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++ LEITFADEN ZUR PROBENGEWINNUNG

Die gezielte Untersuchung von diagnostischem Material ist zur Abklarung von unklaren
klinischen Befunden sowohl bei Einzeltieren als auch bei Bestandsproblemen wichtig.
Zudem ergibt sich die Notwendigkeit atiologisch abgesicherter Diagnosen als Grund-
lage einer zielgerichteten Therapie und Prophylaxe. Ebenfalls Grundvoraussetzung
fur die Herstellung von autogenen Impfstoffen ist die Isolierung der am Infektions-
geschehen beteiligten Krankheitserreger. Entnahme, Handhabung und Transport von
diagnostischen Proben sind Schlisselfaktoren fur die Richtigkeit von Laboranalysen.
Diese praanalytische Phase = vor Beginn der Laboruntersuchungen - liefert den
grofiten Beitrag zu systematischen Fehlern in den Laborergebnissen. Entscheidend fir
den Erfolg der Diagnostik sind die korrekte Auswahl des Untersuchungsmaterials, de-
ren Entnahme sowie deren Weiterleitung. Ungeeignete Probenentnahmesysteme und
inkorrekte Handhabung konnen erhebliche Unrichtigkeiten in der Laboranalyse ver-
ursachen. Die Einhaltung einiger einfacher Empfehlungen kann praanalytische Feh-
ler reduzieren. Dieser Leitfaden beschreibt, welche Punkte bei der Probenentnahme
geplant und dokumentiert werden mussen, welche Proben fir bestimmte Erreger ge-
nommen werden und welche Punkte beim Transport beachtet werden missen.

Planung und Vorbereitung

Ein vollstandiger Vorbericht und komplettes Begleitschreiben sind wesentliche Vor-
aussetzungen, um im Labor die methodisch geeignetsten Untersuchungen zu veran-
lassen und Befunde richtig zu interpretieren.

Folgende Angaben sind mindestens erforderlich:

Einsendende Praxis oder Organisation sowie verantwortliche Tierarztin bzw. Tierarzt
mit vollstandiger Adresse, Telefonnummer, Fax, E-Mail

Tierhalter mit vollstandiger Adresse und VVVO-Nummer

Angaben zum Tier bzw. Tierbestand (Tierart, Rasse, Geschlecht, Nutzung, Alter, Ge-
wicht, Kennzeichnung bzw. Ohrmarke)

Klinische Angaben (Beginn, Symptome, Verlauf, Morbidit&t)

Anzahl, Art und Kennzeichnung des Untersuchungsmaterials

Datum der Probenentnahme

Nachweisziele

gewlinschte Adresse(n) fir Befundiibermittlung und Rechnungsstellung

Die exakte Dokumentation der Herkunft der entnommenen Proben ist fur die Herstel-
lung autogener Impfstoffe auflerst wichtig. Die isolierten Stamme mussen eindeutig
einem Betrieb zugeordnet werden.

+. LEITFADEN ZUR PROBENGEWINNUNG

Stichprobenplanung Serologie

Die Serologie ist ein wichtiges Instrument fir die Detektion von Infektionen und
Erkrankungspravalenzen, das Monitoring von Vakzineeinsatzen und zur Festlegung
geeigneter Impfzeitpunkte. Der Erfolg hangt auch von der Stichprobengrof3e und der
Haufigkeit der Probenentnahmen ab. Die Festlegung der Mindestprobenzahl ist ent-
scheidend fir die Wertigkeit der Ergebnisse. Die Grundlagen der Stichprobenziehung
sollten bekannt sein oder mit dem Labor beraten werden, bevor ein Untersuchungs-
programm etabliert bzw. ein Untersuchungsauftrag erteilt wird. Bei zu geringen Stich-
probenumfangen sollte man sich im Klaren sein, dass die Reduktion der Probenzahl zu
einem Verlust an Information und zu einer potentiellen Fehlinterpretation der Ergeb-
nisse fiihren kann.

Zur Erkennung einer Erkrankung (d.h. zum Nachweis von spezifischen Antikérpern)
sind ggf. zwei Serumproben (sog. Probenpaar) erforderlich, die unmittelbar nach dem
Auftreten der klinischen Erscheinungen und frihestens zwei Wochen spater gewonnen
werden.

Fir die serologische Diagnostik geniigen im Allgemeinen 3-5 ml Serum oder Plasma
bzw. 6-10 ml Voll- oder EDTA-Blut.

Serum:
Fur die Mehrzahl der Untersuchungen wird Serum verwendet.

Vollblut:
Vollblut kann in entsprechenden Serumrohrchen, vorzugsweise mit Trennmittel, ein-
gesendet werden. Eine Zentrifugation kann ebenfalls vor dem Versand erfolgen.

EDTA-Blut:
Bitte auf gute Durchmischung (nicht schiitteln!) achten. EDTA-Blut wird fir die Blutbil-
der und fir den PCR-Nachweis von Mycoplasma suis bendtigt.

va:<inova

veterinary prevention strategies



++ LEITFADEN ZUR PROBENGEWINNUNG

Entnahmehinweise fiir die bakteriologische Diagnostik

Bei der Auswahl der Tiere ist darauf zu achten, dass mdglichst antibiotisch unbehan-
delte und frisch erkrankte Tiere ausgewahlt werden. Dies erhéht die Sicherheit, dass
sich die fiir die primare Infektion verantwortlichen Bakterienstamme isolieren lassen
und das Ergebnis des Resistenztests die reale Resistenzlage dieser Erreger reprasen-
tiert. Auch wenn ein autogener Impfstoff im Einsatz ist, sollte regelmaBige Diagnostik
erfolgen. Nur mittels fortlaufender, begleitender Diagnostik ist es moglich, friihzeitig
eine Drift der Erreger und damit ein sich wechselndes Erregerspektrum zu erkennen,
zumal eine erfolgreiche Impfung immer auch einen erheblichen Selektionsdruck auf
die .. Zielkeime" auslibt.

Je nach Klinik und zu erwartenden Erregern missen unterschiedliche Proben ge-
nommen werden. Hierbei missen rechtliche Grundlagen berucksichtigt werden, z.B.
Sektion, gezielte Organentnahme, Biopsie, Abstriche. Eine Probe sollte aus Organma-
terial und/oder aus Tupfer-Abstrichen mit Transportmedium bestehen.

Bei kleinen Probenvolumina (z. B. Tracheobronchialsekret) verhindert ein Transport-
medium die Austrocknung der Probe. Ein Transportmedium kann die Schadigung der
Zielkeime und/oder Verdrangung dieser Erreger durch eine robustere Konkurrenzflora
verhindern oder minimieren.

Bei Verdacht auf Infektionen mit besonders

empfindlichen Bakterien (z. B. Mykoplasmen)
\ 9 | lasst sich durch Verwendung eines speziellen
Transportmediums die Vitalitat und Anzicht-
barkeit essentiell verbessern. vaxxinova stellt
dieses auf Anfrage zur Verfligung.

f Bei unklarer Erregerzusammensetzung sind
mehrere verschiedene Transportsysteme je
3 Abstrichstelle zu verwenden.

Isolierung anspruchsloser Bakterien
(z. B. Salmonellen); PCR-Diagnostik

fur empfindliche und anspruchsvolle
Bakterien mit Holzkohle als Adsorbens

naerobier-Transportsystem Anaerobier (z. B. Bioptate])

___<_ ; _____

<

irus-Transportsystem zur Kultivierung von Viren

ykoplasmen-Transportsystem Anzucht Mykoplasmen

___________________________________________________________________________
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Die Probenentnahme sollte stets mit sterilen Instrumenten, Geraten und Behaltnissen
erfolgen. Bei der Probenentnahme ist jegliche Verunreinigung der Probe zu vermeiden.

Bei Probenmaterial aus priméar nicht sterilen Bereichen (Kot, Rachen etc.] muss
besonderer Wert bei der Beurteilung der Befunde auf die Menge der isolierten Erre-
ger im Verhaltnis zur Entnahmetechnik und das Verhaltnis zu Bakterien der ,Normal-
flora” gelegt werden, da der zum Zeitpunkt der Probenentnahme vorhandene Keim-
status sich wahrend des Transports zur Untersuchung verandern kann und Begleit-
keime die Diagnostik dann erschweren.

In Faulnis Ubergangene oder gefrorene Tierkérper und Organe sind ebenso wie
multimorbide Kimmerer fir die Diagnostik eines speziellen Krankheitsgeschehens
unbrauchbar.

Untersuchungen von Pool- oder Sammelproben mehrerer Tiere sind fir die bakteri-
ologische Diagnostik meist ungeeignet, weil die Empfindlichkeit des Untersuchungs-
ganges geringer wird und Aussagen zum Einzeltier nicht mehr getroffen werden
kénnen.

Proben zur histologischen Untersuchung werden in Formaldehydlésung (10 %) kon-
serviert.

Tupferproben zur Diagnostik respiratorischer Erkrankungen aus Nasenhdohle und
Tonsillen sind meist mit unspezifischer Begleitflora kontaminiert und bedirfen einer
schnellen Bearbeitung. Zur Entnahme von Nasentupferproben sind die Schweine am
Kopf zu fixieren. Tupfer- bzw. Kratzproben von den Tonsillen (Nachweis von z. B. Acti-
nobacillus pleuropneumoniae u. a.) kdnnen nach Fixation und Einfiihren eines Maulkei-
les auch am wachen Tier sicher entnommen werden.

Trachealtupfer und Lungenspilproben (bronchoalveoldre Lavage; BALF) liefern vom
lebenden Tier Befunde, die ebenso aussagekraftig sind wie Ergebnisse von Sektions-
material.

Im Rahmen der Abortdiagnostik sind mindestens zwei Frichte und Eihautteile -
moglichst aus dem Geburtsweg - zu entnehmen; ggf. eine Zervixtupferprobe.

Fur Zervixtupfer sind Tupfertrager in Verbindung mit einem ca. 40 cm langen
Rohrenspekulum verwendbar. Zur Entnahme haben sich auch sterilisierte Spekula
zum Einmalgebrauch bewahrt. Die Entnahme erfolgt nach Sichtkontrolle und Beurtei-
lung des Zervixeinganges auf Schleimhautbeschaffenheit und Sekretion. Eine ,blinde”
Tupferung ergibt oft unspezifische, kaum bewertbare mikrobiologische Befunde.

Mit kurzen Tupfern aus dem Scheidenvorhof entnommene Proben sind diagnostisch
wertlos.
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Kotproben sind moglichst direkt rektal vom Einzeltier, nicht vom Stallboden, zu ent-
nehmen. Fir die Salmonellenuntersuchung ist ein wirksames Anreicherungsverfahren
vorhanden, so dass [nur) hier der Einsatz von Sammelkotproben ohne wesentlichen
Verlust an Information moglich ist.

Fur die Diagnostik von Harnwegsinfektionen wird Uberwiegend spontan abgesetzter
Mittelstrahlurin aufgefangen. Eine Keimvermehrung im Harn wahrend des Versands
kann den wahren Keimgehalt jedoch erheblich verfalschen. Alternativ kann ein Rohr-
chen mit Harn zentrifugiert und das Sediment anschlieBend getupfert werden; der
Transport des Tupfers erfolgt dann in einem Transportmedium.

Fir den Transport kann auch ein spezielles Harntransportsystem (z.B. ExactoBac-U®)
verwendet werden, das ein lyophilisiertes Bakteriostatikum enthalt. Selbst anaerob
wachsende Harnwegsinfektionserreger wie Actinobaculum suis kdnnen so noch nach
mehreren Tagen aus infizierten Harnproben nachgewiesen werden.

benotigtes Organmaterial oder Tupfer von

i APP Lunge, Pleura, Tonsille

i Bordetellen Lunge, Trachea, Nasentupfer i
i Clostridien Dinndarm, Kot :
i Escherichia coli Darm, Kot i
i Haemophilus parasuis Gehirn, ungeoffnete Gelenke, Tupfer von serdsen Hauten, :
: (bedingt) Lunge; Herz mit Herzbeutel :
i Mykoplasmen Lunge, Tupfer von serdsen Hauten, :
: ungedffnete Gelenke, Herz mit Herzbeutel :
| Pasteurellen Lunge, Nasentupfer :
| Staphylokokken Haut i
| Streptokokken Gehirn, ungeoffnete Gelenke, Vaginalabstriche, Lunge ;

___________________________________________________________________________
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Beschriftung

Nach der Entnahme sind die Proben eindeutig, analog zum Begleitschreiben und dau-
erhaft (nicht abwischbare Beschriftung der Behaltnisse) zu kennzeichnen, um das
Ergebnis spater dem entsprechenden Tier oder Stallabteil zuordnen zu kénnen. Eine
sorgfaltige Beschriftung ist zur Sicherung der Identitat einer Probe unbedingt erfor-
derlich.

Probenaufbewahrung, -verpackung und -transport

Der rasche und sachgerechte Transport des Materials in das Labor ist ein wichtiger
Teil der praanalytischen Phase. Bestimmungsgemafe und zertifizierte Verpackungs-
systeme erhalten Sie bei Teilnahme an unserem TNT-Abholservice.

Proben, die nicht Gber unseren TNT-Abholservice in das Labor gelangen, konnen liber
den Postweg verschickt werden. Hierfur gelten die jeweils aktuellen Bestimmungen
der Deutschen Post ,Regelungen fir die Beforderung von gefahrlichen Stoffen und Ge-
genstédnden”. Der Absender tragt haftungsrechtlich die Verantwortung fiir die Kenn-
zeichnung und adaquate Verschickung des Probenmaterials von Erregerkulturen oder
Proben mit im Infektionsschutzgesetz aufgelisteten Krankheiten. Von der Deutschen
Post zugelassen sind nur Verpackungen nach DIN EN 829 (Probengefif, aufsaugende
Materialien, SchutzgefaB, kistenférmige Verpackung oder Versandhiille).

Alle fir eine Laboruntersuchung vorgesehenen Proben sind auslauf- und bruch-
sicher zu verpacken. Grundsatzlich gilt, dass die verwendete Verpackung fliissig-
keitsdicht sein muss und absorbierendes Material zwischen Primar- und Sekun-
darverpackung einzufiigen ist. Bei Proben ohne Krankheitserreger kommen als Auf3en-
verpackung fiir den postalischen Versand eine entsprechend gekennzeichnete, reif3-
feste Versandtasche infrage. Bei Proben mit Krankheitserregern bedarf es zusatzlich
einer bauartgepriften, kistenformigen Auflenverpackung mit Kennzeichnung UN3373.

Erregerkulturen oder isolierte Erreger sind keine diagnostischen Proben; sie unter-
liegen nicht der UN3373, sondern der UN2814 und bedirfen speziellen Verpackungen.

Alle Proben sollten gekiihlt bei +4 °C bis zur Untersuchung aufbewahrt bzw. versandt
werden. Die Proben sollten innerhalb von 24 Stunden nach Entnahme noch in gekihl-
tem Zustand im Labor eintreffen.
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nach Umrauschen zugelassenen Verpackung (stabil und bruchsicher] stattfinden, so-

dass das Untersuchungsmaterial moglichst frisch eines unserer
Labors erreicht. Bei Tupferproben fiir die bakteriologische Untersu-
chung immer Tupfer in das Transportmedium einsetzen.

i Impfkontrolle Blutprobe kontinuierlich ELISA
: Statuskontrolle Blutprobe kontinuierlich ELISA

Spezifische Probeschemata fiir PRRS: - Der Weg zum Impfstoff

Symptom Probenmaterial Probenentnahme Untersu- vaxxinova bietet ein liberzeugendes Konzept, um bakterielle oder virale Erkrankungen

e [T gL erfolgreich zu kontrollieren.

1 Husten Blutprobe, BALF _ sofort PCR ; Auf der Basis des typisierten Krankheitserregers konnen wir gezielt autogene Impf-
| Husten Blutprobe 3 Wochen nach Beginn ELISA : stoffe herstellen.
: des Hustens : i B - — — — — ~ — = = = == === =m==mm=mm-mmm-mme—mm——mm———————— .
P . i «« PROBENENTNAHME :
: Spatabort Abortmaterial sofort PCR : Von erkrankten Schweinen werden Proben fiir die bakteriologische |
; Blutprobe Sau 2-3 Wochen nach Abort  ELISA ; Untersuchung genommen. ;
' totgeborene Ferkel Ferkel sofort PCR i ;
i Nabelschnur sofort PCR/ELISA | i
ilebensschwache Ferkel Blutprobe Ferkel  sofort PCR / ELISA i __ O _____________________________________________________________.:
: Blutprobe Sau 2-3 Wochen nach Abort  ELISA ' _“P_Ii(_)_B_E_r:lVE_R_S_A;\I_D_ """"""""""""""""""" ]
i Umrauschen Blutprobe Sau 2-3 Wochen ELISA i Der Transport sollte gekihlt, schnell und in der fiir den Transport
1 1

¢ UNTERSUCHUNG IM LABOR
Die Proben werden nach dem Eintreffen in unseren Labors schnellst-

Probenmaterial Probenentnahme nach Untersu-

Klinik chungsart maoglich bearbeitet und auf bakterielle Infektionserreger untersucht. i
' Abort Abortmaterial icht . N H Bei der bakteriologischen Untersuchung ist eine Bebritung von min- :
| or ortmateria nicht geeignet: | destens 24 Stunden notwendig, sodass in den meisten Fallen fri-
! Nasentupfer Sau  sofort bei Fieber PCR ! hestens 48 Stunden nach Eintreffen der Probe in unserem Labor mit
i Blutprobe Sau 2-3 Wochen ELISA . S S einem Befund zurechnenist. :
i nach Abort L TP PP PP .
; b Ferkel Ferkel <h . | X i .. TYPISIERUNG (VIRULENZ / EPIDEMIOLOGIE) :
:totge orene rerke erke nicht geeignet: ' i o B Bakterien-Stamme werden mit Hilfe modernster Methoden im i
' Blutprobe Sau 2-3Wochen nach Geburt  ELISA ; | wwS-EY -t Hinblick auf ihre weiteren Eigenschaften typisiert: z.B. Serotypen,
i lebensschwache Ferkel Blutprobe Sau 2-3 Wochen nach Geburt  ELISA : i b £ SRy §. = Virulenz-assozierte Gene, Toxingene. i
i Umrauschen Blutprobe Sau 2-3 Wochen nach ELISA : i i
i Umrauschen i . T
: Nasentupfer Sau  sofort bei Fieber PCR T ittt L L L L L S L L L LD EEE LT
. ' «. BEFUND UND STAMMAUSWAHL i
hlgsten Nasentupfer sofort PCR ; Nach Abschluss der Untersuchungen wird dem Einsender ein i
| Husten Blutprobe 3 Wochen nach Beginn des ELISA ; Befund zugeschickt. Dieser stellt die Grundlage fiir eine Bestellung !
. Hustens . bestandsspezifischer Impfstoffe dar. :
i Impfkontrolle Blutprobe kontinuierlich ELISA i i
: Statuskontrolle Blutprobe kontinuierlich ELISA i :
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.. Produktionszeitstrahl fiir bakterielle und virale Impfstoffe Bitte senden Sie Ihre Proben an unser diagnostisches Labor in Leipzig:

Schematische Darstellung der einzelnen Produktionsschritte mit den bendétigten
Zeitrdumen:

ZEITSTRAHL OPTIMALER PRODUKTIONSVERLAUF

Standort Leipzig:
.SCHNELL WACHSENDE BAKTERIEN“

Vaxxinova GmbH diagnostics i
o Deutscher Platz5e '
Abfillung :

04103 Leipzig

Inaktivierungs-

T0341/46379850

EP Sterilita
Be-

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

stel- Inaktivierung :
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

lung Vertraglichkeitstest

‘ Produktion* ‘ - 1

" MDI MiD FrS S MDI M D F S S MDi M D Fr & S MD M DF S S MD MDFSS MDMDEFS
. ) . . . 6. Woch . .. . . . . .
[ wo ] [2.Woche ]| [ a.Woche | [ 4woche | [ sWoche | [ 6Woche | Fiir eventuelle Riickfragen steht lhnen unser vaxxinova diagnostics Team jederzeit
* Voraussetzung ist das Vorliegen gepriifter Isolate se h r g erne zur Ve l'fU g un g
Ar miissen mind 3 zusatzliche Wochen eingeplant werden

_________________________________________________________________________

ZEITSTRAHL OPTIMALER PRODUKTIONSVERLAUF
~VIRALE BESTANDSSPEZIFISCHE IMPFSTOFFE"

Vorbereitung des
Vermehrungssystems
Inaktivierungskontrolle
EP
Be- Inaktivierung

stel- I . "‘

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Sterilitat: :
1

1

1

H - g 1
lung Produktion* Abfillung Freigat '
| Produktion® | 1
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

g
l
wo mor g g Mo mor s gMemer g Mo Mo s s g Mo Mo s T EEEE gMP WO rig Mo WO r s
2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Woche Woche Woche Woche Woche Woche Woche Woche Woche

* Voraussetzung ist das Vorliegen gepriifter Isolate
Ansonsten miissen mindestens 3 zusiatzliche Wochen eingeplant werden

_________________________________________________________________________

.. HINWEIS Aufgrund des individuellen Produktionsprozesses sind immer zeitliche Verzégerungen maglich.
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