur Konservierung sind Bor-
saurepréparate, die eine Konzentration von 0,5 bis 0,6 Prozent H3BO5 in
der Probe garantieren, besonders geeignet. Im Handel sind Fertigprapara-
te fiir diesen Zweck erhaltlich. Derart behandelte Proben konnen 24 Stun-
den bei Zimmertemperatur (ca. 20°C) und weitere 24 Stunden bei 4-6°C
bis zur Untersuchung gelagert werden. Die Konservierung Gber Tiefkiih-
lung ist ebenfalls mdglich. Dabei haben Mastitiserreger, wie Staphylo-
coccus aureus und verschiedene Koagulase-negative Staphylokokken
(KNS), unverdnderte bzw. héhere Isolierungsraten, wéhrend eine Abnahme
der Nachweisraten fiir andere Spezies nicht ausgeschlossen werden kann.

3.4 Diagnostik von Erkrankungen des Urogenitalsystems

Bei bakteriologischen Untersuchungen zur Diagnostik von Genitalinfektio-
nen der Kuh ist zu beriicksichtigen, dass in den ersten Wochen post par-
tum in den meisten Féllen auch bei ungestortem Puerperalverlauf Bakte-
rien nachweisbar sind; bei Vorliegen chronischer Endometritiden sind an-
dererseits hdufig keine Bakterien mehr im Uterus nachweisbar. Die Inter-
pretation von Ergebnissen einer bakteriologischen Untersuchung in den
ersten vier Wochen post partum ist auBerdem schwierig, weil sogar bei
klinisch gesunden Tieren pathogene Keime (z. B. Escherichia coli und
Trueperella pyogenes) nachgewiesen werden konnen und die intrauterine
Mikroflora insgesamt sehr divers ist. Fiir die Probenentnahme besonders
geeignet sind handelsiibliche Einmaltupfer oder Biirstchen (Cytobrush,
erhéltlich z. B. bei Minitube'®) mit einer Lénge von etwa 60 cm, die von
einem Mantelrohr und einer Schutzfolie umgeben sind. Kontaminationen
durch im Vestibulum bzw. in der Vagina vorkommende Bakterien werden
so vermieden. Die Tupfer werden wie Besamungspipetten in das Corpus
uteri eingefiihrt und nach der Probenentnahme in ein Nahrmedium (iber-
fiihrt (z. B. Amies-Medium). Besteht der Verdacht auf eine Beteiligung von
Anaerobiern am Infektionsgeschehen, so ist der Tupfer unmittelbar nach
der Entnahme in ein entsprechendes Transportmedium zu verbringen.

Im Rahmen der mikrobiologischen Untersuchung des Genitals des
Bullen sind Vorhautsekret, Vorsekret und Samenproben zu (iberpriifen.
Préputialsekret kann einerseits mittels Praputialspiilprobe gewonnen
werden; dies ist jedoch verhéltnismaBig aufwendig, aber fiir den sicheren
Erregernachweis (Campylobacter spp.) nach wie vor Methode der Wahl.
Eine Moglichkeit fiir den Nachweis anderer Infektionserreger bildet das
Ausspiilen der kiinstlichen Scheide unmittelbar nach der Sperma-
gewinung und der Entfernung des Samenauffangglases, wobei als Spiil-
fliissigkeit physiologische Kochsalzlosung oder eine spezielle Nahr-

"https://www.minitube.de/

bouillon verwendet werden kann. Fiir den Nachweis von Campylobacter
spp. oder anderen sensiblen Bakierien muss eine spezielle Nahrbouillon
(z. B. Cary-Blair-Medium n. Copan, Lander-Medium, modifiziertes SBL-
Medium) genutzt werden. Nach der Spiilung ist fiir den Mykoplasmen-
nachweis auf die Verwendung spezieller Medien (z. B. PH-Medium oder
KN-B-Medium) zu achten. Vorsekret (ca. 1-2 ml) kann relativ einfach
durch das Ablenken des erigierten Penis mit einer behandschuhten Hand
und das Vorhalten einer sterilen Petrischale wéhrend eines Blindsprungs
erfolgen. Fiir die mikrobiologische Untersuchung von Sperma werden un-
mittelbar nach der Gewinnung 1-2 ml steril entnommen. Es ist zu beach-
ten, dass auch bei gesunden Tieren eine Besiedelung des Genitale mit
ubiquitaren Keimen vorkommt. Die Interpretation der mikrobiellen Befun-
de kann daher nur in Verbindung mit den klinischen Symptomen erfolgen.
AuBerdem ist bei der Befundbeurteilung auf die Lokalisation, die Art und
die Anzahl der nachgewiesenen Erreger zu achten.

Zum Nachweis von Erregern von Harnwegsinfektionen (z. B. bei Ver-
dacht auf Nephritis, Zystitis oder Infektion mit Leptospiren) wird beim
weiblichen Tier Katheterharn unter mdglichst sterilen Kautelen fiir die
bakteriologische Untersuchung gewonnen. Dafiir muss das Rind gut
fixiert werden (z. B. durch Fixation im Fressgatter oder im ,Headgate“ des
Klauenstands unter Anwendung des Schwanzgriffs oder des kombinierten
Kniefalten-Schwanzgriffs). Nach griindlicher, mdglichst trockener Reini-
gung der Vulva und deren Umgebung wird ein steriler Harnkatheter (z. B.
Harnkatheter nach BRESLAU) unter Sichtkontrolle, bevorzugt unter Ver-
wendung eines Spreizspekulums, in die Harnrohrendffnung eingefiihrt
und bis in die Blase vorgeschoben. Ein blubberndes Einstrémen von Luft
signalisiert den korrekten Sitz des Katheters. Von der Verwendung von
Besamungspipetten sollte abgesehen werden, weil die Gefahr besteht,
dass die Plastikkatheter bei Abwehrbewegungen abbrechen oder die
Blase perforieren.

Da potenziell pathogene Mikroorganismen in den harnableitenden
Organen des gesunden Rindes vorkommen, sollte bei der Einsendung der
Proben eine Keimzahlbestimmung durchgefiihrt werden.

Beim ménnlichen Tier ist Mittelstrahlurin nach sorgféltiger Reinigung
und ggf. Kiirzen der Praputialhaare zu verwenden. Die zusétzliche Ver-
wendung von Eintauchnédhrbdden erlaubt eine Schatzung der zum Zeit-
punkt der Probenentnahme vorhandenen Keimzahlen.

Fir den Nachweis von Leptospiren mittels PCR bei Vorliegen einer
chronischen Leptospirose ist Harn geeignet, und zwar ab der zweiten
Krankheitswoche. Alternativ kann ein Teil der Harnprobe mit Formalin ver-
setzt werden, um zwecks Vermeidung einer bakteriellen Uberwucherung
eine Dunkelfeldmikroskopie oder einen Immunfluoreszenztest durch-
filhren zu konnen. Dieser mikroskopische Erregernachweis wird aller-
dings nur von sehr wenigen Laboren angeboten.

3.5 Diagnostik von Erkrankungen des Verdauungstraktes

Kotproben sind als Einzeltierprobe aus der Ampulla recti eines erkrankten
Tieres zu gewinnen und unverziiglich in ein geeignetes Probenbehéltnis
(nicht den Untersuchungshandschuh) zu iiberfiihren. Gegebenenfalls sind
mehrere Proben einzusenden. Dabei ist auf ausreichendes Probenvolumen
(> 5 g) und eine getrennte Einsendung zu achten, da Proben sowohl fiir
den bakteriologischen Nachweis (z. B. ETEC, Salmonellen), die virologische
Untersuchung (z. B. Rota-, Coronaviren), wie auch die parasitologische Dia-
gnostik (z. B. Kryptosporidien, Kokzidien, Magen-Darm-Strongyliden, Le-
beregel-, Lungenwurmdiagnostik) verwendet werden. Die Probenmenge ist
stets so zu bemessen, dass ein Austrocknen des Probenmaterials verhin-
dert wird.

Ingesta aus dem Diinndarm sind ein wichtiges Substrat inshesonde-
re flir die Diagnostik von Toxikoinfektionen und Enterotoxdmie hervorge-
rufen durch Clostridium perfringens. Da die Erreger auch bei gesunden
Tieren vorkommen, sind der Nachweis und die Charakterisierung des pro-
duzierten Toxins bzw. die Typisierung der isolierten Clostridium perfrin-
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gens-Stamme fiir die atiologische Diagnose einer Erkrankung erforder-
lich. Die Probenentnahme sollte mdglichst am frisch erkrankten Tier bzw.
unmittelbar (< 6 Stunden) nach dem Verenden des Tieres erfolgen, da
sich die Erreger wahrend der Autolyse sehr schnell vermehren.

Bei der Paratuberkulose des Rindes kann der Erregernachweis
(Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis — MAP) am lebenden Tier
tiber die Untersuchung von Kotproben (PCR, Kotkultur) erfolgen. Dartiber hi-
naus lassen sich Infektionen (iber die Untersuchung von Blutproben (zell-
vermittelte Immunitat mittels Interferon-y-Test oder Antikdrpernachweis
mittels ELISA), Milchproben oder Organproben (Erregernachweis) feststel-
len. Die Feststellung, ob ein Rind tatsdchlich MAP-infiziert ist, ist insofern
erschwert, als ein direkter Erregernachweis am lebenden infizierten Tier
aufgrund der unregelmaBigen Ausscheidung von MAP und des Vorkommens
von Passanten (Aufnahme von MAP aus der Umgebung und Ausscheidung
durch nicht infizierte Rinder) nicht immer (iber eine einzige Untersuchung
festgestellt werden kann, die Diagnostik mittels Kotkultur mehrere Monate
in Anspruch nehmen kann, eine Schimmelpilzkontamination die Untersu-
chung mittels Kotkultur beeintrachtigen bzw. ganzlich unmdglich machen
kann und die Antikorper-vermittelte Immunitat vergleichsweise spét ein-
setzt. Fiir die Paratuberkulosesanierung ist die Diagnostik am Einzeltier er-
forderlich. Fiir die Uberpriifung der Anwesenheit des Erregers im Bestand
und zwecks Monitoring der Stallumgebung eignen sich Sockentupfer.

Am toten Tier ist fiir den Nachweis von MAP die Untersuchung des
lleocaecallymphknotens und der Darmschleimhaut des distalen lleums
Methode der Wahl.

3.6 Diagnostik von Gelenk- und systemischen Erkrankungen
Insbesondere bei bestandsweise gehéuft auftretenden Polysynovitiden
und/oder Polyarthritiden sind Gelenkpunktate unter sterilen Kautelen zu
entnehmen. Bei Verdacht auf Beteiligung von Mykoplasmen sind fiir die
Anzucht spezielle Mykoplasmenmedien zu verwenden, die im Labor an-
gefordert werden. Der Nachweis von Borrelien (mittels PCR) kann unmit-
telbar aus dem Punktat (oder einem Hautbioptat) erfolgen.

Der Erregernachweis aus der Blutkultur wird auch bei Tieren mit
Verdacht auf Bakteridmien bzw. Septikdmien nicht routinemé&Big durch-
geflihrt. Die Ergebnisse kommen i. d. R. fiir den betreffenden Patienten zu
spat; zudem sind die Erreger haufig nur in einem engen Zeitfenster nach-
weisbar, sodass im Krankheitsverlauf wiederholt Blut fiir die kulturelle Un-
tersuchung entnommen werden muss. Das dramatische Krankheits-
geschehen erfordert andererseits eine umfassende antibiotische Therapie,
die wiederum den Erregernachweis erschwert oder unméglich macht. Es ist
auf sterile Kautelen zu achten, d. h. im Bereich der Jugularvene wird die
Haut groBflachig rasiert, entfettet und zweimal im Abstand von
3 Minuten jodiert. Das ,,Signal“-BIutkuItursystem17 ermdglicht den Nach-
weis von aeroben und anaeroben Bakterien mit nur einer Blutkulturflasche.

Die Diagnose Botulismus beruht primér auf dem klinischen Bild, das
durch fortschreitende Paralyse der quergestreiften Muskulatur gekenn-
zeichnet ist. Der bloBe Nachweis des Bakteriums Clostridium botulinum
ist nicht aussagekréftig, da es regelmaBig im Verdauungstrakt gesunder
wie kranker Tiere angetroffen wird. Der direkte Toxinnachweis erfolgt
liber den Tierversuch, gelingt aber nur relativ selten. Bei der Proben-
gewinnung ist die Hitzelabilitdt der Toxine zu beriicksichtigen. Blutserum
ist kiihl zu lagern, andere Proben (z. B. Pansen-, Darminhalt, Lebergewe-
be) sind sofort in dicht schlieBenden Behaltnissen einzufrieren (aufgrund
der schnellen Inaktivierung der Toxine insbesondere im Pansensaft) und
dann zu versenden. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass nur wenige Labo-
ratorien die Toxindiagnostik anbieten (z. B. Gottingen, Potsdam).

3.7 Diagnostik von Augenerkrankungen

Besteht eine Keratokonjunktivitis sollte die Probenentnahme vor jeg-
licher Verabreichung von Arzneimitteln erfolgen. Bei den Erregern, die im
Zusammenhang mit Keratokonjunktivitis beim Rind nachgewiesen

werden, handelt es sich v. a. um Moraxella bovis, Moraxella bovoculi,
Chlamydophila spp. und Mykoplasmen. Das Rind ist fiir die Probenent-
nahme gut zu fixieren und ggf. zu sedieren. Die Probenentnahme erfolgt
aus dem Konjunktivalsack am Unterlid mittels geeigneter Watte- oder
Viskosetrédger, die — um ein Austrocknen zu verhindern — zuvor mit steriler
physiologischer Kochsalzlésung angefeuchtet wurden. Ebenso konnen die
Tupfer in Rohrchen mit Amies-Transportmedium verbracht werden. Soll
eine Untersuchung auf Mykoplasmen erfolgen, sollte die Art des zu ver-
wendenden Transportmediums vor der Probenentnahme mit dem diag-
nostischen Labor abgestimmt werden. Bei Vorliegen von Hornhautulcera
kann, um eine bakterielle Kontamination zu vermeiden und die Chance
auf den Nachweis von Moraxellen (Moraxella bovis, Moraxella bovoculi)
zu erhohen, das Probenmaterial nicht von der Konjunktiva, sondern (vor-
sichtig) direkt von den Randern des Ulcus gewonnen werden.

4. Empfehlungen zur Probenentnahme beim Gefliigel

4.1 Alilgemeines

Die pathologisch-anatomische Untersuchung und die weiterfiihrende
Labordiagnostik sind in der Geflligelmedizin unerléssliche Hilfsmittel zur
Erstellung einer vollstdndigen atiologischen Diagnose. Probenentnahmen
an lebenden Tieren haben bei Wirtschaftsgefliigel eine untergeordnete
Bedeutung; die Beprobung von lebenden Tieren spielt hauptséchlich in
der Rasse- und Hobbygefliigelhaltung eine Rolle.

Die Anzahl der untersuchten Tiere sollte der HerdengroBe angemes-
sen sein (siehe 1.5).

Beziiglich der Auswahl von Tieren zur Sektion sind neben verendeten
ggf. auch erkrankte, lebende Tiere auszusuchen. Vor der Sektion sollte
das Gefieder der Tiere mit Wasser befeuchtet werden, um Kontaminatio-
nen wahrend der Untersuchung durch herumfliegende Federn und Feder-
staub zu vermeiden. Probenentnahmen der Haut sollten vor dem Befeuch-
ten erfolgen. Zur Probenentnahme konnen Tupfer eingesetzt werden
(siehe 1.6). Die Verwendung von Tupfern bietet sich insbesondere an,
wenn die Proben erst mit Zeitverzogerung untersucht oder zur Untersu-
chung versandt werden sollen. AuBerdem ist die Verwendung von Tupfern
material- und arbeitssparend, da diese direkt auf den Agarplatten ausge-
strichen werden kénnen. Eine Alternative ist die teilweise oder vollstandi-
ge Entnahme von verdnderten Organen, wenn diese zeitnah am gleichen
Tag untersucht werden. Dabei sollten die Proben mdglichst so genommen
werden, dass auch der Ubergangsbereich von verandertem zu gesundem
Gewebe in der Probe enthalten ist. Als ProbengeféBe eignen sich z. B. ste-
rile Petrischalen. Alle Proben sollten so schnell wie mdglich nach Eroff-
nung des Tierkdrpers genommen werden. Bei der Entnahme von Organ-
material oder der Er6ffnung von Organen muss steriles Besteck (Schere,
Pinzette) verwendet werden, das bei der Beprobung von unterschied-
lichen Organsystemen gewechselt werden muss. Generell ist bei der
Probenentnahme auf sauberes Arbeiten zu achten, stark bakterienhaltige
Organe, wie der Verdauungstrakt, sollten erst am Ende der Untersuchung
er6ffnet werden.

4.2 Probenentnahme von toten Tieren

4.2.1 Diagnostik von respiratorischen Erkrankungen

Im oberen Atmungstrakt erschweren teilweise Bakterien der Normalflora
die Untersuchung und bestimmte klein wachsende Bakterienarten (z. B.
Ornithobacterium rhinotracheale) konnen so leicht iibersehen werden. Hier
sollten im untersuchenden Labor zusétzlich antibiotikahaltige N&hrboden
(z. B. mit Neomycin und/oder Gentamicin) eingesetzt werden, die insheson-
dere das Wachstum von Enterobacteriaceae unterdriicken. Andere Erreger
(z. B. Avibacterium paragallinarum) haben eine geringe Tenazitit, sodass
bei der Untersuchung von toten Tieren oder dem Versand von Proben unter
Umsténden falsch negative Ergebnisse entstehen konnen. Hier macht ggf.
die Verwendung von molekularbiologischen Verfahren (PCR) Sinn.

v https://www.fishersci.de/shop/products/thermo-scientific-oxoid-signal-blood-culture-system/11933192
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Zur Probenentnahme im Rahmen einer Sektion wird wie folgt verfahren:
Nasenmuscheln (Conchae): Den Oberschnabel an der Basis mit einer
Schere absetzen und einen Tupfer in die Conchae einfiihren, leicht drehen
und vorsichtig wieder entnehmen.

Sinus infraorbitalis: Den Oberschnabel an der Basis mit einer Schere
absetzen, eine Scherenklinge in die Nasenmuschel einfiihren und in Rich-
tung des Sinus schneiden, dieser liegt ventral des Auges. Dann Tupfer aus
dem erdffneten Sinus nehmen, ohne die auBere Haut dabei zu beriihren.
Choanenspalte: Tupfer einfiihren, leicht drehen.

Larynxbereich: Tupfer einfiihren oder gesamten Larynx entnehmen und
im Labor direkt mit der Impfdse beproben.

Trachea: Wenn die gesamte Trachea verandert ist, ist fiir die bakteriologi-
sche Untersuchung die untere Halfte der Trachea zu bevorzugen, da die
Wahrscheinlichkeit geringer ist, dass die Normalflora die Untersuchung
erschwert. Es kdnnen wieder Tupfer zum Einsatz kommen oder das Organ
entnommen und im Labor direkt beprobt werden.

Lungen: Tupferprobenentnahme im Ubergangsbereich von verandertem
zu unverdndertem Gewebe oder Organentnahme.

Luftsdcke: Tupferprobenentnahme von verdnderten Bereichen.

Zur Diagnostik von Konjunktiven siehe 4.3.

4.2.2 Diagnostik von Erkrankungen des Urogenitalsystems

Vogel haben keine Harnblase, die Harnleiter miinden in die Kloake und
der Vogelharn wird zusammen mit dem Kot abgesetzt. Eine separate bak-
teriologische Untersuchung des Harns ist nicht sinnvoll. Nur Erpel und
Ganter haben einen ausstiilpbaren Phallus (Phallus protrudens).

Nieren, Hoden: Anschnitt des Organs und Tupfern der Schnittfliche oder
Organentnahme und Beprobung im Labor.

Phallus: Tupferprobenentnahme aus veranderten Bereichen.

Ovar: Tupferprobenentnahme von Entziindungsmaterial, das sich zwi-
schen den Follikeln befindet, Tupferprobenentnahme von Follikelinhalt
nach Erdffnung.

Legedarm: Eroffnung des Legedarms mit sterilem Besteck, Tupferproben-
entnahme von Legedarmwand und Entziindungsmaterial.

4.2.3 Diagnostik von Erkrankungen des Verdauungstraktes

Auch der Verdauungstrakt hat eine Normalflora, daher muss unter Einbe-
ziehung der Klinischen Erscheinungen, pathologischen Verénderungen,
der Erregermenge, der isolierten Bakterienspezies und ggf. weiteren mo-
lekularbiologischen Untersuchungen (Virulenzfaktoren) eine Bewertung
erfolgen, ob es sich um ein bakterielles Krankheitsgeschehen handelt oder
nicht. Bei der Versendung von Proben, die auf Anaerobier untersucht wer-
den sollen, miissen dafiir geeignete Transportsysteme verwendet werden.
Kropf, Duodenum, Jejunum, lleum, Caecum: Bei Tupferentnahme aus
veranderten Bereichen oder Entnahme von Darmteilen und Beprobung im
Labor sollte der Darm erst im Labor er6ffnet werden, um Austrocknung zu
verhindern.

4.2.4 Diagnostik von Erkrankungen des Skelettsystems

Bei Gelenktupfern ist die Kontaminationsgefahr durch Kontakt des Tupfers
mit der duBeren Haut erhoht, insbesondere bei kleineren Tieren.
Zehengrundgelenke, Intertarsal-, Kniegelenk, ggf. Gelenke des
Fliigels: Eroffnung des Gelenks mit Skalpell, Tupferentnahme aus dem
Gelenk.

Hiiftgelenk, Femurkopf, Knochenmark Femur: Erdffnung des Gelenks
durch vorsichtige manuelle Exartikulation, Beprobung des Femurkopfes
und/oder bei Ablésung des Femurkopfes auch des Knochenmarks mit
Tupfern.

Sehnenscheide: Eroffnung der Sehnenscheiden mit sterilem Besteck und
Tupferprobenentnahme.

Sechster Brustwirbel (bei Masthdhnchen): Entfernung des Lungen- und
Nierengewebes im Ubergang von der Lunge zu den Nieren, Durchtren-

nung der Wirbelsdule vor und hinter dem sechsten Brustwirbel gefolgt
von einem Sagittalschnitt durch den Wirbel und Tupferentnahme aus dem
verdnderten Bereich.

4.2.5 Diagnostik von systemischen Erkrankungen und Erkrankungen
des ZNS

Die Untersuchung von Herz, Leber und Milz zur Diagnose von systemi-

schen bakteriellen Infektionen wird sehr héufig durchgefiihrt. Die Bepro-

bung von GroBhirn und Kleinhirn erfolgt meist nur beim Vorliegen von

zentralnervisen Storungen.

Herzbeutel: Vorsichtige Er6ffnung mit sterilem Besteck und Tupferent-

nahme aus dem Inneren des Herzbeutels.

Herz: Nach Sagittalschnitt Tupferprobenentnahme vom Herzmuskel und/

oder maglicherweise verdnderten Herzklappen oder Entnahme des

Organs und Beprobung im Labor.

Leber, Milz: Anschnitt des Organs und Tupfern der Schnittfliche oder

Organentnahme und Beprobung im Labor.

GroBhirn, Kleinhirn: Probenentnahmen bei dem Vorliegen von zentral-

nervisen Symptomen. Gerade bei kleinen Tieren ist die Kontaminations-

gefahr durch die Eroffnung des Schadels groB.

4.3 Probenentnahme von lebenden Tieren

4.3.1 Diagnostik von respiratorischen Erkrankungen

Fiir die Entnahme von Nasentupfern werden zuerst eventuell vorhandene
Krusten und Beldge entfernt. Ist das Nasenloch stark verschmutzt, emp-
fiehlt es sich, zunéchst einen oder zwei Tupfer zu verwerfen. Es miissen
entsprechend diinne Tupfer gewahlt werden, um in das Nasenloch einge-
hen zu konnen. Bei Geflligel ist darauf zu achten, dass die empfindlichen
Nasenklappen nicht verletzt werden.

Fiir die Entnahme von Trachealtupfern wird der Zungengrund durch
sanften Druck von auBen im Submandibularbereich zwischen den beiden
Unterschnabeldsten derart angehoben und mit dem Daumen fixiert, dass
die Larynxdffnung sichtbar wird. Der Tupfer wird vorsichtig einige Zenti-
meter (je nach VogelgroBe) in die Trachea eingefiihrt. Die Probenentnah-
me wird haufig durch Abwehrbewegungen der Tiere erschwert. Fiir die
Entnahme von Choanentupfern wird der Tupfer in die Choanenspalte der-
art eingefiihrt, dass er vorher moglichst keinen Kontakt mit der Zunge
oder dem Gaumen hat, anschlieBend um 180° gedreht und ebenfalls oh-
ne Beriihrung der Umgebung entfernt.

Fiir die Entnahme von Konjunktivaltupfern wird das untere Augenlid
des gut fixierten Kopfes etwas abgehoben. Der Tupfer wird von lateral
kommend parallel zum Lidrand in den Fornix conjunctivae eingefiihrt und
leicht gedreht.

4.3.2 Diagnostik von Erkrankungen des Verdauungstraktes

Fir die Entnahme von Kropftupfern muss der Hals in starker Streck-
stellung sehr gut fixiert werden, da jede Bewegung des Vogels zu Verlet-
zungen durch den Tupfer filhren kann. Da der Osophagus in seinem
Anfangsteil an der rechten Halsseite liegt, empfiehlt es sich, den Tupfer
von der linken Schnabelseite (iber den Zungenriicken einzufiihren. Die
Position des Tupfers wird palpatorisch kontrolliert. Der Tupfer wird im
Kropf einige Male entlang der langsverlaufenden Schleimhautfalten
geflihrt und dann rasch herausgezogen.

Mdglichst frische Kotproben konnen in Bestdnden, in denen ein
Abfangen der Vogel nicht gewiinscht wird, gesammelt werden. Fiir die
bakteriologische Untersuchung eignen sich nur frisch abgesetzte, nicht
ausgetrocknete Proben.

Zur Entnahme eines Kloakentupfers werden die Federn in der Umge-
bung derart gescheitelt, dass die Kloake gut zugéngig ist. Der Tupfer wird
mit sanftem Druck soweit in die Kloake eingefiihrt, dass sich der Watteteil
im Inneren der Kloake befindet, dann wird er einmal um 180° gedreht und
vorsichtig aus der Kloake entfernt.
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4.3.3 Diagnostik von systemischen Erkrankungen und Hautinfektio-
nen

Die Blutentnahme erfolgt nach Hautdesinfektion aus der Fliigelvene

(V. ulnaris), der Metatarsalvene (V. metatarsalis plantaris superficialis)

oder der Jugularvene (V. jugularis dextra). Die entnommene Blutmenge

sollte 1 Prozent der Kérpermasse nicht iibersteigen. Eine bakteriologische

Untersuchung von Blutproben ist bei Geflligel eher uniiblich.

Die Entnahme von Organbiopsien oder die Punktion von fliissigkeits-
gefiillten Korperhohlen sind mdglich, werden aber bei Rassegefliigel
selten durchgefiihrt.

Beim Verdacht einer bakteriellen Atiologie bei Hautverinderungen
sollten zundchst Verschmutzungen und oberfldchliche Sekrete mit einem
sterilen Tupfer entfernt werden, dann ist die Tupferprobe aus dem Uber-
gangsbereich von verdndertem zu gesundem Gewebe nehmen.

5. Empfehlungen zur Probenentnahme bei Fischen

5.1 Allgemeines

Zur Diagnostik einer akut auftretenden Erkrankung missen fiir die
Probenentnahme Tiere aus dem Bestand ausgewahlt werden, die Klini-
sche Anzeichen einer Erkrankung zeigen, wie Lethargie, Absondern vom
Schwarm, Dunkelfarbung, Hamorrhagien oder Hautulzerationen. Die
Anzahl der untersuchten Tiere sollte der BestandsgroBe angemessen
sein. Dieses muss insbesondere berlicksichtigt werden, wenn es sich um
eine Probenentnahme im Rahmen eines routineméBigen Monitorings han-
delt und von einer geringen Prdvalenz von Infektionserregern ausgegan-
gen werden muss. Bei Speisefischen erfolgt die Probenentnahme i. d. R.
im Rahmen einer pathologischen Untersuchung, die Entnahme von
Tupferproben an lebenden Tieren ist bei diesen Fischen von untergeord-
neter Bedeutung.

Zur Probenentnahme konnen Tupfer mit Transportmedium (Tabelle 1)
verwendet werden, oder es konnen veranderte Organe entnommen und in
einem sterilen GefdB (sterile Petrischale) zur Untersuchung gebracht
werden. Sollen Organproben untersucht werden, ist darauf zu achten,
dass das Material wahrend des Transports nicht austrocknet. Deshalb ist
die Verwendung von Transportmedium bei Tupfern und bei Organmaterial
in dem Fall, in dem die Proben erst mit Zeitverzogerung, wie z. B. nach
einem Versand, untersucht werden konnen, unbedingt anzuraten. Um
auch temperatur- und lichtempfindliche Bakterien nachweisen zu
konnen, sollte immer ein Transportmedium mit Holzkohlezusatz verwen-
det werden und der Versand immer gekiihlt erfolgen. Die Kultur von Fisch-
proben hat bei einer Temperatur von 15 bis 25°C (oft sind beide Tempera-
turbereiche sinnvoll) (iber mehrere Tage zu erfolgen. Bakterien, die nach
einer Kultur der Proben bei 37°C nachgewiesen werden, tragen oft nicht
zum Krankheitsgeschehen bei.

5.2 Haut

Proben von Hautveranderungen, wie Ulzerationen oder Furunkeln, werden
unter Verwendung eines Tupfers direkt entnommen. Die Untersuchung
von Hautproben wird durch die ubiquitar im Wasser und auch physiolo-
gischerweise auf der Haut der Fische vorhandenen Bakterien erheblich
erschwert. Um die Bakterien identifizieren zu kdnnen, die urséchlich zur
Entstehung von Ulzerationen gefiihrt haben, muss deshalb der Uber-
gangsbereich von verdndertem zu gesundem Gewebe beprobt werden.
Hierfiir kann es notwendig sein, besonders feine Wattetupfer zu verwen-
den. In Tupferproben aus zentralen Bereichen von Hautulzerationen
werden oft nur ubiquitire Bakterien aus dem Wasser nachgewiesen.

5.3 Kiemen

Von verdnderten Kiemenbereichen, z. B. bei Kiemenschwellungen oder
Kiemennekrosen, werden Proben unter leichtem Drehen des Tupfers ent-
nommen. Auch die Interpretation von Untersuchungsergebnissen aus Kie-
menproben wird durch die physiologische Bakterienflora auf den Kiemen
erheblich erschwert.
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5.4 Aszites

Bei Fischen mit Aszites kann Fliissigkeit mit einer sterilen Spritze ent-
nommen werden. Dazu wird der Fisch auf die dorsale Korperseite gedreht
und mit dem Kopf nach unten gelagert. Die Kaniile wird unmittelbar crani-
al der Bauchflossen in die Leibeshéhle eingestochen und dann — je nach
FischgroBe — ca. 1 cm weit flach nach cranial gefiihrt, wo Flissigkeit auf-
genommen werden kann.

5.5 Organproben

Fiir die Entnahme von Organproben werden zu beprobende Fische tier-
schutzgerecht getotet. Die Leibeshéhle wird mittels sterilem Sektions-
besteck (Schere, Pinzette) erdffnet. Um eine Kontamination der Organe
mit Bakterien der Hautflora und aus dem Verdauungstrakt zu vermeiden,
wird die Leibeshohle durch einen Einschnitt caudal der Afterdffnung mit
der Schere eroffnet. Dann wird eine Scherenklinge durch die geschaffene
Offnung eingefiihrt, der After umschnitten und die Leibeshohle durch
Schneiden entlang der ventralen Korperlinie in Richtung Brustflossen
erdffnet. Mit einer Pinzette wird die Bauchdecke an der Stelle des initialen
Einschnitts angehoben, eine Scherenklinge eingefiihrt und mit einem
bogenférmigen Schnitt, der dorso-frontal verldauft, die Bauchdecke abge-
hoben. Dabei ist die Kontamination der Leibeshohlenorgane mit Haut-
schleim oder Schuppen zu vermeiden. Beprobt werden i. d. R. Leber, Milz
und Niere, indem Gewebe mit sterilem Besteck angeschnitten und die
Schnittflichen mittels Tupfer beprobt werden. Wie oben beschrieben,
konnen auch Gewebestiicke entnommen und in einem sterilen GefaB
(Petrischale) direkt zur Untersuchung gebracht werden, wenn die Labor-
untersuchung zeitnah erfolgt. Werden bei der Sektion pathologische Ver-
anderungen in anderen als den genannten Organen beobachtet, werden
diese Organe wie oben beschrieben gesondert beprobt.

Generell ist auf sauberes Arbeiten zu achten und eine Verletzung des
Verdauungstraktes in jedem Fall zu vermeiden. Da Organgewebe von
Fischen nach dem Tod rasch von Bakterien besiedelt wird, die langsam
wachsende Fischpathogene iberwachsen, sollten nur frischtote Fische
beprobt werden, wobei ziigig gearbeitet werden sollte.
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