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11. Applikationen und Probenentnahmen

11.1. Blutentnahmen bei Versuchstieren

11.1.1. Allgemeine Informationen

Zur Entnahme von Blutproben bel Versuchstieren existiert eine geeignete Empfehlung, die in Ko-
operation zwischen dem ,, Ausschul3 fir Tierschutzbeauftragte der Gesellschaft fur Versuchstierkun-
de (GV-SOLAS)" und dem Arbeitskreis 4 der Tierérztlichen Vereinigung fur Tierschutz (TVT) er-
stellt wurde. Die Empfehlung tragt den Titel ,, Empfehlung zur Blutentnahme bei Versuchstieren,
insbesondere kleinen Versuchstieren* und kann bei der TVT angefordert werden. Die vorliegende
Abhandlung lehnt sich an die Empfehlung der TVT und GV-SOLAS an, beschrankt sich jedoch auf
die Spezies Maus, Ratte und Kaninchen
Vor einer Blutentnahme bei Versuchstieren sind folgende prinzipiellen Parameter abzuwagen:
-Gewiinschte Qualitét des Blutes
»  steril - unsteril
» arteriell - vends - Mischblut
* potentielle Verunreinigungen (Dekapitation, Kappen der Schwanzspitze)
* Hamolyse
* Abstand von Futteraufnahme
-Entnahmefrequenz
* enmalig - mehrmalig
 zeitliche Absténde zwischen Blutentnahmen
-Uberleben des Tieres nach der Blutentnahme oder terminal e Blutentnahme?
-Gewlinschte Blutmenge
In Abhangigkeit von den experimentellen Anspriichen an die Blutentnahme, muss eine Entschei-
dung getroffen werden, welche maximale Blutmenge dem Versuchstier entzogen werden kann und
welche Technik zum Einsatz kommen soll. Aus Tierschutzgriinden und zur Erleichterung der Ab-
nahme ist es wichtig, die Tiere durch haufigen und behutsamen Umgang (Handling) an die Durch-
fuhrung von Manipulationen zu gewohnen. Durch diese Mal3nahmen kann einerseits der Grad der
Beunruhigung und damit der Belastung der Tiere erheblich vermindert werden und andererseits dem
Operateur die Durchfiihrung des Eingriffs erleichtert werden. Das Tierschutzgesetz fordert die An-

wendung moglichst schonender Blutentnahmetechniken.
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11.1.2. Bestimmung der maximal zu entnehmenden Blutmenge

Bel der Festlegung der maximal zu entnehmenden Blutmenge ist in erster Linie die Entnahmefre-
quenz zu beriicksichtigen. Prinzipiell muss klar sein, ob es sich um eine Entblutung (d.h. Gewin-
nung einer moglichst grof3en Blutemenge in Narkose mit anschliel3ender Totung des Versuchstiers),
eine einmalige Blutentnahme (d.h. Blutentnahme mit anschlief?}ender mindestens 14-tégiger Erho-
lungsphase ohne weitere Blutabnahmen) oder um mehrmalige Blutentnahmen (Serie von Blutent-
nahmen mit Zeitintervall(en) von unter 14 Tagen) handelt. Die nachfolgende Tabelle informiert,
wel che Blutmengen (in % des Gesamtblutvolumens) jeweils aus Tierschutzgrinden (Blutentnahmen

mit Uberleben) bzw. aus biologischen Griinden (Entblutungen) maximal entzogen werden kénnen.

maximal zu entnehmende Blutmenge

Entblutung 50% des Gesamtbl utvolumens

Einmalige Blutentnahme 10% des Gesamtbl utvolumens

mehrmalige Blutentnahmen | 1% des Gesamtblutvolumens pro Tag

Wird a's Faustregel angenommen, dass die relative Gesamtblutmenge eines Labortieres ca. 10% des
Korpergewichts ausmacht, so kann die maximal zu entziehende Blutmenge a's prozentualer Anteil

des Korpergewichts ausgedrtickt werden.

maximal zu entnehmende Blutmenge

Entblutung: 5% des Korpergewichts

Einmalige Blutentnahme: 1% des Korpergewichts

mehrmalige Blutentnahmen: | 0,1% des Kdrpergewichts pro Tag

Dabei muss jedoch alen Beteiligten klar sein, dass es sich , lediglich um eine Faustregel“ handelt.
Wie die nachfolgende Tabelle aufzeigt zeigt die relative Gesamtblutmenge von Tieren starke Spe-
ziesunterschiede und liegt zum Teil deutlich unter dem ,, Faustwert* von 10%. Dies muss in Grenz-

falen beriicksichtigt werden.

Spezies Relative Gesamtblutmenge
(% des K 6rpergewichts)

Maus 7,0-8,0%
Ratte 50-7,0%
Kaninchen 45-70%
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11.1.3. Gebrauchliche Techniken der Blutentnahme be Mausund Ratte

-Anritzen bzw. Punktion der Schwanzvene
Bei M&usen und Ratten kann Blut durch Anritzen der Schwanzvene gewonnen werden. Da
die Schwanzvenen bei der Thermoregulation der Versuchstiere eine grof3e Rolle spielen,
kann die Blutabnahme durch Hyperamisierung wesentlich erleichtert werden. Dazu werden
die Tiere in der Regel einem Infrarotstrahler ausgesetzt, wobei durch sorgfatiges Beobach-
ten des Tierverhaltens eine Uberhitzung ausgeschl ossen werden muss. Bei der Maus wird die
Vene in der Regd nicht punktiert sondern mit einem Skalpell angeritzt. Bei der Ratte kann
entweder die Ritztechnik angewandt werden oder die Vene kann alternativ punktiert werden.
Ein wiederholtes Einschneiden des Schwanzes und der Schwanzvene sollte prinzipiell ver-
mieden werden, ist in vielen Fallen aber zur Gewahrlei stung des V ersuchszwecks unabding-
bar. Die leichten Schnittverletzungen des Schwanzes verheilen rasch, hinterlassen jedoch

Narben, die die Eignung des Tiers fur intravendse Applikationen beeintrachtigen kénnen.

Abbildung: Anritzen der Schwanzvene bei einer Maus

-Punktion des retrobulbéren Venenplexus
Die Blutentnahme aus dem retrobulbéren Venenplexus wird bel Mausen und Ratten haufig
praktiziert. Es ist selbstversténdlich, dass diese Technik der Blutentnahme ausschliefdich in
Narkose durchgefihrt werden darf. Wichtig fur die Punktion des retrobulbéren Venenplexus
ist auch die korrekte Fixierung des Tieres. Fir Entblutungen, bei denen das Tier im An-
schluss an den Eingriff noch in Narkose get6tet wird, kann die Punktion des retrobulbéren

Plexus unproblematisch eingesetzt werden. Tierschutzrechtlich sehr umstritten ist die An-
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wendung dieser Technik jedoch in solchen Féllen, in denen das Tier nach dem Eingriff wei-
terleben soll. Untersuchungen zur Auswirkung von Punktionen des retrobulbéren Venenple-
xus bei der Ratte haben ergeben, dass bei sachgerechter Durchfiihrung wesentliche Schadi-
gungen des Auges oder Beeintréchtigungen des Wohlbefindens nicht auftreten (Beynen et al.
1988, van Herck et al., 1992). Bei sachgerechter Durchfiihrung werden lediglich Bindege-
webe, peribulbéres Fett und Venen punktiert. Andererseits werden jedoch auch viele mogli-
che Schadensfolgen beschrieben (Joint working group on refinement, 1993).

Abbildung: Punktion desretroorbitalen Plexus bei der narkotisierten Ratte

-Herzpunktion
Bei der Durchfihrung von Herzpunktionen besteht immer das Risiko der Entstehung einer
Herzbeuteltamponade (Eindringen von Blut zwischen Herzmuskel und Perikard) sowie eines
Pneumothorax (Eindringen von Luft zwischen Lunge und Rippenfell) und der damit assozi-
ierten funktionellen Beeintrachtigungen. Aus diesem Grunde sind Herzpunktionen aus-
schliefdlich fir Entblutungen zul&ssig, d.h. diese Technik darf nur in Narkose eingesetzt wer-
den und das Tier muss noch in Narkose getotet werden. Die Versuchstiere werden in narko-
tisiertem Zustand in Uberstreckter Riickenlage fixiert. Die Kanlle wird in der Medianlinie
unmittelbar hinter dem Brustbein eingefiihrt und unter leichter Aspiration in Richtung zum
Kopf, zur linken Korperhé@fte und zum Ricken hin (Richtung: cranial, lateral, dorsal) ge-
fuhrt. Gelingt der Eingriff beim Ungelibten auf die beschriebene Weise nicht, sollten alle
Vorkehrungen getroffen sein, um rasch den Brustkorb zu 6ffnen und das Herz unter Sicht-
kontrolle punktieren zu kénnen. Gelibte Personen sind unproblematisch in der Lage, Herz-

punktionen erfolgreich an frisch gettteten Tier durchzuflhren.
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-Punktion grofer Bauchgefélie
Zur terminalen Blutentnahme kann bei Maus und Ratte ebenfalls in Betracht gezogen wer-
den, die Bauchaorta oder die Vena cava caudalis zu punktieren. Hierzu wird in tiefer Narko-
se die Bauchhohle eréffnet und das Gefal3 unter Sichtkontrolle punktiert oder erdffnet.

11.1.4. Gebréauchliche Techniken der Blutentnahme beim Kaninchen

-Punktion der Ohrvene
Beim Kaninchen lassen sich durch Punktion der Ohrvenen meist nur kleine Blutvolumina
(wenige ml) gewinnen. Zur Venenpunktion wird das Gefél3 am Ohransatz durch Fingerdruck
aufgestaut.

-Punktion der zentralen Ohrarterie
Beim Kaninchen kdnnen auch grof3e Blutmengen (bei schweren Tieren ca 30 ml) aus der
Ohrarterie entnommen werden, ohne dass eine Narkose nétig ist und ohne dass es zu we-
sentlichen Belastungen fir das Tier kommt. Eine leichte Hyperémie an der Ohrspitze reicht
aus, um die Arterie so stark anschwellen zu lassen, dass sie mit einer Kanille gut punktiert
werden kann. Nachteil der Blutentnahme aus einer Arterie ist das hohe Risiko der Hama-
tombildung oder von Nachblutungen. Deshalb muss nach der Blutentnahme die punktierte
Arterie an der Punktionsstelle oder proximal davon ausreichend lange (mitunter bis zu 5 Mi-
nuten) komprimiert werden, um die Blutung sicher zu stillen.
Zur Hyperamisierung des Ohres reicht oft ein leichtes Klopfen auf das Ohr mit den Finger-
spitzen oder das Auszupfen von Haaren Uber der Einstichstelle aus. Alternativ kann der Ef-
fekt auch durch leichtes Erwarmen des Ohres, z. B. mit einer Warmelampe, erzielt werden.
Die Verwendung von Xylol und dhnlichen Stoffen, die durch eine Reizung der Haut eine
Hyperamie bewirken, wird zum Teil aus Tierschutzgriinden abgelehnt, da Xylol bei haufige-

rem Gebrauch zu Hautschéden fuhren kann, ist aber teilweise unvermeidbar.
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Abbildung: Punktion der Ohrarterie beim Kaninchen

-Herzpunktion oder Punktion der grof3en Bauchblutgefalde
(siehe entsprechende Technik bei Maus und Ratte)

11.1.5. Belastungen durch Blutentnahmen

Bel Einhatung der empfohlenen Maximamengen und Mindestabstande zwischen Blutentnahmen
ist im Regelfall von einer geringen bis méfiigen Belastung (Dauer <1 Tag) als Folge des Blutentzu-
ges auszugehen. Auch bei der Punktion selbst entstehen bei sachgerechter Durchfiihrung und ent-
sprechender Gewohnung der Tiere an die Prozedur nur kurzzeitig geringe Belastungen. Die gesamte
Problematik von biologischen Effekten durch Blutverluste, bedingt durch einzelne oder wiederholte
Blutentnahmen, ist ausfihrlich bel McGuill und Rowan (1989) beschrieben. Die Autoren diskutie-
ren auch die Eignung unterschiedlicher Entnahmetechniken bei Ratte, Maus und Kaninchen. Tech-
niken der Blutentnahme werden ausfuhrlich von Grice (1964), Herbert und Kristensen (1986) sowie
von Iwarsson et al. (1994) beschrieben. Jeder, der tierexperimentell arbeitet, sollte auch die Empfeh-
lungen zur Blutentnahme der “Joint working group on refinement” (1993) lesen. Hier finden sich

wertvolle Details und auch eine ausfiihrliche Zusammenstellung der relevanten Literatur.
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11.2 Gewinnung von Kot und Urin

Bel Mausen, Ratten und Kaninchen ist es untblich, Kot- und Urinproben durch direkte Entnahme
am lebenden Tier zu gewinnen. Stattdessen wird der natiirliche Absatz genutzt. Bei einmaligen Pro-
bengewinnungen ist es fir den Experimentator zumutbar, auf das Absetzen von Kot oder Urin zu
warten. Die Ausscheidung durch leichte Verunsicherung der Tiere beschleunigt werden. Dies kann
bei spielsweise durch das Einbringen der Tiere in eine neue Umgebung erreicht werden. Solche Tie-
re setzen haufiger Kot oder Urin ab.

Soll im Rahmen pharmakologischer oder toxikologischer Untersuchungen kontinuierlich Kot und
Urin von Versuchstieren gesammelt werden, so werden hierfir besondere Sammelkéfige, sogenann-

te Stoffwechselkéfige, verwandt.
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11.3 Injektionstechniken

Bel der Injektion von Substanzen in Versuchstiere muss der Experimentator Uber den Applikati-
onsweg, Uber das maximal zu injizierende Volumen und die maximale Kanllenstarke entscheiden.
Zu dieser Thematik existiert ebenfalls eine geeignete Empfehlung (Titel: ,, Empfohlene maximale
Injektionsvolumina bei Versuchstieren), die in Kooperation zwischen dem ,, Ausschuss fur Tier-
schutzbeauftragte der Gesellschaft fur Versuchstierkunde (GV-SOLAS)“ und dem Arbeitskreis 4
der Tierérztlichen Vereinigung fur Tierschutz (TVT) erstellt wurde. In der vorliegenden Abhand-
lung werden V orgaben dieser Empfehlung beriicksichtigt, es werden jedoch keine maximalen Injek-
tionsvolumina bzw. maximalen Kanulengrof3en angegeben. Hierfur wird der interessierte Leser auf
die Empfehlung von TVT und GV-SOLAS verwiesen.

11.3.1. Allgemeine I nfor mationen

An Injektionsl 6sungen sind fol gende algemeineAnorderungen zu stellen
* Isotonitét
* ph-Neutralitét (ph 7,0-7,3)
e Korperwérme
» Konzentration, chemische Zusammensetzung und physikalische Eigenschaften der
Injektionsldsung sollten so beschaffen sein, dass es nicht zu algemeinen Schaden
oder lokalen Reizungen kommt.
Hyper- und hypotone LGsungen oder Ldsungen in einem unphysiologischen pH kénnen zu erhebli-
chen Schmerzen und Gewebezerstorung (z.B. der perivaskulérer Injektion) fuhren sowie zur Sché-
digung von Erythrozyten (Hamolyse).
Es konnen folgende Injektionswege unterschieden werden:
e intravends (i.v.)
* intraperitoneal (i.p.)
e intramuskul&r (i.m.)
e subcutan (s.c.)
o ord
Der Experimentator hat jedoch keine vallig freie Entscheidung tber die Art der Applikation. Insbe-
sondere muss berticksichtigt werden, dass die Verteilungsgeschwindigkeit der zu applizierenden
Substanzen im Tierkdrper vom Applikationsweg abhéngig ist. Dabel nimmt die Verteilungsge-
schwindigkeit in folgender Rethenfolge zu:
i.v.>i.p.>i.m.>s.c.>ord
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Der subcutanen Injektion ist prinzipiell der Vorzug zu geben, sofern es sich nicht um lokal reizende
Substanzen handelt, die streng intravends verabreicht werden mussen. Intramuskulére Injektionen
sind grundsétzlich fur die meisten Tiere schmerzhaft: das Injektionsvolumen sollte daher so klein
wie mdglich sein, bzw. die injektionslésung sollte auf mehrere Stellen verteilt werden. Die intra-
muskulére Injektion sollte langsam erfolgen. Bel intravendser Applikation ist zu berlicksichtigen,
dass Emulsionen und partikulére Substanzen sowie Luftbl&schen nicht auf diese Weise appliziert
werden durfen (Emboliegefahr!). Werden bestimmte Substanzen wegen suboptimaler Technik ne-
ben die Vene statt in sie hinein verabreicht (sogenannte paraventse Injektion), so kann es zu sehr
schmerzhaften Venenentziindungen und zu Obliterationen der Geféf3e kommen. Bei intravendsen
Verabreichungen sollte daher die Kanile moglichst weit in das Gefald eingefiihrt werden und der
korrekte Sitz sollte mdglichst durch Aspiration gepriift werden. Bel Verwendung von Metallnadeln
kann die Vene durch pl6tzliche Bewegung des Tieres beschadigt werden, so dass nicht-isotone L6-
sungen vorzugsweise Uber einen Katheter verabreicht werden sollten. Bel der intraperitonealen In-
jektion besteht die Gefahr einer versehentlichen Punktion von Bauchorganen (z.B.: Blase, Darm,
Leber, Milz).

11.3.2. Orale Applikationen bei Maus, Ratte und Kaninchen:

Langfristige orale Verabreichungen von Substanzen werden Ublicherweise durch Beimischung der
Substanz in Trinkwasser oder Futter realisiert. In vielen Féllen (instabile Substanzen, prézise Dosie-
rung) ist eine gezielte Verabreichung durch Schlundsondierung jedoch nicht zu umgehen.
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Abbildung: Schlundsondierung bei der Ratte

11.3.3. Intravendse Applikationen bei M aus, Ratte und Kaninchen:

Intravendse Injektionen erfolgen bel Maus und Ratte in die Schwanzvene, beim Kaninchen in die
Ohrrandvene.

Abbildung: intraventse I njektion bel der Maus in die Schwanzvene und beim Kaninchen un-

ter Verwendung eines Butterfly’sin die Ohrvene
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11.3.4. Intraperitoneale Applikationen bei Maus, Ratte und Kaninchen:

Abbildung: intraperitoneale I njektion bei Maus und Kaninchen

11.3.5. Intramuskulare Applikationen Ratte und K aninchen:

Intramuskul &e Injektionen werden bei der Maus prinzipiell sehr selten durchgefihrt. Eine gewisse
Bedeutung hat die Injektion in den M tibidis narkotisierter Mause im Rahmen von DNA-
Immunisierungen. Bel Ratte und Kaninchen erfolgt die intramuskul&re Injektion in den Oberschen-
kel.
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Abbildung: intramuskulare I njektion beim Kaninchen

11.3.6. Subcutane Applikationen bei Maus, Ratte und Kaninchen:

Subcutane Applikationen erfolgen bei Maus, Ratte und Kaninchen unter die Rickenhaut.

Abbildung: Subcutane Injektion bel Maus und Kaninchen
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