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1 Einleitung

Das Sommerekzem (SE) des Pferdes, eine Typ I-Allergie gegentber blutsaugender
Insekten wie Culicoides spp. (BAKER und QUINN 1978; BRAVERMAN 1983; QUINN
et al. 1983; ANDERSON 1991/1996; KUROTAKI 1994), ist eine nahezu weltweit
verbreitete Erkrankung. Die klinischen Erscheinungen sind in Europa meist von Anfang
Marz bis Ende Oktober zu beobachten. Leitsymptom ist ein stark bis extrem
ausgepragter Juckreiz, der die Pferde zum Scheuern bis hin zur Automutilation
veranlasst. Fellverluste und teilweise grof¥flachige nassende Bereiche der Haut bis hin
zu tiefergehenden Wunden sind die Folge. Die erkrankten Tiere kommen nicht zur
Ruhe und sind haufig wahrend der Krankheitsphase nicht reitbar. Betroffen sind Pferde
verschiedenster Rassen, unterschiedlichen Alters und Geschlechts, besonders jedoch
Kleinpferderassen, v.a. Isldnder. Es besteht eine genetische Disposition
(STROTHMANN 1982; UNKEL 1985; MARTI 1992; LANGE 2004).

Obwohl das Sommerekzem bereits um 1840 (LECOQ 1842/1843) das erste Mal
beschrieben wurde und schon seit langem intensiv untersucht wird, gibt es bis heute
nur wenige therapeutische Ansatze gegen die Erkrankung. In den letzten Jahren wurde
die Spezifische Immunotherapie (SIT) in einigen Studien bei Pferden mit SE untersucht
(BARBET et al. 1990; ANDERSON et al. 1996). Da bisher jedoch keine hochreinen
Allergene zur Verfugung stehen, waren die Erfolge begrenzt. Aus diesem Grunde
kommt bis heute den prophylaktischen MaRnahmen zur Verminderung der
Allergenexposition wie z.B. die Optimierung der Haltungsbedingungen, das Aufstallen
der Pferde zu den Flugzeiten der Culicoides oder das Anlegen von Ekzemerdecken die
groflite Bedeutung zu. Eine weitere Schwierigkeit flr eine adaquate Behandlung des
SE bestand in der bislang problematischen Erstellung der Diagnose. Mit Hilfe von
Intrakutantests wurden stark schwankende Ergebnisse erzielt (QUINN et al. 1983;
HALLDORSDOTTIR 1989; KOLM-STARK und WAGNER 2002; LEBIS et al. 2002),
und auch die Bestimmung des IgE-Spiegels scheint nicht flir eine zuverlassige
Diagnostik des SE geeignet zu sein (UNGAR-WARON et al. 1990; WILSON et al.
2001/2006; WAGNER et al. 2003). Eine Verbesserung brachte der Einsatz des
Histamine-Release-Tests (HRT), des FIT (Funktioneller in-vitro Test) und des CAST
(Cellular Antigen Stimulation Test) (KAUL 1998; DE WECK und SANZ 2004;
BASELGIA et al. 2006). Aus Grinden der weiten Verbreitung der Erkrankung, des
Tierschutzes und nicht zuletzt wegen der wirtschaftlichen Bedeutung sind weitere, vor
allem langerfristige kontrollierte Untersuchungen zur Diagnostik und Therapie

erforderlich.



2 1 Einleitung

Fur die vorliegende Felduntersuchung wurde ein Prophylaxe- bzw. Therapieprogramm
mit dem Pilzimpfstoff Insol® Dermatophyton (ID) gewahlt. Ansatzpunkte hierfir waren
empirische Studien und positive Erfahrungsberichte praktizierender Tierarzte, die eine
Verbesserung der Symptomatik bei an Sommerekzem erkrankten Tieren nach der
Behandlung mit Insol® Dermatophyton feststellten. Dies wurde in einer in-vitro Studie
von DRONOV und ROHWER (2007) bestatigt, die eine immunmodulatorische Wirkung

des ID an equinen Lymphozyten nachweisen konnten.
Ziele dieser Arbeit waren im Einzelnen:

¢ Nachweis einer moglichen klinischen Wirkung von ID bei Sommerekzem.

e Nachweis einer mdglichen immunmodulatorischen Wirkung von ID bei
Sommerekzem.

e Darstellung eventuell vorhandener Unterschiede in der Behandlung von ID bei
Sommerekzem zwischen Jung- (weniger als 2 Jahre Symptome) und
Altekzemern (mehr als 2 Jahre Symptome).

e Vergleich der beiden in-vitro Allergietests FIT und CAST hinsichtlich ihrer

Zuverlassigkeit in der Diagnostik des Sommerekzems.



2 Literaturiuibersicht

2.1 Das Sommerekzem des Pferdes

Die saisonal auftretende Dermatitis ,Sommerekzem“ wurde bereits 1840 in
franzdsischen Berichten erwahnt (LECOQ 1842/43), ebenso war sie zu diesem
Zeitpunkt bereits in Indien bekannt (DATTA 1839).

Mittlerweile ist das Sommerekzem eine weltweit bekannte Erkrankung mit einer
vielfaltigen Variation an Bezeichnungen (sweet itch, queensland itch, ardeurs, dermite
estivale recidivane). Dabei wird von erkrankten Pferden der verschiedensten Rassen
berichtet. Araber scheinen ebenso betroffen zu sein, wie z.B. Quarter Horses,
englische Vollbliter, deutsches Kaltblut, Haflinger oder Islandpferde. Sogar bei Eseln
und Maultieren wird das Sommerekzem beschrieben. Eine eindeutige Rassedisposition
besteht dabei nicht. Islandpferde stellen jedoch in Deutschland eine der am starksten
betroffenen Rassen dar. Die Erkrankungshaufigkeit dieser Rasse wird in
verschiedenen Untersuchungen zwischen 15 und 20 Prozent, fir aus Island exportierte
Tiere auf fast 25 Prozent geschatzt (UNKEL 1985). Andere berichten von bis zu 60-70
Prozent Erkrankungsrate exportierter Tiere (RUSBULDT 1997). Dies erklart die
enorme wirtschaftliche Bedeutung des Sommerekzems speziell fur die islandische
Landwirtschaft, deren Exportquoten seit Mitte der achtziger Jahre nach bekannt

werden dieser Zusammenhange dramatisch sanken (UNKEL 1985).

Durch eine Studie an Islandpferden im Rheinland konnte gezeigt werden, dass das
Sommerekzem multifaktoriell vererbt wird. Dabei wird allerdings eine Heritabilitat von
nur etwa 10 Prozent angenommen, wobei der Einfluss der Stute hier
unerklarlicherweise gréRer zu sein scheint als der des Hengstes. Eine Disposition
bezlglich Fellfarbe oder Geschlecht, wie von anderen Autoren vormals postuliert,

konnte hier nicht nachgewiesen werden (UNKEL 1985).

2.1.1 Atiologie und Pathogenese des Sommerekzems

Dass es sich beim Sommerekzem um eine allergische Reaktion auf Stiche bestimmter
blutsaugender Insekten handelt, wurde bereits 1954 von RIECK aufgrund von
Untersuchungen in Australien geschlossen. Heute gilt es als gesichert, dass
insbesondere Culicoides spp. (Gnitzen) weltweit als die bevorzugten Ausléser
anzusehen sind. Culicoides spp. (Diptera, Familie: Ceratopogonidae) sind zwischen

0,5 und 3 mm grofRe Micken, die nahezu weltweit vorkommen und deren Gattung ca.
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800 Spezies umfasst. Einige Arten dienen bestimmten Viren als Vektoren und kdénnen
so Krankheiten wie die Blauzungenkrankheit und die Afrikanische Pferdepest
ubertragen. Nur weibliche Tiere bestimmter Arten beilen und legen ihre Eier
anschlielend im Wasser ab, wo die Larven nach einem Puppenstadium schliellich
schlipfen. LANGE (2004) fand heraus, dass sich die Culicoides spp. zur
anschliefenden Nahrungsaufnahme am Wirt meist nicht weiter als wenige 100 Meter
von ihrer Brutstatte entfernen. Culicoides spp. sind in ihrer Aktivitat und Verbreitung
stark von klimatischen Bedingungen abhangig. Neben der Luft- und Bodenfeuchtigkeit
sind bestimmte Mindesttemperaturen sowie eine geringe Windgeschwindigkeit

Voraussetzungen, die die Micken fur ihre Aktivitat und Fortpflanzung brauchen.

In Island kommen Culicoides spp. aufgrund der raueren klimatischen Bedingungen
nicht vor. Aufgrund des Klimawandels findet aber eine Richtung Norden und in gréRRere
Hohen gerichtete Ausbreitung der Gnitzen statt (WITTMANN et al. 2001). PURSE et al.
(2005) untersuchten die Expansion von C.imicola, die in den letzten Jahren eine
Epidemie an Blauzungenkrankheit ausloste, 800 km weiter nérdlich als bisher bekannt.
Aber auch anderen Insektenarten wie z.B. Stomoxis calcitrans und Simulium spp. wird
eine gewis1se Bedeutung zugesprochen (HECK 1991). So wiesen BAKER und QUINN
(1978) nach, dass auf die intradermale Applikation von Extrakten aus Stomoxis
calcitrans und Tabanidae die Studienpferde mit einem subepidermalen Odem und
begrenzter Eosinophilie reagierten, ahnlich dem histopathologischen Bild des
Sommerekzems. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen BRAVERMAN et al. (1983). Sie
beobachteten bei Pferden mit Sommerekzem in Israel Reaktionen vom Soforttyp nach
intradermaler Injektion von Extrakten aus Stomoxys calcitrans und Culicoides imicola,
Reaktionen vom Spattyp allerdings nur bei Culicoides imicola. Es gelang ihnen
aullerdem Antikdrper im Serum, sowohl bei gesunden als auch bei an Sommerekzem
erkrankten Pferden, gegen die Extrakte der untersuchten Culicoides- und

Stomoxysarten nachzuweisen.

Verschiedene Versuchsansatze zeigten, dass der dem Sommerekzem zugrunde
liegende Pathomechanismus primar eine Hypersensibilisierungsreaktion vom Soforttyp
(Typ I- Allergie) ist. Dies ergab sich zum einen aus Beobachtungen der klinischen
Symptome, die sich beim Uberwiegenden Teil der intradermal mit Culicoides-Extrakten
behandelten Pferde innerhalb einer halben Stunde einstellten (FADOK und GREINER
1990), zum anderen zeigten histopathologische  Untersuchungen der
Hautveranderungen deutlich erhéhte Zahlen an Mastzellen und eosinophilen
Granulozyten sowie lokale Odeme (KUROTAKI et al. 1994). Der Versuch, die fir das

Sommerekzem verantwortlichen Allergene von Culicoides genauer zu identifizieren,
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indem aufgetrennte Fraktionen flr intradermale Hauttests eingesetzt wurden, gelang
nicht (MORROW et al. 1986). QUINN et al. (1983) konnten die Reaktionsbereitschaft
der Haut auf Culicoides-Extrakte Uber das Serum erkrankter Tiere auf gesunde Pferde
Ubertragen. Dies bestarkte den Verdacht, dass es sich beim Sommerekzem um eine
Typ |- Allergie handelt. Dies folgerten auch STROTHMANN-LUERSSEN et al. (1992),
die, in Ubereinstimmung zur Flohbissallergie des Hundes und der saisonalen
allergischen Dermatitis des Schafes, bei histologischen und biochemischen
Untersuchungen von an Sommerekzem erkrankten Pferden sowohl eine Infiltration von
eosinophilen Granulozyten, als auch einen Anstieg von entzindungs- und
allergiespezifischen Leukotrienen in den veranderten Hautbereichen fanden. Die
Ansammlung eosinophiler und neutrophiler Granulozyten und die Odembildung nach
intradermaler Applikation von Culicoides-Extrakt kann zudem durch die Histamin-1-
Rezeptor Antagonisten Chlorphenamin und Mepyramin gehemmt werden (FOSTER et
al. 1997). Zudem konnte in-vitro gezeigt werden, dass auch bei Equiden eine
phanotypische Differenzierung von Th1- und Th2-Zellen mobglich ist, also
entsprechend dem humanen System eine Immundeviation mittels Zytokinen auch in-
vivo als moglich gelten darf (AGGARWAL 1999).

Anhand des von ihr entwickelten Funktionellen in-vitro Testes (FIT) gelang es KAUL
(1998), eine spezifische Histaminausschittung basophiler Granulozyten auf eine
Stimulation mit Culicoides nubeculosus in Blutproben vorberichtlich Sommerekzem-
positiver Pferde nachzuweisen, wahrend Blutproben von Pferden ohne Sommerekzem
nicht reagierten. Diese Ergebnisse konnten von KOBELT (2001) bestatigt werden.
KOBELT wies zudem nach, dass die spezifische Sensibilisierung basophiler
Granulozyten gegen Culicoides auch im Winter, aufierhalb der klinischen Periode,

erhalten bleibt.

Untersuchungen von WILSON et al. (2001) zeigten, dass Pferde, die Culicoides-Bissen
ausgesetzt waren, im Gegensatz zu naiven Pferden (in Island kommen Culicoides
aufgrund der klimatischen Bedingungen nicht vor) Antikbrper gegen
Speicheldrisenbestandteile gebildet hatten. Dabei konnten bei allen exponierten
Pferden Immunglobuline vom Isotyp IgG nachgewiesen werden, IgE jedoch nur bei

Pferden mit klinischen Symptomen des Sommerekzems.

2.1.2 Klinische Auspragung

Zur klinischen Auspragung des Ekzems kommt es nach UNKEL (1985) bei Uber 80

Prozent der untersuchten Islandpferde innerhalb der ersten drei Lebensjahre, 94
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Prozent der spateren Sommerekzemer entwickeln bis zur Vollendung ihres vierten
Lebensjahres erstmals Symptome. Fohlen allerdings zeigen nahezu nie Anzeichen der
Erkrankung, obwohl z.T. schon bei Fohlen und Jahrlingen eine Sensibilisierung
basophiler Granulozyten nachgewiesen werden konnte (KOBELT 2001). Bei
islandischen Importpferden kommt es nach Untersuchungen aus Norwegen frihestens
im zweiten Sommer nach Import, im Durchschnitt nach etwa vier Jahren, zu ersten
klinischen Auspragungen (HALLDORSDOTTIR und LARSEN 1991).

Im Laufe der Erkrankung werden funf Stadien unterschieden. Auf das
Prodromalstadium folgt das papuldse Stadium, gekennzeichnet durch stecknadelkopf-
bis maximal drei Zentimeter im Durchmesser grof3e Papeln, die einen lokalen Juckreiz

auslosen, auf den die Pferde mit Unruhe und mehr oder weniger starkem Scheuern

reagieren. Das Langhaar von Mahne und Schweif wird dabei bis zur Alopezie
abgescheuert (Abbildung 1).

Abbildung 1: Typischer Schweif (,Rattenschwanz®) eines an SE erkrankten Pferdes.

Folgend kommt es im Exkoriationsstadium zuerst zu oberflachlichen
Hautabschirfungen und in Folge weiterer Automutilation spater zu tieferen, Cutis
durchtrennenden Verletzungen. Es kann sich das sekundar infizierte oder ulcerierende

Stadium anschlieRen. Letztendlich, mit Nachlassen der Allergenexposition, erfolgt im
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Regenerationsstadium eine Abheilung der Hautverdnderungen. Aufgrund des
chronischen Verlaufs wird durch die permanente Reizung die Epidermis und Dermis
jedoch stark zerstért. Es kommt, v.a. am Mahnenkamm und der Schweifribe zur
Pachydermie und andauernder Alopezie (Abbildung 2). Die vorgeschadigte Haut neigt

auch auflerhalb der Sommerekzemperiode, insbesondere in den luftabgeschlossenen

Falten der pachydermen Bereiche, zu bakteriellen und mykotischen Infektionen.
(RUSBULDT 2001).

Abbildung 2: ,Elephantenhaut® mit starkem Haarbruch und Alopezie am

Mahnenkamm.

Die am haufigsten betroffenen Kdrperregionen sind Mahnenkamm und Schweifribe
(LANGE 2004), aber auch das Gesicht rund um die Augenpartie, Stirn, Hufthécker,
Kruppe, dorsale Mittellinie, teilweise Ricken- und Halsbereich, sowie Bauchnaht und
Schlauch bzw. Euter sind haufige Lokalisationen (RIECK 1953; BJORNSDOTTIR et al.
2006) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Verdickte und blutige Praputialgegend und Bauchnaht.

2.1.3 Diagnoseverfahren

2.1.3.1 Intrakutantest

Der Intrakutantest (IKT) ist ein in-vivo Provokationstest zur Feststellung der
allergischen Reaktionsbereitschaft eines Patienten auf ein bestimmtes Allergen.
Hierbei wird eine geringe Menge eines Allergenextraktes in die Haut des Patienten
injiziert. Nach bestimmten Zeitabschnitten wird die Reaktion der Haut auf den
injizierten Extrakt in Form von Quaddelbildung, Rétung und Schwellung beurteilt, wobei
zusatzlich eine Positivkontrolle (Histaminlésung) wie auch eine Negativkontrolle
(physiologische NaCl-Lésung) mitgeflhrt wird. Bis zum heutigen Zeitpunkt liefern die
Studien zum Intrakutantest jedoch stark variierende, teils gegenteilige Ergebnisse. Des
Weiteren sind Kreuzreaktionen bei groben Allergenpraparationen méglich und dartber
hinaus besteht die Gefahr der Allergisierung des Patienten gegen das injizierte
Antigen. Dies alles sind limitierende Faktoren des IKT und machen dessen Einsatz in

der Allergiediagnostik sehr umstritten.

QUINN et al. (1983) untersuchten Pferde mit und ohne Sommerekzem auf ihre

Reaktion im Intrakutantest, in dem sie Extrakte von Culicoides, Stomoxys, Tabanidae
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und Culex-Arten einsetzten. Es zeigte sich, dass zwar alle erkrankten Pferde sehr stark
auf den Culicoides-Extrakt reagierten, jedoch auch drei der sechs gesunden Tiere. Die
durch den Culicoides-Extrakt hervorgerufenen Reaktionen waren jedoch bei den
Pferden mit Sommerekzem nach 20 bzw. 60 Minuten signifikant starker. Zu
vergleichbaren Ergebnisse kamen HALLDORSDOTTIR et al. (1989), wobei die

Reaktionen auch von der Konzentration des injizierten Antigens abhingen.

Dies konnte auch von KOLMSTARK und WAGNER (2002) an 81 Islandpferden in
Osterreich mit einem standardisierten Extrakt von C. variipennis in den
Konzentrationen von 1:50.000, 1:25.000 und 1:10.000 beobachtetet werden. Wéahrend
bei den beiden niedrigeren Konzentrationen eine Reaktion sowohl bei gesunden
Pferden als auch bei Pferden mit SE Uberwiegend negativ bzw. auch falsch positiv
ausfiel, reagierten bei der héheren Konzentration von 1:10.000 eine grofde Anzahl von
gesunden Pferden (24 von 38) wie auch eine mittlere Anzahl von kranken Tieren (13
von 43) positiv. Diese Divergenz zwischen den Ergebnissen des Intrakutantests und
den klinischen Befunden, falsch positive und negative Ergebnisse, positive Ergebnisse
bei Negativkontrollen und eine maRige Wiederholbarkeit der Testergebnisse
bestatigten LEBIS et al. (2002).

MORRIS und LINDBORG (2003) untersuchten die Bedeutung der
Antigenkonzentration fir eine zuverlassige Diagnose des Sommerekzems und
empfahlen flir C. nubeculosus eine Konzentration von 1:10.000 beim Einsatz im
Intrakutantest. Sie ermittelten flir neun von 13 untersuchten verschiedenen
Allergenextrakten irritierende“ Konzentrationen, bei denen Reaktionen auch bei
gesunden Pferden hervorgerufen werden konnten. Ein anderes Testverfahren
praktizierten FERROGLIO et al. (2006) bei ihrer Untersuchung von 18 Pferden mit
Sommerekzem bzw. 23 gesunden Pferden. Sie injizierten den Tieren 0,1 ml eines
sterilen Culicoides-Extraktes in der Konzentration von 25 ug/ul sowie ebenfalls je 0,1
ml Histamin (1:10.000) als Positiv- und physiologische NaCl- Loésung als
Negativkontrolle. Gleichzeitig wurde das Serum der Pferde mittels SDS-PAGE und
Western Blot untersucht. Eine Schwellung von mindestens 1 cm bei gleichzeitiger
Verdickung der Haut um > 10 Prozent nach 24 Stunden ist laut den Autoren als
aussagekraftiger Grenzwert zwischen dem positiven Befund SE und einem
entsprechenden negativen Ergebnis anzusehen. Sie benannten eine Sensitivitat und
Spezifitat des Intrakutantestes von 100 Prozent, selbst bei einer Durchfuhrung im

Winter bei symptomfreien Pferden.



10 2 Literaturiibersicht

2.1.3.2 In-vitro Tests

In-vitro Tests haben, im Gegensatz zu in-vivo Tests, den groRen Vorteil, dass die
Allergisierung des Patienten unterbleibt und dass lediglich eine geringe Menge Blut
abgenommen werden muss. Mdgliche Untersuchungsmethoden sind zum einen die
Messung des Serum-IgE-Spiegels mittels ELISA und zum anderen funktionelle Tests,
welche die Allergiebereitschaft auf der Ebene der Effektorzellen ermitteln. Hierbei wird
die Freisetzung praformierter (Histamin) und neu synthetisierter (Sulphidoleukotrienen
(sLT)) Mediatoren durch die mit einem Allergen aktivierten basophilen Granulozyten

des Patienten gepruft.

2.1.3.2.1 Nachweis von IgE

Erst in den letzten Jahren ist es gelungen, monoklonale anti-equine IgE-Antikorper
herzustellen, wodurch der spezifische Nachweis von equinem Serum-IgE
immunhistologisch, mittels Western Blot oder ELISA erst moglich wurde. So
produzierten WAGNER et al. (2003) monoklonale Antikbrper mit einer Spezifitat fur
verschiedene Epitope der schweren Kette des nativen equinen IgE-Molekils und
WILSON et al. (2006) solche mit einer Spezifitat fir natives equines IgE, von denen sie
zwei in einem neu entwickelten ELISA zur Quantifizierung equinen IgEs im Serum
einsetzten. Die Aussagekraft der Bestimmung des Serum-IgE-Spiegels fir die
Diagnostik von Typ I-Allergien wird in der Humanmedizin jedoch zunehmend als nicht

ausreichend angesehen.
Als Griinde hierflir gelten:

1. Teilweise fehlender Nachweis allergenspezifischen IgEs trotz ausgepragter
allergischer Symptome.

2. Haufig fehlende Korrelation zwischen dem Auspragungsgrad der klinischen
Symptomatik und der Héhe des IgE-Spiegels.

3. Die Abhangigkeit des Serum-IgE-Spiegels von der Intensitat der
Allergenexposition und

4. die Tatsache, dass auch bei Individuen ohne allergische Symptome eine stark
variierende IgE-Konzentration im Serum vorhanden sein kann (GEHLHAR et al.
1999; MIMURA et al. 2004).

Inwieweit diese Erkenntnisse vom Menschen auf das Pferd Ubertragen werden konnen,

ist noch nicht geklart. Es gibt jedoch Hinweise, dass auch die Bestimmung der equinen
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IgE-Serumspiegel nicht flr eine zuverlassige Diagnostik des Sommerekzems und
anderer allergischer Erkrankungen geeignet ist. So fanden UNGAR-WARON et al.
(1990) keinen schlissigen Beweis fur einen Zusammenhang zwischen dem
Auspragungsgrad klinischer Symptomatik des SE beim Pferd und einem erhdhten IgE-
Spiegel. WILSON et al. (2001) wiesen IgE-Antikérper gegen Culicoides-
Speicheldrisenextrakt nur im Serum von Pferden mit klinischen Symptomen des SE
nach, nicht jedoch bei Pferden mit Disposition flir das SE, die zum Zeitpunkt der
Untersuchung symptomfrei waren. WILSON et al. (2006) ermittelten bei 122 adulten
Pferden eine mittlere Gesamt-IgE-Konzentration von 23,523 ng/ml, sowie einen
signifikanten Unterschied im Gesamt-IgE-Spiegel zwischen Pferden mit und ohne SE
der Rasse Islander, nicht aber Pferden anderer Rassen mit der gleichen Erkrankung.
Dagegen konnten WAGNER et al. (2003) keinen signifikanten Unterschied im Gesamt-
IgE-Spiegel im Serum von Islandpferden mit und ohne SE feststellen. Die Varianz
dieser Ergebnisse und die Tatsache, dass IgE nur zu einem geringen Teil frei im
Serum und zum Uberwiegenden Teil an seine Effektorzellen gebunden vorliegt und
zusatzlich eine kurze Halbwertszeit aufweist, zeigt, dass die Bestimmung des Serum-

IgE-Spiegels bis jetzt keine aussagekraftige diagnostische Mdglichkeit ist.

2.1.3.2.2 Funktioneller in-vitro Test (FIT)

Ein gezielterer diagnostischer Ansatz ist die Untersuchung der Vorgange auf der
Ebene der fir die Typ I-Allergie typischen Effektorzellen (basophile Granulozyten,
Mastzellen). Diese Vorgange sind ein Indikator fur die Allergiebereitschaft des
Organismus auf bestimmte Allergene. Die isolierten basophilen Granulozyten werden
mit einem entsprechenden Allergenextrakt inkubiert. Eine Sensibilisierung durch
entsprechende membrangebundene allergenspezifische Antikérper wird Uber die
nachfolgende Freisetzung von Mediatoren (Histamin, Sulphidoleukotriene) qualitativ

und quantitativ beurteilt.

KAUL (1998) gelang es nach zahlreichen Untersuchungen zu dem Thema der
Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten (MAGRO et al. 1987; ABDEL-
SALAM 1989; DIRSCHERL 1991), einen Allergietest zu schaffen, welcher diese
Freisetzung zuverlassig misst und quantifiziert. Der Funktionelle in-vitro Test (FIT) zahlt
zu den Histamine-Release-Tests (HRT). Diese messen Histamin, welches durch
verschiedene Provokationen in gewaschenem Vollblut freigesetzt wird. Histamin ist der
einzige Mediator, der nur von basophilen Granulozyten kurzfristig, d.h. wahrend einer

einstiindigen Inkubation mit Antigenen, freigesetzt wird. Damit ist der FIT in der Lage,
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ausschlieBlich nur die funktionelle Sensibilisierung der Effektorzellen (des Blutes) der
Typ I-Allergie zu bestimmen, ohne unspezifische Mediatoren zu messen, die
unabhangig von einer allergischen Reaktion von verschiedenen Zellen bei Antigen-
Kontakt bzw. aufgrund der Manipulation der in-vitro Untersuchung freigesetzt werden.
Der Test beruht auf dem Prinzip, dass die basophilen Granulozyten mit den vermuteten
Allergenen in verschiedenen Konzentrationen in Kontakt gebracht werden. Sind auf der
Oberflache der Zellen genigend sensibilisierende Antikérper gebunden, werden
mehrere benachbarte, an Fce-Rezeptoren gebundene allergenspezifische Antikérper
vernetzt und nachfolgend praformierte und neu synthetisierte Mediatoren (Histamin,
sLT) freigesetzt. Das freigesetzte Histamin wird in einem RIA (radio immuno assay)
quantifiziert und so als Mal fir den Grad der Sensibilisierung der basophilen
Granulozyten gewertet: Die durch Allergene freigesetzte Histaminmenge wird mit der
ins Verhaltnis gesetzt, welche durch die physikalische Freisetzung (Zellen werden
durch Kochen zerstért) oder durch die eines geeigneten Antikorpers freigesetzt wird
(maximale Freisetzung). Die Hohe dieses Verhaltnisses entscheidet darlber, ob ein

Pferd in Bezug auf das getestete Allergen als sensibilisiert anzusehen ist (KAUL1998).

Der FIT zahlt momentan als Goldstandard der Sommerekzemdiagnostik in
Deutschland und wird von der Tierarztlichen Hochschule in Hannover angeboten. Es
werden die Hypersensibilitatsreaktion gegenliber Gnitze (Culicoides), Wadenstecher
(Stomoxis), Kriebelmicke (Simulium), Eintagsfliege (Ephemeridae), Stechmicke
(Culex), Pferdebremse (Tabanidae), Hausfliege (Musca Domestica) und Motte
(Tineoidea) getestet. Hierbei dienen die Tests der in erster Linie nicht Sommerekzem
relevanten Insekten (Motte, Eintagsfliege, Hausfliege) zur Verbesserung der
Diagnostik, da sie kreuzreagierende Allergene der hiesigen allergieauslésenden
Insekten beinhalten. Sie werden mituntersucht solange keine definierten Allergene

verfugbar sind.

2.1.3.2.3 Cellular Antigen Stimulation Test (CAST)

Der von DE WECK et al. (1993) eingefuhrte Cellular Antigen Stimulation Test (CAST)
arbeitet, ebenso wie der FIT, mit gewaschenem Vollblut. Anders als beim FIT jedoch,
bei dem selektiv der gespeicherte Basophilenmediator Histamin als
Reaktionsparameter dient, wird beim CAST die Freisetzung von Sulphidoleukotrienen
gemessen. Vor der eigentlichen Antigenprovokation erfolgt eine Vorstimulation der

Zellen mit IL-3. Sulphidoleukotriene sind im Gegensatz zu Histamin, das in



2 Literaturiibersicht 13

praformierten, intrazelluldren Granula gespeichert vorliegt, neu synthetisierte

Mediatoren.

Im CAST werden aus dem peripheren Blut eines Probanden isolierte Leukozyten
zunachst wie beim HRT mit einem entsprechenden Allergenextrakt inkubiert. Dabei
wird jedoch hier ihre Bereitschaft getestet, Entziindungsmediatoren, hier
Sulphidoleukotriene, neu zu synthetisieren und freizusetzen. Die von den basophilen
Granulozyten gebildeten Leukotriene (LT) C4 werden schnell zu LTD4 und LTE4
metabolisiert und der Gesamtgehalt aller freigesetzten sLT und seiner Metaboliten im
Anschluss an die Inkubation mit Hilfe eines ELISA bestimmt. Der CAST wurde als
alternativer zellularer Test zum HRT in den Jahren 1989-1993 entwickelt und ist seit
1993 kommerziell erhaltlich (BUHLMANN Laboratories, Allschwill, Schweiz). Ein groRer
Vorteil gegentber den bis dahin verwendeten RIAs und ELISAs mit ihrer hohen
Spezifitat fur nur eine Form der sLT besteht darin, dass der im CAST angewandte
monoklonale Antikérper in der Lage ist LTC4, LTD4 und LTE4 mit gleicher Sensitivitat
und Spezifitdt zu messen und so entziindliche Aktivitaten in-vitro besser zu erfassen
(DE WECK et al. 1993). Weitere Vorteile des Tests liegen in der Tatsache, dass sLT
nur von intakten Zellen produziert wird, so dass es nicht zu falsch positiven
Ergebnissen durch zytotoxische Aktivititen kommen kann. Da im Blut von Pferden
genugend zirkulierende basophile Granulozyten vorhanden sind, kann der in der
Humanmedizin entwickelte Test auch zur Diagnose equiner allergischer Reaktionen
herangezogen werden (DE WECK 1993).

VAN ROOYEN und ANDERSON (2004) untersuchten den Einfluss verschiedener
Testbedingungen auf die Ergebnisse des CAST und zeigten, dass zahlreiche
Veranderungen in der Durchfihrung des Testes ohne Auswirkungen auf die
Ergebnisse blieben. So ergab weder die Verwendung anderer als von BUHLMANN
empfohlener Blutentnahmerdéhrchen, die Bearbeitung der Erythrozyten mit 0,83%igem
Ammoniumchlorid statt mit Dextran, eine Erhéhung der Leukozytenkonzentration um
das Vierfache bzw. Erniedrigung um die Halfte, noch das Weglassen der Aktivierung
der Zellen mit IL-3 eine signifikante Veranderung der Ergebnisse. DE WECK und
SANZ (2004) erstellten eine Meta-Analyse mit den Ergebnissen von 37 bestatigten, gut
kontrollierten Studien mit insgesamt 1614 Patienten und 1145 Kontrollen und

unterstrichen darin den Wert des CAST als diagnostischen Test.

BASELGIA et al. (2006) priften die Eignung des CAST zur Diagnose des (iberwiegend
durch Culicoides spp. ausgelosten, IgE-vermittelten SE beim Pferd. Mit Extrakten von

Culicoides nubeculosus und Simulium vittatum untersuchten sie 314 erwachsene
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Pferde mit und ohne SE. Bei den Pferden mit SE war die sLT-Freisetzung signifikant
héher als bei den Pferden ohne SE. Das Ausmal} der klinischen Symptome sowie das
Alter der untersuchten Pferde hatten keinen Einfluss auf die Ergebnisse im CAST. Die
hochste diagnostische Sensitivitdt und Spezifitdat des Testes lag beim Einsatz von C.
nubeculosus-Extrakten bei 78 Prozent bzw. 97 Prozent. Einige Pferde reagierten
neben den Culicoides-Extrakten auch auf die Simulium-Praparationen. Insgesamt
gesehen hat sich somit der CAST aufgrund seiner hohen Spezifitdt und guten
Sensitivitdt als brauchbarer Test zur Diagnostizierung allergischer Zustande wie des
SEs bei Pferden erwiesen, selbst im Winter bei betroffenen, jedoch symptomfreien
Probanden. Die Firma BUHLMANN Laboratories AG, Allschwil, Schweiz, bietet seit
2005 den speziellen Equine CAST unter Einsatz eines homogenisierten und
lyophilisierten Ganzkorperextraktes aus C. nubeculosus an. Das Labor fir klinische
Diagnostik GmbH & Co. KG in Bad Kissingen (LABOKLIN) nutzt seit 2006 den ,Equine
CAST 2000“ zur Diagnostik von Uberempfindlichkeitsreaktionen gegeniiber Culicoides

nubeculosus, Simulium spp. sowie Tabanes und Culex.

Die Korrelation von CAST und klinischer Symptomatik unterscheidet sich je nach
Allergieform und Antigen. Die Ergebnisse von Histamin Release Tests und CAST
korrelieren relativ gut, wahrend Intrakutantest und CAST eine geringere Korrelation
aufweisen (r=0,4-0,6) (DE WECK und SANZ 2004). Allerdings ist zu beachten, dass
Sulphidoleukotriene aufter von Typ I-Effektorzellen auch von anderen Immunzellen des
Blutes wie Monozyten, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten freigesetzt werden
konnen, die mit einer Typ I-Allergie wenig zu tun haben. Im Gegensatz dazu stellt
Histamin einen fir die Effektorzellen der Typ I|-Immunreaktionen (Basophile und
Mastzellen) spezifischen Mediator dar (TIZARD 2004).

In der Studie von LANGNER et al. (2008) wurden =zellulare und humorale
Immunoassays auf ihre Eignung als Bewertungsmethode fiir das Vorliegen einer
Disposition flir Sommerekzem beim Pferd untersucht. Sie verglichen die Ergebnisse
von je neun Pferden mit und ohne Disposition fir Sommerekzem im HRT, im
Intrakutantest und in einem ELISA zum Nachweis Culicoides-spezifischer IgE und IgG
unter Einsatz eines Ganzkorperextraktes sowie Speichels zweier Culicoides-Spezies
miteinander. Im Intrakutantest zeigten sich bei der Sofort- (30 min) und Spatreaktion (4
h) signifikante Unterschiede zwischen den Pferden mit und ohne SE. Die genauesten
Ergebnisse ermittelten LANGNER et al. mit Hilfe des HRT, der eine Sensitivitat von
100 Prozent sowie eine Spezifitdt von 78 Prozent beim Einsatz des
Ganzkdrperextraktes bzw. von 100 Prozent unter Verwendung von Speichel der

Culicoides-Spezies zeigte. Hingegen wiesen verzdgerte Reaktionen (24 h) im
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Intrakutantest sowie die Culicoides-spezifischen Serum-IgE- und IgG-Spiegel kaum
oder keine Unterschiede zwischen allergischen und nichtallergischen Pferden auf. Die
Ergebnisse LANGNERs et al. weisen darauf hin, dass Allergietests, die auf der Basis
von Effektorzellen wie Mastzellen und basophilen Granulozyten funktionieren, besser
zu einer genauen Diagnostizierung des SE bei Pferden geeignet sind als serologische
Analysen mittels ELISA.

2.1.4 Therapiemdglichkeiten

Eine kausale Therapie des Sommerekzems und damit der Typ |-Allergie existiert bisher

nicht.

2.1.4.1 Spezifische Immunotherapie (SIT)

Die Spezifische Immunotherapie (SIT), auch Hypo- oder Desensibilisierung genannt,
ist bisher der einzige kausale Therapieansatz fur Typ I-Allergien. Hierbei ist das Ziel,
die Wirkung von Allergenen in Form einer Uberschiefienden Immunreaktion auf ein
betroffenes Individuum zu reduzieren und wenn moglich abzustellen, sodass eine
Verringerung oder sogar ein Verschwinden der allergischen Symptome erreicht wird.
Das Prinzip dabei ist, dem Patienten zunachst niedrige, im Verlauf der Therapie
ansteigende Dosen, welche die natirliche Exposition auch Ubersteigen, zu applizieren.
In der Regel wird eine Langzeit-SIT durchgefiihrt, da die Dosis des applizierten
Allergens aus Sicherheitsgriinden nur langsam gesteigert werden darf. Diese erstreckt
sich je nach Verlauf der klinischen Symptome lber mehrere Jahre. Die Applikation
erfolgt Uberwiegend subkutan, es kann jedoch auch die Verabreichung Uber die
Schleimhaute der Nase oder des Mundes, hierbei besonders sublingual, erfolgen. Die
besten Ergebnisse werden durch die Verabreichung hochgereinigter, nur die
allergieausldésenden Anteile enthaltender Allergene erzielt (WESTRITSCHNIG et al.
2002; WESTRITSCHNIG und VALENTA 2003), wahrend die Verwendung grober
Extrakte eine deutlich niedrigere Heilungsrate bzw. sogar eine Verschlechterung der
Symptome mit sich brachte. Die immunologischen Mechanismen, die zur
Hyposensibilisierung eines betroffenen Individuums gegeniiber einem bestimmten
Allergen flihren, sind noch nicht endguiltig geklart. Unter anderem konnte unter der SIT
ein Anstieg der Zytokine IL-10 und TNFB beobachtet werden. Beide Zytokine bewirken
eine Anergie der T-Zellen, welche sich auch unter der SIT einstellt. Produziert werden
sie von regulatorischen T-Zellen, so dass vermutet wird, dass das Verhaltnis von T-

Effektorzellen zu regulatorischen T-Zellen eine Rolle bei der Reduzierung der
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klinischen Symptome unter der SIT spielt (SCHMIDT-WEBER und BLASER 2004). Ein
anderer Erklarungsansatz ist die Bildung protektiver IgG1 -und 1gG4-Antikorper unter
der SIT. OHASHI et al. (1997) und GEHLHAR et al. (1999) zeigten, dass ein Anstieg
dieser beiden Immunglobuline unter der SIT mit einer Verbesserung der klinischen
Symptomatik korrelierte. Hier wurde die Bildung von Immunkomplexen aus IgG und
Allergen, die an hemmende Rezeptoren auf den Effektorzellen binden und somit eine
Aktivierung der Zellen verhindern, als Ursache fir die Verbesserung angesehen.
BARBET et al. (1990) untersuchten die Wirkung einer sechsmonatigen
Immunotherapie mit einem Ganzkdrperextrakt von Culicoides variipennis bei sieben
Pferden mit SE. Sie ermittelten keinen signifikanten Unterschied zwischen den Pferden
der behandelten Gruppe und den sieben Pferden der Kontrollgruppe. Nur jeweils ein
Pferd aus beiden Gruppen zeigte eine Verbesserung der Symptome. Hingegen
konnten ANDERSON et al. (1996) bei 10 Pferden mit SE nach Immunotherapie mit
einem Ganzkorperextrakt aus Culicoides spp. bei neun der 10 Pferde nach einem Jahr
eine Reduzierung der Symptome feststellen. Nach zweijahriger Therapie waren drei
Tiere frei von klinischen Symptomen, drei Pferde zeigten eine deutliche, zwei eine
geringe Reduzierung der klinischen Symptomatik. Zur Behandlung des SE des Pferdes
mittels SIT stehen bisher nur Ganzkorperextrakte von Micken zur Verfligung. Daraus
resultieren einerseits begrenzte Therapieerfolge, andererseits besteht die Gefahr der
Allergisierung des Patienten gegenuber bisher noch nicht allergisierenden
Bestandteilen des Extraktes. Bisher ist es noch nicht endgiltig gelungen, das oder die
Protein(e) zu identifizieren, welche die allergischen Reaktionen auslésen.
Wahrscheinlich handelt es sich um Proteine aus dem Speichel der Culicoides spp. in
dem gleich mehrere potenzielle Allergene vorliegen (WILSON et al. 2001;
FERROGLIO et al. 2006; HELLBERG et al. 2006). In neueren Untersuchungen von
WILSON et al. (2008) und LANGNER et al. (2009) gelang es den Autoren mittels
Massenspektometrie, die Maltase, ein zur Abspaltung von Glukose bendtigtes Enzym,
zu isolieren. LANGNER et al. (2009) setzten eine rekombinante Maltase (rCul s 1) im
Immunoblot, HRT und Intrakutantest an Pferden mit und ohne SE ein und folgerten aus
den Ergebnissen, dass rCul s 1 als erstes identifiziertes Allergen aus dem Speichel von
C. sonorensis gelten kann. Die Ergebnisse dieser Studien kdnnten einen wesentlichen

Beitrag zur Entwicklung der Immunotherapie fir das SE beim Pferd leisten.

2.1.4.2 Andere Therapieméglichkeiten

Erfolgreiche therapeutische Ansatze beschrankten sich bislang auf die symptomatische

Behandlung des Ekzems durch die Gabe von entziindungshemmenden
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Corticosteroiden, die jedoch aufgrund massiver Nebenwirkungen (Hufrehe, erhdhte
Anfalligkeit fur Infektionskrankheiten verschiedenster Genesen u. a.) nicht fir eine
Langzeittherapie geeignet sind (FREY und LOESCHER 2001).

Einen weiteren Uberblick tiber die von Tierarzten und Patientenbesitzern verwendeten
(symptomatischen) Therapeutika gibt RUSBULDT (2001). So werden neben der
aulerlichen Anwendung verschiedenster Fette, Ole und Insektenrepellentien, u. a.
Corticoide  oder  Antihistaminika  eingesetzt, aber auch Homdopathika,
Eigenblutbehandlungen und ihre Variationen, Bioresonanz oder biologisch aktive

Peptide.

BRUNNLEIN (2001) konnte in ihren Untersuchungen zum Sommerekzem keinen
dauerhaften und zuverlassigen Einfluss der weit verbreiteten Therapien mit Okozon,
Allergostop® | (Gegensensibilisierung nach Theurer) oder Insol® Dermatophyton auf

die generelle oder Culicoides-spezifische Sensibilisierung nachweisen.

Erfolgversprechend bleibt bisher alleine eine maoglichst weitreichende Allergenkarenz
(Ekzemerdecken, Verbringen der Tiere in mickenfreie bzw. -arme Umgebung,
Aufstallen zur Hauptflugzeit der Micken) (BARNARD 1997; RUSBULDT 2001).
Allerdings bedeutet auch dies keine Heilung der Allergie, sondern nur ein Verhindern
der klinischen Symptome. Selbst nach bis zu 15 Jahren Symptomfreiheit, erreicht
durch Verbringen von sommerekzemkranken Tieren auf die Nordseeinsel Spiekeroog,
- Gnitzen sind auf den ostfriesischen Inseln auf Grund der ganzjahrigen Westwinddrift
nicht endemisch - blieb die spezifische Sensibilisierung deutlich bestehen (KOBELT
2001). Auch nach dieser langen Zeit hatte also ein erneuter Allergenkontakt den

klinischen Ausbruch des Sommerekzems zur Folge.

2.1.4.2.1 Homobopathika und Eigenbluttherapie

Bei der Anwendung von Homdopathika wird, auch beim Einsatzgebiet der allergischen
Erkrankungen, die umstimmende Wirkung auf das Immunsystem genutzt. Bei der
Eigenbluttherapie steht der Gedanke im Vordergrund, dass bei jeder Krankheit
naturliche Heilungsvorgange unabdingbar sind und durch gezielte ,Reiztherapie®
Heilungsprozesse beschleunigt werden kénnen (KREBS 1999). Ein solcher Reiz wird
durch das bei der Eigenbluttherapie injizierte Blut gesetzt und hierdurch eine
Veranderung der Reaktionslage im Organismus ausgeldst. Nach aulden sichtbar wird
dies durch eine verstarkte Bildung histiozytarer Zellen. So stieg die Anzahl der

Monozyten im Anschluss an eine Injektion von 40 ml Eigenblut von finf auf 22 Prozent
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an. Es wird eine Stimulierung der unspezifischen wie auch der spezifischen Abwehr
bewirkt (KREBS 1999). Gerne werden diese beiden Therapieansatze in Kombination
eingesetzt und zeigen positive Effekte bei der Therapie von akuten und chronischen

allergischen Erkrankungen.

So berichtete DORENKAMP (1997) Uber gute Behandlungserfolge mit Traumeel® ad
us. vet. vermischt mit Eigenblut und zusatzlicher Gabe von Carduus und Coenzyme
compositum beim Sommerekzem des Pferdes. Ebenso zeigten STEIDLE und
ENBERGS (2003), dass die Leitsymptome des SE - Juckreiz und Hautveranderungen
— durch die Therapie mit Traumeel® ad us. vet. in Kombination mit Eigenblut sowie
zusatzlicher Gabe von Carduus und Coenzyme compositum signifikant reduziert
werden konnten. Ebenfalls positiv wirkte sich die prophylaktische Behandlung von
sommerekzemkranken Tieren mit Engystol® ad us. vet. in Kombination mit Eigenblut,
Carduus, Coenzyme compositum und Traumeel® ad us. vet. aus (STEIDLE 2009).
Dieses ist in der Lage, die Immunantwort weg von der fir allergische Reaktionen
typischen Th2-Zell-Antwort hin zur Th1-Immunantwort zu modulieren (ENBERGS und
VERDROSS 2005). Zwar konnte der Ausbruch des Sommerekzems nicht verhindert

werden, allerdings zeigten die behandelten Pferde deutlich weniger Juckreiz.

2.1.4.2.2 Insol® Dermatophyton

Insol® Dermatophyton (ID) ist ein seit 1999 zur therapeutischen und prophylaktischen
Immunisierung von Pferden, Hunden und Katzen zugelassener Totimpfstoff gegen
Dermatophytosen. Der polyvalente Impfstoff enthalt inaktivierte Mikronkoniden von
acht verschiedenen Dermatopyhten-Stammen (Trichophyton equinum, Trichophyton
verrucosum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton sarkisovii, Microsporum
canis var. distortum, Microsporum canis var. obesum, Microsporum gypseum) und
deckt damit alle klinisch relevanten Hautpilzerreger bei den zugelassenen Tierarten ab
(FENNER 2009). Beim Pferd sind Trichophyton equinum mit ca. 65% und Microsporum
canis/equinum mit ca. 25% in Deutschland am haufigsten anzutreffen (GERBER 1994;
SLOET 2008).

Insol® Dermatophyton ist fiir Pferde ab einem Alter von fiinf Monaten geeignet, sollte
jedoch nicht bei tragenden Stuten und Tieren mit Fieber/Anzeichen einer anderen

Infektionskrankheit als Dermatophytose angewandt werden.

Die Dosierung zur Therapie und Prophylaxe von Dermatophytosen betragt bei Pferden

unter 400 kg 0,3 ml ID und bei Pferden tber 400 kg Koérpermasse 0,5 ml. Die Impfung
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erfolgt zweimal (im Einzelfall auch dreimal) im Abstand von 14 Tagen und muss tief
intramuskuldr, am besten in die entspannte Muskulatur, und an wechselnden

Stellen/Korperseiten erfolgen.

Der Impfschutz besteht ab ca. finf Wochen nach der ersten Impfung und halt

mindestens neun Monate.

Da keine Informationen zur Sicherheit und Wirksamkeit bei gleichzeitiger
Verabreichung anderer Impfstoffe vorliegen, wird empfohlen innerhalb eines Zeitraums
von 14 Tagen vor und nach der Behandlung mit ID keine andere Impfung

durchzufthren.

Nach der Impfung sind die Pferde, wie nach jeder Impfung, fiir 48 h zu schonen. Als
Nebenwirkungen zeigen sich bei ca. drei Prozent der Pferde lokal begrenzte leicht
schmerzhafte Schwellungen (bis max. vier cm Durchmesser) an der Injektionsstelle, in
seltenen Fallen gréRere (bis ca. 15 cm). Bei ca. 1,3% der geimpften Tiere treten
systemische Nebenwirkungen in Form von Fieber, Apathie und Appetitverlust auf.
Sowohl lokale als auch systemische Nebenwirkungen verschwinden in den meisten
Fallen innerhalb von ca. acht Tagen von allein ohne weitere Behandlung
(BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA).

Empirische Studien und Erfahrungswerte praktizierender Tierarzte gehen von einer
therapeutischen und prophylaktischen Wirksamkeit von Insol® Dermatophyton beim
Sommerekzem aus. So beschriecb GREMMES (2002) in einer retrospektiven
Auswertung eines Patientenpools von 52 an Sommerekzem erkrankten Pferden eine
Besserung bei 70 Prozent der GroR3pferde, 50 Prozent der Islander und 30 Prozent der
Ponys nach zweimaliger doppelter ID Injektion als ,Grundimmunisierung® im Februar
oder Marz vor der Weidesaison. Die niedrigere Erfolgsquote bei den Islandern und
Ponys wird durch den hier vorliegenden héheren Anteil an ,Altekzemern® erklart. Als
Impfschema gibt er eine mindestens zweimalige Impfung im Abstand von je zwei
Wochen mit der doppelten Dosis ID (bis max. 2ml) in der insektenfreien Zeit zu Beginn
des Jahres (Februar bis Ende Marz) an. Je nach Bedarf kann noch eine
Wiederholungsimpfung (Booster) Mitte des Sommers (August) durchgefihrt werden
(GREMMES in PFERDE SPIEGEL 2002).

DRONOV und ROHWER (2007) testeten den mdglichen immunmodulatorischen
Einfluss von Insol® Dermatophyton auf equine Leukozyten in-vitro. Dazu wurden
hochreine equine Leukozyten aus dem Blut von Pferden mit und ohne Sommerekzem

isoliert, kontrolliert kokultiviert und unter drei Gesichtspunkten untersucht:
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1. Einfluss von ID auf die Vitalitit und das Proliferationsverhalten equiner
mononuclearer Zellen (eqMNC) wahrend 72 stundiger in-vitro Kultur mit und

ohne Stimulation durch Phythamagglutinen.

Hier zeigte sich eine modulierende Wirkung des ID in seinen beiden hdchsten

Konzentrationen.

2. Uberpriifung des Einflusses von ID auf die Vitalitt und das
Proliferationsverhalten eqginer MNC wahrend 36 stundiger in-vitro Kultur mit und
ohne Stimulation durch Staphylokokken Enterotoxin A (SEA) in Anwesenheit

von gleicher Anzahl autologer neutrophiler Granulozyten.

In Kokulturen von MNc und neutrophilen Granulozyten (PMN) konnte flr keine

Konzentration des ID ein Einfluss auf die MNC festegestellt werden.

3. Einfluss von ID auf die Expression ausgewahlter Zytokine (IL-4, IL-10, IFNy,
TNFa) von equinen MNC.

Hier zeigte sich eine deutliche Wirkung des ID. IL-4 wurde kaum, daflr jedoch
IL-10 produziert. Ebenso induzierte ID in beachtlichem Malie die Transkription
von IFNy und TNFa exakt in dem Bereich, in dem auch eine funktionelle

Modulation bei egMNc nachweisbar war.

Durch die vermehrte Expression des Th1-Leitzytokins INFy wird die Reaktionslage des
Organismus von Allergie (Th2, Leitzytokin IL-4) zu mehr Toleranz (Th1) verschoben.
Ebenso spricht die verstarkte Induktion von TNFa mit seiner aktivierenden Wirkung auf

Monozyten fiir eine Immunmodulation durch ID.

2.2 Allergieformen

Allergien werden im Allgemeinen in vier Typen eingeteilt, wobei grob Antikérper
vermittelte (Typen | bis Ill) von Antikérper unabhangigen Immunreaktionen (Typ V)
unterschieden werden (GELL und COOMBS 1968). Eine Typ V-Allergie, deren
Antikérper abhangiger Mechanismus sich wesentlich von den Typen | — |l
unterscheidet, hat bisher noch keinen breiten Eingang ins Schrifttum gefunden
(LEIBOLD 2006).

Diese Einteilung wurde aufgrund von Forschungsergebnissen aus der Humanmedizin

und dem murinen System vorgenommen und in die Veterindrmedizin Gbernommen. Bis
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heute ist nicht vollstandig geklart, ob sich die entsprechenden Mechanismen in gleicher

Auspragung auf andere Spezies Ubertragen lassen (JANEWAY 2005).

Alle diese Immunreaktionstypen fassen lebensnotwendige Mechanismen zusammen,

die bei UberschielRender Reaktion auch als ,Allergiemechanismen® bezeichnet werden.

Als Typ I-Allergien bezeichnet man die Allergien vom Soforttyp. Hierbei treten die
klinischen Symptome in der Regel sehr schnell, meist innerhalb von Minuten (selten
Stunden), nach dem Allergenkontakt auf. Diesem Mechanismus kénnen protektive,
regulatorische aber auch Uberschiefende immunologische Reaktionen zugeordnet
werden (COSTA et al. 1997).

Im Rahmen der immunologischen Antwort eines Individuums gegen ein Antigen
synthetisieren B-Zellen unter Einfluss von Th2-Zellen und deren Signalmolekilen, den
Interleukinen, allergenspezifisches IgE. Dieses IgE wird, im Gegensatz zu anderen
Immunglobulinen, schon in unkomplexierter Form Uber den hochaffinen Fce-Rezeptor |
(FceRIl) auf der Oberflache von v.a. Mastzellen und basophilen Granulozyten
gebunden. Diese zwei Zelltypen exprimieren diesen Rezeptor konstitutiv, wahrend er

auf einigen anderen Zellen induziert werden kann (FROESE 1984).

Freies Serum-IgE hat eine Halbwertszeit von wenigen Stunden bis Tagen.
Ungebunden liegt IgE im Vergleich zu anderen Immunglobulin-lsotypen in sehr
geringen Konzentrationen im Serum vor. Allerdings ergeben sich hier tierartliche
Unterschiede in starkerem Male, als bisher vermutet (WAGNER et al. 2002). Ein
wesentlicher Grund flir den niedrigen IgE- Spiegel ist die Bindung an FceRI, denn frei
verflgbares IgE steigert die Expression dieses Rezeptors (FURUICHI et al. 1985;
KUBO et al. 2001). Durch die Expression neuer Rezeptoren fir IgE wird der
Serumspiegel an IgE gesenkt. Dieser autokrine Verstarkungsmechanismus der FceRI
Expression ist initial nur vom Isotyp, also dem IgE abhangig. Eine fortgesetzte Prasenz
des Antigens (Allergens) kann aber eine positive Ruckkopplung des Typ |-
Immunmechanismus bewirken, indem allergenspezifische B-Zellen aktiviert werden.
Die notwendigen Zytokine werden von basophilen Granulozyten und/oder Mastzellen
selbst zur Verfligung gestellt (GAUCHAT et al. 1993; YANAGIHARA et al. 1998). Als
Folge dominieren jene IgE-Isotypen den Serumpool, deren B-Zellen wiederholt oder
dauerhaft aktiviert werden. Kommt es im Weiteren zu einem erneuten Kontakt des
Individuums mit dem Allergen, so fiihrt dessen Bindung an die spezifischen
zellstdndigen IgE-Molekule der sensibilisierten Mastzellen oder basophilen
Granulozyten zu einer Kreuzvernetzung dieser Immunglobuline, sofern sie auf der

Zelloberflache in ausreichender Dichte vorhanden sind. Die so herbeigefiihrte
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Zusammenlagerung der Fce-Rezeptoren aktiviert die Zelle, die zum einen innerhalb
von Sekunden mit Degranulation praformierter Entziindungsmediatoren (u.a. Histamin,
Proteoglykane, Proteasen) aus zytoplasmatischen Granula reagiert (Sofortreaktion).
Zum anderen werden Arachidonsduremetaboliten, wie bestimmte Leukotriene
(Lipoxygenasemetaboliten, v.a. LTC4, LTD4, LTE4) und Prostaglandine
(Cyclooxygenasemetaboliten, v.a. PGD2), aber auch Zytokine (u.a. IL-4, TNFa) neu
synthetisiert und ausgeschiittet. Diese erhalten die Entziindungsreaktion Gber Stunden

aufrecht (Spatreaktion).

Im gesunden Individuum besiedeln die Mastzellen die Lamina propria der
Schleimhdute sowie das Korium der Haut. Sowohl die basophilen Granulozyten, als
auch die Mastzellen entstehen im Knochenmark. Wahrend ihres Aufenthaltes im
peripheren Blut beladen sich die Zellen mit monomerem IgE und verlassen derart
sensibilisiert die Blutbahn. Dementsprechend werden die Fce-Rezeptoren mit einem
zum Zeitpunkt der Beladung reprasentativen Querschnitt aller aktuellen IgE - Idiotypen
im Serum ausgestattet. Im Gewebe kdnnen diese Zellen dann bei erneutem Kontakt zu
einem Antigen, gegen das sie spezifische Immunglobuline gebunden haben,
degranulieren. Somit stellen Mastzellen einen wesentlichen Anteil der ,first line of
defense” dar. Durch die freigesetzten Mediatoren wird im Gewebe eine lokale
Begrenzung der Antigenverteilung bewirkt, indem sich der Blutfluss im irritierten
Bereich verlangsamt und die Exsudation von Plasma sich erhdoht. Es kommt zur
Odembildung. Im Folgenden werden weitere Leukozyten chemotaktisch angelockt. Es
etabliert sich eine Entziindung. Seine physiologische Bedeutung hat dieser
Mechanismus v.a. im Zuge der Immunantwort auf parasitare Infektionen (Helminthen).
Er ist aber auch bei der Abwehr anderer Pathogene, inklusive bakterieller, beteiligt.
Kommt es zur Auspragung pathologischer Hypersensibilitdtsreaktionen unter diesem
Mechanismus kdnnen diese lokal beschrankt, aber auch systemisch ablaufen. Typ I-
Allergien des Menschen sind u.a. die allergische Rhinitis (Heuschnupfen), das Asthma,

aber auch die systemische Anaphylaxie bis hin zum allergischen Schock.

Bei Typ ll-Allergien handelt es sich um Immunmechanismen, welche durch Antikérper
vom IgG- und IgM-Isotyp vermittelt werden. Auf der Oberflache partikularer Antigene
gebundenes 1gG (Antigen-Antikorper-Komplex) kann Phagozyten Uber deren Fcy —
Rezeptoren (FcyR) dazu aktivieren, diese opsonisierten Antigene per Phagozytose zu
eliminieren. Auf Zelloberflachen gebundenes IgG kann von NK (natdrliche Killer)-
Zellen, die den FcyRIIl exprimieren, erkannt werden, woraufhin diese die
antikdrpermarkierten Zielzellen zytotoxisch zerstéren (antikdrperabhangige zellulare

Zytotoxizitat (ADCC)). Ein dritter IgG-vermittelter Mechanismus ist die Aktivierung des
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klassischen = Weges der Komplementkaskade Uber die Bindung von
antigengebundenem IgG, und noch effektiver IgM, an C1q, einem von drei Proteinen
im C1-Komplex. Die Aktivierung von C1q durch IgG erfordert jedoch eine ausreichend
hohe Epitop- und Immunglobulindichte auf dem Pathogen, da dieser Komplementfaktor
hierzu an mindestens zwei aktivierten Fc-Teilen komplementbindender
Immunglobulinmolekule binden muss. Im Rahmen dieser Allergie sind die Antikdrper
gegen zellassoziierte Antigene gerichtet und I6sen entweder liber Phagozyten und NK-
Zellen oder Uber das Komplementsystem die charakteristischen Effektormechanismen
aus. Beispiele aus der Humanmedizin hierfir sind die Uberempfindlichkeitsreaktionen
gegen Penicillin, Methyldopa oder Chinidin. Diese Medikamente binden auf der
Zelloberflache von Erythrozyten oder Thrombozyten. Existieren spezifische Antikorper,
die diese Medikamente erkennen, binden sie sich an diese und losen eine
Komplementaktivierung aus, die zur Entfernung der betroffenen Blutzellen und somit
zur immunhamolytischen Anamie bzw. Thrombozytopenie fiuhrt. Antikérper kénnen
ebenso gegen koérpereigene Zell- oder Matrixantigene gebildet werden und sind unter
dem Typ IlI-Mechanismus so die Ursache fir Autoimmunerkrankungen, wie die
autoimmune hamolytische Anamie, thrombozytopenische Purpura, Goodpasture-

Syndrom, oder Pemphigus vulgaris.

Auch bei der Typ lll-Allergie sind Antikorper beteiligt. Im Gegensatz zu Typ Il sind die
Antikdrper jedoch gegen l6sliche Antigene gerichtet, mit denen primar I6sliche
Immunkomplexe gebildet werden. Die im Verlauf der physiologischen Immunreaktion
gebildeten Antigen-Antikdrper-Komplexe aktivieren, wenn komplementbindende
Isotypen beteiligt sind, das Komplementsystem (klassischer Weg). Sie werden mit
dessen Hilfe Uber den Komplementfaktor C3b an Erythrozyten angelagert
(Komplementrezeptor 1 (CR1)) und zur Milz und Leber transportiert, wo sie von

Makrophagen phagozytiert werden.

Bei der Typ lll-Allergie entstehen durch AntigenlUberschuss relativ kleine Aggregate
von Antigen-Antikérper-Komplexen. Dadurch wird das Komplementsystem schlechter
aktiviert (aufgrund fehlender komplementbindender Antikérperisotypen). Aufgrund
dessen werden diese Immunkomplexe schlechter oder gar nicht an Erythrozyten
gebunden, da diese zwar den Komplementrezeptor CR1, jedoch keine Fc-Rezeptoren
haben. Dies fuhrt zu einem verminderten Abbau kleiner Immunkomplexe. Diese freien
Komplexe neigen dazu, sich an den Basalmembranen kleiner Gefalle abzulagern.
Mastzellen kdnnen solche Komplexe binden (Uber FcyRIIl) und dadurch aktiviert
werden. Die TNFa-Freisetzung durch so aktivierte Mastzellen gilt als Hauptursache fur
die nachfolgenden Entziindungsreaktionen (WATANABE et al. 1999; BAUMANN et al.
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2001), da hierdurch Leukozyten in das Entziindungsgebiet gelockt werden. Uber eine
Verknupfung von Fc-Rezeptoren und Komplementrezeptoren auf Leukozyten werden
diese aktiviert und I6sen im Folgenden eine Schadigung des umliegenden Gewebes
aus. Ein klassisches Beispiel fur die Typ Illl-Allergie ist die so genannte
~Serumkrankheit, die heute noch bei der Anti-Venin-Behandlung eine Rolle spielt.
Serum von Pferden, die zuvor mit Schlangengift immunisiert wurden, dient dabei als
Quelle fur neutralisierende Antikdrper bei der Behandlung von Schlangenbissen beim
Menschen. Injizierte Bestandteile, insbesondere die Antikdrper aus dem Pferdeserum,
I6sen eine adaptive Immunantwort des Empfangers mit Bildung anti-equiner Antikérper
aus, die bei wiederholter Applikation eines solchen Serums zur Immunkomplexbildung
mit den zirkulierenden Antigenen flihrt. Diese massive Bildung von Immunkomplexen
fuhrt zu deren Ablagerung in Gefalden, Nieren und Gelenken und somit zu
autoagressiven Vasculitiden, Glomerulonephritis und Arthritiden. Auch
Autoimmunerkrankungen kénnen nach diesem Mechanismus ablaufen, z.B. bei der
gemischten essentiellen  Kryoglobulinamie (Antikbrper gegen korpereigene
Immunglobuline) oder dem systemischen Lupus erythematodes mit Bildung von ANA's
(Anti Nukleare Antikorper: Antikdrper gegen u.a. kdrpereigene Zellkernbestandteile wie

DNS, Histonen oder anderen Nukleoproteinen).

Letztlich besteht noch die Moglichkeit, dass Antikorper, ohne Beteiligung von Fc-
vermittelten Sekundarreaktionen, allein durch ihre spezifische Bindung zur Erkrankung
fuhren (Typ V-Reaktionen). Unter physiologischen Umstéanden erflllen Antikorper
neben ihrer vermitteinden Rolle im Rahmen der Opsonisierung und
Komplementaktivierung auch ohne Beteiligung weiterer Faktoren bestimmte
Funktionen. So sind sie wichtig zur Neutralisation z.B. von Toxinen oder beeinflussen
Uber ihre Bindung an zellstdndige Rezeptoren z.B. die Produktion von weiteren
Antikorpern. Bei einer Typ V-Allergie koénnen die im Rahmen von Infektionen
gebildeten Antikorper mit korpereigenen Strukturen, z.B. Rezeptoren kreuzreagieren
und diese z.B. stimulieren (TSH-Rezeptoren bei Basedow-Krankheit) oder blockieren

(Acetylcholinrezeptoren bei Myasthenia gravis).

Auch in der zellvermittelten Immunantwort (Typ IV-Allergie) kann es, ohne Beteiligung
von Immunglobulinen, zu Stérungen im Sinne von Allergie oder Autoaggression
kommen. Wird ein Antigen von den antigenprasentierenden Zellen hierbei uber MHC-
Klasse Il an der Zelloberflache gezeigt, werden dadurch CD-4-T-Zellen (T-Helferzellen)
angesprochen. Pathogen- und milieuabhangig kénnen sich die CD-4-Zellen daraufhin
in mindestens zwei Richtungen, Th1 oder Th2, differenzieren und im Weiteren anhand

der Sekretion charakteristischer Zytokine und Chemokine z.B. Makrophagen aktivieren
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und B-Zellen zur IgG-Produktion anregen (Th1) oder z.B. durch Einfluss auf die
Differenzierung  antigenaktivierter ~ B-Zellen eine v.a. antikdrpervermittelte
Immunantwort auslésen (Th2). Im Verlauf von Uberempfindlichkeitsreaktionen vom Typ
IV erfolgt die Differenzierung der T-Helferzellen zu Th1-Zellen, bei Typ I|-Allergien zu
Th2. Altbekanntes Beispiel einer T-Zell vermittelten Allergie ist die Tuberkulinreaktion,
aber auch Kontaktallergien, z.B. auf Pentadecacatechol, einer Substanz aus den
Blattern des Gift-Sumach, oder Metallionen, wie Nickel und Chrom, fallen unter diese
Kategorie. Eine Autoimmunerkrankung, die diesem Mechanismus folgt, ist z.B. die
gegen das basische Myelinprotein (MBP) gerichtete autoaggressive Reaktion, die zur
multiplen Sklerose fuhrt. Wird ein Antigen tGber MHC-Klasse | prasentiert, reagieren
darauf CD-8-Zellen und differenzieren unter dem regulierenden Einfluss von T-
Helferzellen zu zytotoxischen T-Zellen aus. Diese tdéten zum einen diese
antigenprasentierenden Zellen ab, kdnnen aber auch Zytokine sezernieren, die u.a.
Makrophagen anlocken und aktivieren (IFNy, TNFa, TNFB). Lipidlosliche Allergene,
wie Pentadecacatechol konnen Uber diesen Weg eine Gewebsschadigung
verursachen, da sie die Zellmembran durchqueren kénnen und Proteine im Zellinneren
verandern. Als Peptide gelangen diese dann Uber das endoplasmatische Reticulum
und MHC-Klasse [-Moleklle an die Zelloberflache, wo sie von CD-8-Zellen erkannt
werden (JANEWAY 2002).

2.3 Immunmodulation

Das Konzept der Immunstimulation wurde bereits 1907 von Dr. William B. Coley
erstellt. Dieser bemerkte bei einigen seiner Patienten eine spontane Tumorregression
nach Septikdmie. Aufgrund dieser Beobachtung entwickelte er ein Gemisch von
Bakterientoxinen (Coley’s Toxin), welches er zur Krebstherapie einsetzte (RUSH
2001).

ROLLE und MAYER (1993) flhrten den Begriff der ,Paramunisierung® ein, womit sie
zunachst Antigen unspezifische, begleitende Wirkungen von Schutzimpfungen
bezeichneten. Deren funktionelle Mechanismen ordneten sie fast durchweg den
angeborenen Immunmechanismen (Phagozytose, ADCC, Bildung von Interferon,
Aktivierung des Komplementsystems, hormonelle Interaktionen) zu. Die
,Paramunisierung” sei allerdings auf die ,noch vorhandene Funktionsfahigkeit des
Immunsystems und seiner Zellen angewiesen®. Durch die Paramunitat soll ein schnell
einsetzender (wenige Stunden), aber nur kurz anhaltender (einige Tage) Schutz des

Individuums erreicht werden; ein Boostereffekt soll nicht zustande kommen.
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TIZARD (1993) definierte Immunstimulantien durch ihre Fahigkeit, nicht
antigenspezifische humorale und auch zellvermittelte Abwehrmechanismen zu férdern.
Dies wird seiner Ansicht nach durch Makrophagen vermittelt, die durch die
Phagozytose der Immunstimulanspartikel aktiviert werden und daraufhin bestimmte
Zytokine (INF, IL-1, TNF und/oder IL-6) freisetzen und so zu einer Steigerung der

Phagozytoseaktivitat, der Antikérperproduktion und der Zytotoxizitat fihren.

RUSH (2001) untersuchte in seiner Studie die klinische Anwendung von
immunstimulierenden  Substanzen und stellte die Behauptung auf, dass
immunstimulatorische Therapien v.a. bei chronischen oder rezidivierenden Infektionen
wirken, da hier eine Immunsuppression oder -toleranz vorlage. Fir wenig sinnvoll halt
er ihren Einsatz bei akuten Infektionen, da dort das Immunsystem bereits maximal

stimuliert sei.

2.3.1  Immunmodulation der Typ I-Allergie

2.3.1.1 Modulation der Th1-/ Th2-Balance

Bei Therapieversuchen von IgE vermittelten Typ I|-Allergien mittels Immunmodulation
stellt das Hauptangriffsziel die Th1-/Th2-Balance dar. Dies stitzt sich auf die weithin
anerkannte Hypothese, dass die Bildung von Antikdrpern des Isotyps IgE durch B-
Zellen eine Folge der Dominanz von Th2-Helferzellen und der von diesen Zellen

ausgeschutteten Zytokine (IL-4, IL-13) zum Zeitpunkt der Antigenerkennung darstellt.

MOSMANN et al. (1986) beschrieben bei der Maus zwei verschiedene T-Helferzell-
Klone, die sie anhand ihrer Zytokinsekretionsmuster unterscheiden. Zum einen Th1-
Zellen mit den von ihnen gebildeten Zytokinen IFNy, IL-2 und TNFB, zum anderen
Th2-Zellen mit IL-4 und IL-5. Diese entwickeln sich aus naiven T-Helferzellen (ThO-
Zellen). Entscheidend, ob sich die naiven T-Helferzellen zu Th1- oder Th2-Zellen
differenzieren, ist das zum Zeitpunkt der Antigenprasentation herrschende
Zytokinmilieu. Dabei wird IL- 4 eine entscheidende Rolle fir die Differenzierung hin zu
Th2-Zellen zugeschrieben. Aber auch andere Zytokine (IL-1, IL-6 und IL-13)
beglinstigen die Th2-Entwicklung. Zudem ist IL-4 in der Lage, die Expression von IL-
12-Rezeptoren auf antigenaktivierten T-Helferzellen zu unterdriicken. Dies ist deshalb
von Bedeutung, da IL-12 die Entstehung des Th1-Phanotyps fordert. Eine weitere
wichtige Rolle in der Regulation spielt IFNy, das uber einen auf Th2-Zellen, nicht aber
auf Th1-Zellen, exprimierten Rezeptor binden kann, welcher antiproliferative Signale

auf die Th2-Zelle Ubertragt und so die Differenzierung hin zu Th1-Zellen unterstitzt
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(HAAS et al. 1999). Ebenso ist eine Beeinflussung der Th1- / Th2-Balance durch
Chemokine, einer Unterfamilie der Zytokine, moglich (HAYGLASS et al. 2000).
Chemokine sind eine Gruppe kleiner Proteine, die sich durch stark konservierte
strukturelle Motive, basierend auf einem Cystein-GerlUst, auszeichnen. Diese
Chemokine (chemotactic cytokines) und ihre Rezeptoren spielen unter anderem eine
Schlisselrolle bei der Leukozytenmigration. Das Chemokin Eotaxin, welches von
Epithelzellen und Phagozyten gebildet wird, wirkt zum Bespiel sehr selektiv auf
basophile und eosinophile Granulozyten. Zudem besteht der Verdacht, dass
Chemokine eine differenzierte Rekrutierung von Th1- oder Th2-Zellen in ein
Entziindungsgebiet bewirken kénnen (z.B. konnte bei Th2-Zellen die Expression des
Eotaxin-Rezeptors nachgewiesen werden) (HAYGLASS et al. 2000). Neben ihrer
chemotaktischen Fahigkeit wird den Chemokinen zusatzlich eine Beteiligung bei
weiteren immunologischen Funktionen zugeschrieben, wie z.B. der Hemmung der T-
Zell-Proliferation, der Aktivitat zytotoxischer T- und NK-Zellen und der Férderung eines
Th1-Zytokinmilieus und einer Th1-Immunantwort. So exprimieren Th1- und Th2-Zellen
z.T. verschiedene Chemokinrezeptoren auf ihren Oberflachen, oder aber bestimmte
Rezeptoren in unterschiedlicher Dichte. Weitere Untersuchungen lassen vermuten,
dass auch die initiale Differenzierung der naiven T-Zellen durch Chemokine
mitgesteuert wird. Die Effekte von Chemokinen scheinen auf3erdem nicht nur auf T-
Zell-Funktionen beschrankt zu sein. Bei atopischen Patienten konnte z.B. eine direkte
Stimulation von B-Zellen durch Chemokine zur IgE- und IgG4-Synthese nachgewiesen
werden. (SIEVEKE und HAMANN 1998; HAYGLASS et al. 2000; CHENG et al.
2001).

Das Zytokin-/ Chemokinmilieu unterliegt einer komplexen Regelung durch eine Vielzahl
endogener und exogener Faktoren. Dabei sind u.a. auch die Art des Pathogens, die
Antigenmenge, die physikalische Form und die Eintrittspforte des Antigens von
Bedeutung. Bakterien-, Protozoen- und Virenantigene scheinen Uber ein Triggering von
Makrophagen und dendritischen Zellen bevorzugt zur IL-12 Freisetzung und somit zur
Th1-dominierenden Immunantwort zu fihren, wohingegen Wurmparasiten und als
Allergene fungierende Antigene Uber IL-4 und IL-13 aus basophilen Granulozyten
favorisiert eine Th2-Antwort induzieren (HAAS et al. 1999). Auch Speichelextrakt der
Zecke Ixodes ricinus soll eine Th2-dominante Immunantwort auslésen (KOVAR et al.
2001). Es kann somit die Hypothese aufgestellt werden, dass auch Speichel von
anderen blutsaugenden Insekten, insbesondere Culicoides, ebenfalls diese Reaktion
auszuldsen vermag, was fiir die Atiologie des Sommerekzems von Bedeutung wére.

Ein Ziel der Immunmodulation im Zuge der Allergie vom Typ | ist nun eine Umlenkung



28 2 Literaturiibersicht

von einer Th2- zu einer Th1-gerichteten Immunantwort und somit weg von einer IgE
vermittelten zu einer Zell-, bzw. IgG-vermittelten Reaktion. Die hierzu verwendeten
Immunmodulatoren werden wie folgt eingeteilt: Th1-férdernde Zytokine (z.B. IFNy),
Immunsuppressoren oder Inhibitoren der Zytokintranskription (z.B. Cyclosporin A,
Tacrolimus) und Th2-Zell-Inhibitoren (z.B. Suplatast). Weitere, nicht etablierte,
Therapien basieren auf monoklonalen Antikérpern gegen T-Zellen oder gegen Zytokine
oder auf Zytokinrezeptor-Antagonisten (TOKURA et al. 2001). Neuere Untersuchungen
beschaftigen sich mit der Moglichkeit einer Th1-Induktion durch abgetdtete Bakterien
oder deren Bestandteile, CpG Oligodesoxynucleotiden oder Plasmid-DNS
(WOHLLEBEN und ERB 2001). CpG-DNS soll Uber die Aktivierung von Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen die Bildung Th1-artiger Zytokine (z.B. IL-12)
stimulieren und Uber die Aktivierung von NK-Zellen die Freisetzung des Th2-
hemmenden IFNy férdern (KRIEG 1999).

2.3.1.2 Modulation von Effektorzellen

Ist der Klassenwechsel unter Einfluss von Th2-Zellen erfolgt und produzieren B-Zellen
nun IgE-Antikdrper, werden diese Uber den hochaffinen Fce-Rezeptor | (Fce-RI) v.a. an
der Oberflache von Mastzellen und basophilen Granulozyten gebunden. Binden
spezifische Antigene bzw. Allergene an zellstandige IgE-Molekiile, kdnnen sie diese,
wenn in ausreichender Menge vorhanden, kreuzvernetzen und die Fce-Rezeptoren
somit zusammenlagern, was zur Aktivierung der Zelle fuhrt. Versuche, die Rezeptoren
durch IgE-Analoga oder Anti-Fce-RI- Antikdrper kompetitiv zu hemmen, flihrten i.d.R.
zur Aktivierung und Degranulation der Zellen. Von einer erfolgreichen Blockade des
Fce-RI, ohne Stimulierung der Zellen, berichteten HAAK-FRENDSCHO et al. (1993).
Es gelang ihnen durch ein Fce-RI-lgG-Immunoadhasin in-vitro und in-vivo im murinen
System IgE-vermittelte anaphylaktische Reaktionen zu hemmen. Die Expression von
Fce-RI auf der Zelloberflache ist positiv an den Serum-IgE-Spiegel gekoppelt. Erhdhte
IgE-Gehalte im Serum fihrten im murinen und humanen System zur Heraufregulierung
der Rezeptorexpression von Mastzellen und basophilen Granulozyten, wohingegen
eine Behandlung mit Antikbrpern gegen IgE eine verminderte Expression auf
Basophilen zur Folge hat (COSTA et al. 1997). Anti-Fce-RI-Antikbrper werden bereits
erfolgreich als Therapeutikum bei allergischem Asthma eingesetzt (CHANG 2000). Die
Tatsache, dass physiologisch Autoantikbrper gegen IgE vorkommen, fihrte zu
Versuchen, eine im Rahmen der Allergiebehandlung nutzliche anti-IgE-
Autoimmunantwort durch Vakzinierung zu erhalten, was beim Affen bereits gelang
(STADLER et al. 2001). Neben dem Fce-Rezeptor | werden auch andere Fc-
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Rezeptoren auf der Zelloberflache von Mastzellen und basophilen Granulozyten
exprimiert, so IgG-bindende Rezeptoren (Fcy-RI, Fcy-RIl und Fey-RIIl) und, zumindest
nach Vorbehandlung mit IL-3, IL-5 oder GM-CSF, ein Rezeptor, der sekretorisches IgA
bindet (GALLI 2000). Einer dieser Rezeptoren, der niederaffine Rezeptor Fcy-RIIB, ist
in der Lage, die durch Fce-RI vermittelte Aktivierung der Zellen zu hemmen, wenn
beide Rezeptortypen durch den selben multivalenten Liganden gebunden werden
(DAERON et al. 1995). Eine solche Bindung kann zustande kommen, wenn ein
Antigen/Allergen sich an zellstandiges IgE bindet, das bereits an anderen Epitopen 1gG
gebunden hat. Das IgG seinerseits kann dann Uber den Fc-Teil den Fcy-Rezeptor
binden (OTT et al. 2002). ZHU et al. (2002) entwickelten aus diesem Ansatz heraus ein
Protein, welches gleichzeitig Fce-RI und Fcy-RIl binden kann. In-vitro konnte durch
dieses Protein eine Hemmung der IgE vermittelten Histaminausschuttung bewirkt,
sowie im murinen Modell in-vivo anaphylaktische Reaktionen verhindert werden. Das
therapeutische Potential solcher Substanzen in der Behandlung von Typ I-Allergien ist
noch unerforscht. Sowohl Mastzellen, als auch basophile Granulozyten kénnen durch
eine Reihe von Substanzen unabhangig vom Fce-RI aktiviert werden. Dazu gehoren
Bakterien- und Parasitenprodukte (z.B. Lipopolysaccharide, Adhasine), Chemokine
sowie Komplementfaktoren (C5a). Einige dieser Substanzen sind in der Lage die
Mediatorfreisetzung zu modulieren, d.h. nur bestimmte Mediatoren freizusetzen oder
diese nur in geringen Mengen oder aber sehr langsam auszuschutten. (GALLI 2000;
HAYGLASS et al. 2000). Allerdings ist bisher noch unklar, inwieweit solche

Substanzen fir einen therapeutischen Einsatz geeignet sind.

Die gezielte Immunmodulation im Rahmen der Therapie von Typ I-Allergien gestaltet
sich schwierig, da die Regelmechanismen des Immunsystems und ihre Interaktionen
zurzeit nur bruchstickhaft bekannt sind. Ein Eingreifen in diese fein abgestimmten
Regelkreise hat in der Regel schwer zu Uberschauende und manchmal Uberraschende
Folgen. Zum anderen muss man sich hier vor Augen halten, dass es sich bei den unter
der Allergie ablaufenden Vorgangen um prinzipiell notwendige Mechanismen des
Immunsystems handelt. Der Versuch, die pathologische Situation zu beeinflussen,
kann unter Umstanden relevante Immunfunktionen beeintrachtigen und so zu
unerwunschten Nebenwirkungen flhren bis hin zur Exazerbation des allergischen
Leidens. Zusatzlich basieren die aufgeflihrten Erkenntnisse auf dem humanen oder
murinen System — eine Projektion auf equine Allergiemechanismen kann also nur

richtungsweisend verstanden werden.

Beim Pferd liegen die Haupteinsatzgebiete der Immunmodulatoren derzeit in der

Behandlung chronischer Atemwegserkrankungen und des equinen Sarkoids. Hierfur
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steht der Pferdemedizin momentan eine Vielzahl immunmodulatorisch wirksamer
Substanzen zur Verfigung. Die meisten dieser Immunmodulatoren stellen relativ grobe
Praparationen bakteriellen, viralen oder pflanzlichen Ursprungs dar. Beispiele hierfir
sind Praparationen aus Propionibacterium acnes, Mycobacterium bovis (BCG),
Parapox ovis oder Acemannan (Aloe vera). Auch einigen synthetischen Produkten
werden immunmodulatorische Fahigkeiten zugeschrieben z.B. Levamisol. Neben
diesen exogenen Modulatoren werden auch endogene Substanzen eingesetzt, u.a.
Interferon a und der Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF) (RUSH
2001).

GRAMMEL und MULLER (1989) berichten von Therapieerfolgen durch den Einsatz
eines Immunmodulators beim Sommerekzem. Die von ihnen verwendeten biologisch
aktiven Peptide sind Stoffwechselprodukte von Kolibakterien (ColibiogeN®) und fuhren
ihren Angaben nach zur Stimulation der nichterregerspezifischen Immunabwehr, zur
Stoffwechselsteigerung von Zellen, zur Hemmung der Histaminfreisetzung und zur
.,Normalisierung“ der B-T-Lymphozytenrelation. In der von ihnen durchgeflihrten
klinischen Studie konnte trotz hohen therapeutischen Aufwands (zweimal wochentlich
stattfindende intramuskulare Injektion von Marz bis September) nur ein Teilerfolg
beobachtet werden. Von den sieben behandelten Tieren zeigten sich zwei Tiere
deutlich gebessert, zwei weitere leicht gebessert. Bei den lbrigen drei Pferden wurde
die Therapie mangels Erfolg abgebrochen. Zu dieser Studie muss allerdings kritisch
angemerkt werden, dass zum einen nur eine sehr geringe Anzahl an Pferden
behandelt wurde, die zudem verschiedenen Rassen angehérten und unter
verschiedenen  Bedingungen gehalten  wurden, zum  anderen  wurden
Ausgangssituation sowie Therapieerfolg ausschlieBlich subjektiv durch die Besitzer

beurteilt. Der wissenschaftliche Wert solcher Untersuchungen ist fraglich.
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3 Material und Methode

3.1 Studiendesign und Ziele

Ziel dieser placebokontrollierten Blindstudie war es, den Einfluss von Insol®
Dermatopyhton (ID) in einer Feldstudie an mit Sommerekzem erkrankten Pferden zu

eruieren.

Aulerdem sollte untersucht werden, ob durch die Verabreichung von ID ein
spezifischer immunmodulatorischer Effekt auf equine Leukozyten nachgewiesen

werden kann.

3.2 Anamnesebogen

Der Vorbericht der Patienten zum Sommerekzem wurde vor Beginn der Feldstudie
anhand eines Fragebogens erhoben (Anhang 9.1). Die hierbei im Vordergrund

stehenden Fragen waren:

¢ Rasse (es wurde vor allem Wert auf eine breite Rassenvielfalt gelegt)

o Alter

o Dauer des Besitzes (es wurden Pferde bevorzugt, die mindestens seit zwei
Jahren in Besitz waren)

e Dauer des Ekzems

e Einteilung in Jung- (<2 Jahre an SE erkrankt) und Alt-(>2 Jahre an SE erkrankt)
Ekzemer

e Entwurmungsregime der Tiere

e Einschatzung des Schweregrads des SE durch die Besitzer

¢ Behandlungsversuche bis zum Studienbeginn

e Standort

3.3 Patientengut

An der Studie nahmen 51 an Sommerekzem erkrankte Pferde teil, die seit mindestens
einem Jahr entsprechende Symptome zeigten. Die Gruppe der Studienpferde setzte
sich aus 40 Wallachen, 16 Stuten und finf Hengsten zusammen, wobei drei der
Hengste im Verlauf der Studie kastriert wurden. Das Durchschnittsalter der Pferde

betrug 10 Jahre * 6,1 Jahre, wobei das jlingste Pferd zwei, das Alteste 31 Jahre alt
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war. Das Durchschnittsgewicht lag bei 491 kg + 156 kg, wobei zehn Pferde ein
Gewicht von unter 400 kg aufwiesen, was der Schwellenwert fur die ID Dosierung war
(Anhang 9.3). Die Einteilung in Verum- und Placebogruppe fand zufallig statt. Jedes
Pferd erhielt chronologisch bei der Erstuntersuchung eine Nummer der
durchnummerierten Verum- bzw. Placeboflaschen, die &aulerlich nicht zu
unterscheiden waren, und nach dem Zufallsprinzip verpackt wurden. Diese behielten
sie bis zum Schluss der Studie bei (Anhang 9.2).Von den 51 Pferden waren 27 Pferde
in der Verum- und 24 in der Placebogruppe. Im Einzelnen waren dies in der
Verumgruppe die Nummern 2, 4, 6, 7, 10, 12, 13, 16, 17, 19, 21, 24, 26, 28, 29, 31, 33,
36, 38, 40, 42, 43, 46, 47, 50, 51 und 53. In der Placebogruppe die Nummern 1, 3, 5, 8,
9, 11, 14, 15, 18, 20, 22, 23, 25, 27, 30, 32, 34, 35, 37, 39, 41, 44, 45 und 48.

3.4 Studienablauf

Die Feldstudie wurde im Zeitraum von Februar bis November 2011 (Tabelle 1)

durchgefiihrt und gliederte sich in drei Teile:

Die Erstuntersuchung (EU) fand im Februar statt und umfasste die
Allgemeinuntersuchung der Pferde, die Auspragung des Sommerekzems mittels eines
fur diese Studie entwickelten Score-Systems, sowie die Dokumentation des aktuellen
Zustands mittels Fotos. Des Weiteren wurde allen Pferden Blut flr die Durchfihrung
von speziellen Allergietests (FIT und CAST) und fiir die Bestimmung spezifischer

Zytokine entnommen.

Im Anschluss wurden die Pferde das erste Mal mit ID oder Placebo geimpft. Die
Impfung erfolgte daraufhin noch zwei Mal im Abstand von je zwei Wochen. Dabei
wurde auch jedes Mal vor der Injektion Blut flir die Bestimmung der Zytokine

genommen.

Im Rahmen der ersten drei Besuche wurde, soweit mdglich, eine Kotprobe von den
Pferden gesammelt und an das Institut flr Parasitologie in Minchen geschickt, um
einen eventuellen Zusammenhang zwischen einer moglichen Verwurmung und den

Ergebnissen der Allergietests herzustellen.

Bei der Zwischenuntersuchung (ZU) von Mitte Juni bis Mitte Juli wurden die Pferde
erneut mittels des Score-Systems beurteilt und der Zustand photographisch
dokumentiert. Im Anschluss wurden wiederum Blutproben flr die Zytokinbestimmung

genommen.
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Die Abschlussuntersuchung (AU) der Patienten fand schlief3lich im November statt.
Hierbei wurde ebenfalls der aktuelle Zustand von Fell und Haut der Patienten anhand

des Score-Systems ermittelt und mit Fotos dokumentiert.

Im Rahmen dieses Besuchs wurden erneut Blutproben flir die Durchfiihrung des FIT,

des CAST und fir die Zytokinbestimmung enthommen, sowie Kotproben gesammelt.

Die gesamte Studie inklusive aller Untersuchungen und Auswertungen wurde von der

gleichen Person durchgeflihrt.

Die Studie wurde als Tierversuch bei der Regierung von Oberbayern angemeldet und

als solcher genehmigt.
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Tabelle 1: Chronologischer Studienablauf.
Zeitpunkt MaBnahme Parameter
Herbst Vorjahr Fragebogenaktion
Februar
Untersuchungsjahr Allgemeinuntersuchung
Tag 1
Beurteilung mittels
Score-System
Fotodokumentation
Zytokine
Blutentnahme (1) (IL-1, IL-4, IL-10, IFNy,
TNFa)
Insol® Dermatopyhton
(ID) oder Placebo
Injektion (1)
FITI
CAST |
. Zytokine
Feb{:a’ﬂ'a’z Blutentnahme (2) (IL-1, 1L-4, IL-10, IFNy,
9 TNFa)
ID oder Placebo Injektion
(2)
Zytokine
Blutentnahme (3) (IL-1, 1L-4, IL-10, IFNy,
TNFa)
ID oder Placebo Injektion
(3)
JunilJuli Beurteilung mittels
Score-System
Fotodokumentation
Zytokine
Blutentnahme (4) (IL-1, 1L-4, IL-10, IFNy,
TNFa)
November Beurteilung mittels
Score-System
Fotodokumentation
Zytokine
Blutentnahme (5) (IL-1, IL-4, IL-10, IFNy,
TNFa)

FIT I
CAST Il
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3.5 Blutprobenentnahme

Die Blutprobenentnahme erfolgte unter sterilen Kautelen aus der gestauten V.
Jugularis. Dazu wurden die Pferde teilweise, aufgrund sehr dichten Winterfells, rasiert.

Danach erfolgten die Desinfektion und die Blutprobenentnahme.

3.6 Injektion von Insol® Dermatophyton oder Placebo

Die Injektion von ID oder Placebo erfolgte bei allen Pferden drei Mal im Abstand von je
zwei Wochen. Hierbei wurde die doppelte der normalen, bei Hautpilzerkrankungen
angewandten und vorgegebenen Menge ID/Placebo (0,6 ml fir Pferde unter 400 kg
KM; 1,0 ml fir Pferde Uber 400 kg KM) injiziert. Das Gewicht wurde mittels eines
Gewichtsmalbandes ermittelt. Die Placebolésung bestand aus der Nahrlosung fur ID
ohne die in ID verwendeten Pilzstamme (Inhaltsstoffe: 0,04 mg/ml Thiomersal,

Glucose, Fleischextrakt, Wasser fur Injektionszwecke).

Die Injektion erfolgte nach vorheriger Desinfektion tief intramuskular in die
Brustmuskulatur mit wechselnden Korperseiten (Schema links-rechts-links). Bei den
drei kleinsten Ponys erfolgte die Injektion in die Hinterhandmuskulatur, da die
Brustmuskulatur kaum ausgepragt war. Das Schema (links-rechts-links) wurde auch

hier eingehalten.

Die Besitzer wurden im Vorhinein (dber mdgliche Nebenwirkungen (lokale
Schwellung/Infektion) aufgeklart und waren mit der Teilnahme an der Studie

einverstanden. Dies wurde auch schriftlich festgehalten und bestatigt.

3.7 Untersuchungen

3.7.1 Allgemeinuntersuchung

Die Allgemeinuntersuchung wurde im Rahmen des Erstbesuchs der Pferde vor allen

anderen Untersuchungen durchgefuhrt.
Sie umfasste folgende Punkte:

e Datum
e Name und Nummer des Pferdes
e Allgemeinverhalten

e Ernahrungszustand
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e Hautelastizitat

e Herzfrequenz

e Atemfrequenz

e Lidbindehaute

¢ Maulschleimhaut und Kapillarftillzeit
e Innere Kdrpertemperatur

e Gewicht (ermittelt mittels GewichtsmaRband)

3.7.2 Sommerekzem-Score

Der in dieser Studie verwendete Sommerekzem-Score wurde eigens dafur entwickelt
und orientierte sich an dem von OLIVRY (2006) entwickelten und etablierten ,Canine
Atopic Dermatitis Extent and Severity Index“ (CADESI) fir Hunde. Hierzu wurden die
12 haufigsten Sommerekzemstellen (Kopf, Schopf, Hals 1/3, Hals 2/3, Hals 3/3,
Brustwirbelsaule, Vorderbrust, Lendenwirbelsaule/Kruppe, Hinterhand caudal, Schweif,
Bauchnaht, Schenkelspalt Hinterextremitaten) (Abbildung 4) mit den funf wichtigsten
Symptomen (Haarbruch, Alopezie, blutige/eitrige Hautveranderungen, Hautverdickung,
Schuppen) in Verbindung gesetzt. Fir jede Stelle und jedes Symptom musste der

Schweregrad nach folgendem Schema angegeben werden:

0 = keine Symptome

1 = geringgradige Symptome
2-3 = mittelgradige Symptome
4-5 = hochgradige Symptome

Hiermit lieRen sich nun folgende Punkte untersuchen:

o Gesamtpunktesumme pro Pferd und Untersuchungszeitpunkt
(max. 300 Punkte/Pferd/Untersuchung:
12 Regionen x 5 Symptome x 5 Schweregrade)

e Gesamtpunktesumme der einzelnen Regionen
(Region x 5 Symptome x 5 Punkte x Anzahl Pferde)

e Gesamtpunktesumme der einzelnen Symptome

(Symptom x 12 Regionen x 5 Punkte x Anzahl der Pferde)

Mit Hilfe dieses Scores wurde der Fell-/Haut-Zustand der Pferde bei der
Erstuntersuchung (EU) im Februar/Marz 2011, bei der Zwischenuntersuchung (ZU) im
Juni/Juli 2011 und bei der Abschlussuntersuchung (AU) im November 2011 beurteilt.
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Des Weiteren wurde jedem Pferd zu jedem Untersuchungszeitpunkt eine ,Gesamtnote*
(Einteilung O bis 5) gegeben, die den momentanen Gesamtzustand des Pferdes zu
jedem Untersuchungszeitpunkt wiederspiegelte. Da sich verschiedene Symptome
unterschiedlich auf den Gesamtzustand auswirkten, (z.B. blutig/eitrige Veranderungen
sind schwerwiegender als Schuppen) konnten die Gesamtpunktzahl und die
Gesamtnote unter Umstanden etwas differieren.

Die Verumgruppe wurde, nach Entblinden der Studie, zusatzlich in Jung- bzw.
Altekzemer unterteilt. Hierbei betraf die Einteilung laut Definition nicht das tatsachliche
Alter der Tiere, sondern erfolgte aufgrund der bisherigen Dauer der Symptome. So
wurde ,Jungekzemer als seit maximal zwei Jahren an Sommerekzem erkrankt
definiert. ,Altekzemer” bedeutete, dass der Patient seit mehr als zwei Jahren an

Sommerekzem erkrankt war.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der 12 exprimierten Sommerekzemstellen.
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3.7.3 Blutuntersuchungen

3.7.3.1 Funktioneller in-vitro Test (FIT)

Der FIT wurde, ebenso wie der CAST, sowohl bei der Erst- (FIT I/CAST I) als auch bei
der Abschlussuntersuchung (FIT II/CAST II) durchgefihrt.

Hierfar wurden jedem Pferd 20 ml vendses EDTA-Blut enthommen und per Overnight-
Express (TNT Express) am selben Tag an das Institut fir Immunologie der

Tierarztlichen Hochschule Hannover geschickt, wo es umgehend bearbeitet wurde.

Im Labor wurde das Blut schlielich auf eine mdgliche allergische
Reaktionsbereitschaft auf folgende Insektenallergene untersucht:  Gnitze,
Wadenstecher, Kriebelmlcke, Eintagsfliege, Motte, Stechmiicke, Pferdebremse und
Hausfliege.

Die Auswertungsskala dieses Tests lag zwischen 0 (= keine Reaktion) und 4

(=hochgradige Reaktion). Ergebnisse von 0,5 gelten als fraglich positiv.

3.7.3.2 CAST

Fir den CAST wurden ebenfalls 20 ml vendses Blut in den vom Labor zur Verfigung
gestellten ,ACD-B Vacuetten“ am Tag der Blutentnahme per laboreigenem Kurier ins

Labor geschickt und dort ausgewertet.

Hier wurde die Reaktionsbereitschaft der vier wichtigsten sommerekzemauslésenden
Insekten getestet. Im Einzelnen waren das Gnitze, Bremse, Kriebelmicke und
Stechmiicke. Werte Uber 250 pg/ml galten als Schwellenwert fir positive
Reaktionsbereitschaft, wobei die Hoéhe des Wertes keine Aussage Uber den

Schweregrad der Erkrankung lieferte.

3.7.3.3 Zytokinbestimmung

3.7.3.3.1 Native Proben

Fur die Zytokinbestimmungen wurden bei jedem Besuch der Pferde (insgesamt funf
Mal) Serumproben genommen. Dazu wurden 20 ml vendses Blut enthommen und in
zwei Serumrdhrchen aufgeteilt. Diese wurden nach der Blutprobenentnahme in einer
Zentrifuge (EBA 20, Hersteller Hettich) je 10 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert.

AnschlieRend wurde der Serumiberstand abpipettiert und als Doppelproben in
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beschriftete Cryordhrchen (CryoPure Tubes, Firma Sarstedt, D-Nimbrecht) tUberfihrt.
Diese wurden dann in flissigem Stickstoff (-196 °C) eingefroren. In regelmafligen
Abstanden wurden alle Proben von dem Stickstoffcontainer in einen -80°C
Kdhlschrank umgesetzt. Hier wurden sie bis zum Tag der Auswertung gelagert. Am
Tag der Auswertung wurden die Proben entnommen und mittels einer gekihlten
Styroporbox zum Klinikum Muinchen Rechts der Isar beférdert, wo sie im dortigen

Labor ausgewertet wurden.

Im Hinblick auf den immunologischen Hintergrund des zu erwartenden Th2/Th1-Shifts
wurden die Schlusselzytokine IL-4 (Th2) und IFN-y (Th1), sowie IL-10 (Th2) bestimmit.
Des Weiteren das Th1- Zytokin TNFa und das in der Humanmedizin im Hinblick auf

Allergien aktuell vermehrt untersuchte IL-1.

Die ausgewahlten Zytokine (IL-1, IL-4, IL-10, INFy, TNFa) wurden mittels eines
Sandwich-ELISA der Firma R&D-Systems (Minneapolis, USA) bestimmt.

Hierbei wird das gesuchte natlrliche oder rekombinante Antigen zwischen zwei

spezifischen Antikérpern gebunden wie zwischen den Brotscheiben eines Sandwichs.

Jedes ,Duoset” enthielt Material, um ca. finfzehn 96-well Platten analysieren zu

kdénnen.

Der erste Antikdérper (,capture antibody“) wurde 2zu einer spezifischen
Arbeitskonzentration (,working concentration®) mit PBS (,phosphate bufferd salt
solution: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 8,1 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PQ,, ph 7,2-7,4;
0,2 pm filtriert) verdiinnt und in einer Menge von 100 ul/well auf die daflr vorgesehene
ELISA-Platte (Thermo Fisher Scientific, Rokshile Site, Danemark) pipettiert und bei

Raumtemperatur Gber Nacht inkubiert. Dieser bildete den Boden des ,Sandwichs*.

Am nachsten Tag wurden die nicht am Boden der ELISA-Platte gebundenen Antikorper
zur Vermeidung von Interferenzen durch dreimalige Spllung und nachfolgende
Aspiration mit 400 pl/well Waschpuffer (0,05% Tween® in 20 PBS, pH 7,2-7,4) mittels
des automatischen Immuno Wash Modell 1575 (Bio-rad Ilaboratories,
Minchen/Deutschland) entfernt. Am Ende des Waschvorgangs wurde die unter
Umstanden noch verbleibende Restflissigkeit durch kraftiges Klopfen der

umgedrehten Platte auf Zellstoff entfernt.

Im nachsten Schritt wurden die frei gebliebenen Bereiche zwischen dem gebundenen
,capture antibody“ mit 300 ul/well Blockpuffer (reagent diluent: 1% bovines serum

albumin in PBS, pH 7,2-7,4; 0,2 um filtriert) geblockt. Damit wurden unspezifische
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Bindungen an den Boden der ELISA-Platte verhindert. Dieser Vorgang bendtigte

mindestens 60 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur.

Danach wurde der restliche Blockpuffer durch erneutes dreimaliges Waschen und

Aspirieren der Flissigkeit mit Waschpuffer entfernt.

Nachdem die Platten nun vorbereitet waren, erfolgte der eigentliche Ansatz. Dazu
wurden pro well 100 pl Probenmaterial bzw. Standard aufgetragen und die Platte mit

adhasiver Folie bedeckt und bei Raumtemperatur zwei Stunden inkubiert.

Im Anschluss daran wurden die nicht gebundenen Anteile durch erneutes dreimaliges
Waschen entfernt. Letztlich wurden 100 pl/well des in entsprechender
Arbeitskonzentration mit ,reagent diluent* verdiinnten ,detection antibody“ hinzugefligt

und die Platten erneut fiir zwei Stunden inkubiert.

Nach Ablauf der Zeit wiederholte sich der dreimalige Waschvorgang. Nun wurde das
an Streptavidin gebundene Enzym ,horseradish-peroxidase® (HRP) zugegeben. Auch
dieses Reagenz wurde zuvor in der entsprechenden Arbeitskonzentration mit ,,reagent
diluent® hergestellt. Pro well wurden 100 pl der Streptavin-HRP hinzugefligt und fir 20

Minuten bei Raumtemperatur und Vermeidung von direktem Lichteinfall inkubiert.

Auch nach diesem Schritt werden die Platten dreimal gewaschen, um ungebundenes
Reagenz zu entfernen. Um die Reaktionen auf den Platten sichtbar zu machen,
wurden nun 100 pl/well ,substrate solution® (Mischung 1:1 von ,color reagent A* (H,0,)
und ,color reagent B* (Tetramethylbenzidin) hinzugegeben und wieder 20 Minuten bei

Raumtemperatur und Vermeidung von direktem Lichteinfall inkubiert.

Waren die Proben positiv auf das entsprechende Zytokin, zeigte sich eine blaue
Verfarbung (Abbildung 5a).

Um die Reaktion anschliefiend zu stoppen, wurden 50 pl/well einer ,stop solution® (2 N
H,SO,) zugegeben und die Platten sanft geklopft, um eine einwandfreie Vermischung
zu gewahrleisten. Es zeigte sich ein Farbumschlag nach gelb (Abbildung 5b/5c),
welcher nun photometrisch mittels Wallac Victor Multilabel Counter (Perkin Elmer,

Fremont/USA) quantitativ photometrisch bestimmt werden konnte.
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Die Nachweisgrenzen der verwendeten ELISA-Sets lagen bei:

e 156,25-20000 pg/ml (IL1)
e 15,625-2000 pg/ml (IL-4)

e 156,25 — 20000 pg/ml (IL-10)
e 31,25-4000 pg/ml (INFy)
e 15,625-2000 pg/ml (TNFa).

Abbildung 5: ELISA-Farbreaktion. Nach Zugabe des Substrats kommt es durch den
Enzym-gekoppelten Sekundarantikérper zu einer blauen Farbbildung (a). Diese
Reaktion wird nach 20 Minuten durch Zugabe von Schwefelsdure gestoppt, wodurch

es zu einem Farbumschlag nach gelb (b) kommt, welcher photometrisch bestimmt wird

(c).

3.7.3.3.2 Verdinnte Proben

Da bei vielen Pferden die photometrisch gemessenen optischen Dichten (O.D.) Uber
dem jeweils vom Hersteller angegebenen hochsten Standardwert lagen, mussten diese
Proben verdinnt werden, um einen berechenbaren Wert der Konzentration der

jeweiligen Probe zu erhalten.

Die Verdunnung erfolgte mit sterilen 0,9 % NaCl und erfolgte nach den gangigen
Verdiunnungsschemata fur ELISA Proben.
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Die Verdinnungsstufen bis 1:100 wurden in jeweils einem Schritt durchgeflhrt, ab der
Verdunnung 1:200 erfolgte diese in zwei Schritten, um die Messgenauigkeit zu

erhohen.

Bei der einstufigen Verdiinnung wurde die jeweils bendtigte Menge NaCl in ein 2 ml
Eppendorfgefal vorgelegt (z.B. fir die Verdinnung 1:100, 990 pl). Dann wurde die
aufgetaute Serumprobe mittels Vortexmischer gemischt und mehrfach geschwenkt, um
eine gleichmaRig verteilte Probe zu erhalten. Anschlieend wurde die jeweilige Menge
(z.B. 10 pl bei der Verdinnung 1:100) mit einer Pipette, nach mehrmaligem Auf- und
Abpipettieren zum nochmaligen Durchmischen der Probe, aufgezogen und in das
Eppendorfgefald dazugegeben. Direkt vor dem Auftragen auf die ELISA-Platte wurde

das Eppendorfgefal® nochmals gevortext um ein gleichmafRiges Gemisch zu erhalten.

Bei den Verdinnungsstufen ab 1:200 wurde erst 1:10 verdinnt und aus dieser
Verdlinnung dann die jeweils bendtigte Verdlinnungsstufe erstellt, da das Pipettieren
von 1 pl (bei einstufiger Verdinnung notwendig) sehr ungenau und mit grol3en

Verlusten gekennzeichnet ist.

So wurden z.B. fiir die Verdiinnung 1:200 im ersten Schritt 90 ul NaCl vorgelegt und 10
Ml Proben dazugegeben. Nach grindlichem Vortexen wurden daraus 50 ul enthommen
und in ebensfalls bereits vorgelegte 950 pl NaCl gegeben (1:20); aus dieser
Verdinnung wurden nach wiederum gutem Vortexen die Proben zum Beflllen der
wells entnommen. Es wurden die Verdlinnungsstufen 1:50, 1:80; 1:100, 1:200, 1:500,
1:800 und 1:1000 verwendet. AnschlieRend wurden die Werte der verdunnten Proben

auf die urspriingliche in der Probe enthaltene Konzentration riickgerechnet.

Die im Rahmen der Laboruntersuchung gewonnenen O.D. Werte wurden schliefilich
mittels Prism 5 Software (GraphPad software Inc., La Jolla, USA) in die jeweiligen
Konzentrationen umgerechnet. Hierbei wurde fir jedes Zytokin mittels oben genannter
Software die passendste Standardkurve errechnet. Dies geschah folgendermalien: es
wurde jeder O.D. Wert der Standardlésung auf der y-Achse, die Konzentration des
jeweiligen Wertes auf der x-Achse eingetragen. Daraufhin wurde die Kurvenform
ausgewahlt, die die geringste Streuung zwischen den einzelnen Punkten aufwies.
Hierbei lieferten die beiden Gleichungen ,two phase decay“ bzw. ,polynominal® die

besten Ergebnisse.
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3.8 Effekt der Insol® Dermatophyton Behandlung im Vergleich zum Vorjahr

Bei der Zwischenuntersuchung im Sommer 2011 bekamen die Pferdebesitzer einen
funfseitigen Fragebogen (Anhang 9.6), in dem sie die Starke und Auspragung des SE
ihrer Pferde anhand einer visuellen Analogskala (VAS) fur das Jahr 2010 und 2011

beurteilen sollten.

Hierbei sollten sie im Vergleich der beiden Jahre den Zeitpunkt und die Zeitspanne der
starksten Symptome, die Starke der Symptome an den bei SE am haufigsten
betroffenen Stellen (Mahne, Schweif, Unterbauch, Kopf und Brust) und die allgemeine
Auspragung des SE angeben. Aullerdem konnten sie unter dem Punkt ,Sonstiges®
noch Stellen nennen, die bei ihrem Pferd individuell stark betroffen waren.
AbschlieBend wurden sie noch befragt, ob sie auller ID eine Behandlungsanderung

von 2010 auf 2011 vorgenommen hatten.

3.9 Kotuntersuchung

Im Rahmen der Erst-, sowie der Abschlussuntersuchung wurde von 34
(Erstuntersuchung) bzw. 14 Pferden (Abschlussuntersuchung) stichprobenartig
Kotproben gesammelt um einen eventuellen Zusammenhang der Ergebnisse der
Allergietests mit den Ergebnissen der Kotproben herzustellen. Da viele der Probanden
im Offenstall lebten, war es nicht moglich von allen Pferden eine Kotprobe zu

bekommen.

Die Kotproben wurden gekihlt an den Lehrstuhl fiir vergleichende Tropenmedizin und
Parasitologie in Mulnchen geschickt. Dort wurden sie mittels folgender Methoden
ausgewertet: kombinierte Flotation/Sedimentation, McMaster-Methode und
Auswanderverfahren. Die Ergebnisse wurden schliellich den Ergebnissen der

Allergietests und dem Score gegentibergestellt.

3.10 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel Version 2000 sowie dem
statistischen Programmpaket SPSS fur Windows Version 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
lllinois, USA). Die Berechnung der statistisch notwendigen Gruppengréfle erfolgte
mittels Bias flir Windows 9.03. Hierbei wurde mit der Software G*Power (Faul et al.
2007) ein Stichprobenumfang von 21 Pferden je Gruppe (Verum, Placebo) berechnet,

wenn man von einem cohen’s_d von 0,8 sowie einer Power von 0,8 und p < 0,05
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ausgeht. Da dber den Untersuchungszeitraum durch Krankheit, Verkauf und
Besitzerwechsel mit einem Ausfall von Pferden zu rechnen war, wurden Reservepferde
eingeplant, wodurch letztendlich die Untersuchungsgruppe 51 Pferde umfasste. Fur
den Vergleich der beiden Gruppen zueinander (Verum/Placebo) wurden Tests fur
unabhangige Stichproben verwendet, da es sich um zwei véllig unabhangige Gruppen
handelte. Fir die Vergleiche innerhalb einer Gruppe (Verum oder Placebo) zu den
unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten wurden Tests fur abhangige Stichproben
verwendet. Im Einzelnen wurde fir die Auswertung der Scores der rangbasierte
Korrelationskoeffizient nach Spearman, der Test nach RAATZ und der T-Test
verwendet. Um ein noch genaueres Ergebnis hinsichtlich der ID Wirkung zu
bekommen, wurden sogenannte ,matched-pairs“ gebildet. Dies bedeutet, dass fiktive
Parchen gebildet wurden, wobei immer einem Verum Pferd das punktgleich passende
oder nachstpassende Placebo Pferd mit ahnlicher Rasse und Alter bei der
Erstuntersuchung zugeordnet wurde. So erhielt man den direkten Vergleich auch bei
den anderen Untersuchungszeitpunkten. Bei den ,matched-pairs“ handelte es sich um
abhangige Stichproben, die mittels Wilcoxon-Test statistisch analysiert wurden. Dieser
Test wurde ebenfalls bei der Auswertung der Zytokine und dem Fragebogen zu den
Jahresvergleichen angewandt. FUr den Vergleich des FIT mit der klinischen
Auspragung (Score) wurde die Korrelation nach Spearman verwendet. Die
Gegenuberstellung FIT und Ergebnis der Kotproben wurde mittels FISHER-Exact-Test
durchgefihrt, ebenso wie fur den Vergleich der Allergietests. Hierfir wurde ebenfalls
noch der Chi®-Test verwendet. Fiir die Interpretation der resultierenden p-Werte wurde

ein lokales Signifikanzniveau von 5 % (p < 0,05) festgelegt.
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41 Anamnesebdgen

An der bayernweiten Studie nahmen 51 Pferde unterschiedlichster Rassen teil. Die
raumliche Verteilung der Studienpferde und das gesamte Einzugsgebiet zeigt
Abbildung 6.
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Abbildung 6: Raumliche Verteilung der Studienpferde.
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Rassenverteilung

H Pony

H Warmblut
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Abbildung 7: Rassenverteilung der Studienpferde.

Die am haufigsten vertretene Rasse mit 29 Prozent waren die Ponys (n=15), gefolgt
von den Warmblitern (20%; n=10) und den Criollos (12%; n=6) (Abbildung 7). Es
waren je ein Tinker, ein Arabo-Friese und ein Traber-Mix vertreten, die unter dem

Punkt ,sonstige* zusammengefasst wurden (Abbildung 7).

Knapp 80 Prozent der Pferde waren seit mehr als zwei Jahren im Besitz. Dies war
wichtig, um Informationen/Vergleichsmdglichkeiten der Ekzemauspragung der letzten

Jahre zu bekommen.

Die Einteilung der Gesamtgruppe in Jung- bzw. Altekzemer (maximal zwei Jahre
Symptome bzw. Uber zwei Jahren Symptome) war im Verhaltnis 2/3 Altekzemer
(66,6%) zu 1/3 Jungekzemer (33,3%).

Die Besitzer wurden au3erdem zu dem Entwurmungsregime ihrer Pferde befragt. Alle
teilnehmenden Pferde wurden laut Besitzerangaben regelmafRig (mindestens einmal

pro Jahr) entwurmt. Die meisten Pferde (45%) wurden dreimal jahrlich entwurmt.
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Genau ein Drittel der Patientenbesitzer entwurmten ihre Pferde zweimal im Jahr, 14
Prozent gaben an ihre Pferde viermal jahrlich zu entwurmen und acht Prozent

entwurmten lediglich einmal pro Jahr.

Bis auf zwei Pferde hatten alle Tiere bereits diverse Therapieversuche hinter sich.
Hierbei wurden am haufigsten Cremes/Lotionen (78%) sowie Ekzemerdecken (73%)
verwendet. Auch homoopathische Mittel wurden von mehr als der Halfte der
Teilnehmer (55%) bereits getestet. 20 Prozent der Pferde wurden in der Vergangenheit
mit cortisonhaltigen Praparaten/Injektionen behandelt. Die hochste

Besitzerzufriedenheit zur Milderung der Symptome hatte die Ekzemerdecke.

Die Auspragung des Ekzems -den Schweregrad der Erkrankung- bei ihren Pferden
beurteilten die Besitzer vor Beginn der Studie wie folgt: 12 Prozent fanden die
Auspragung bei ihrem Pferd geringgradig, 45 Prozent stuften den Zustand als
mittelgradig und 43 Prozent als hochgradig ein. Alle Pferde zeigten laut Besitzer
Juckreiz. Dieser wurde von ihnen auch als schwerwiegendstes und haufigstes
Symptom eingeschatzt. Fast 60 Prozent beurteilten den Krankheitszustand ihrer Pferde
als schmerzhaft. Die weitere Auspragung des Ekzems, beurteilt durch die

Pferdebesitzer, sind Tabelle 2 zu enthnehmen.

Tabelle 2: Auspragung des SE beurteilt durch die Besitzer im Rahmen des

Auswahlfragebogens.

Auspragung keine
% —_—

geringgradig mittelgradig hochgradig

Juckreiz
haarlose Stellen
Schuppen
blutige Krusten
Hautverdickung

Schmerzen

Die starkste Auspragung der Symptome war bei 40 Prozent der Pferde im Frihjahr, 70

Prozent der Tiere zeigten die deutlichsten Symptome im Sommer und 55 Prozent der
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Pferde im Herbst. Aufgrund von jahreszeitlich Ubergreifender Auspragung bei einigen

Pferden wurden Mehrfachnennungen berticksichtigt.

4.2 Untersuchungen

4.2.1 Allgemeinuntersuchung

Beim Erstbesuch der Pferde wurde vor der Impfung eine Allgemeinuntersuchung
durchgefihrt, um den aktuellen Gesundheitsstatus der Pferde zu ermitteln. Die

Allgemeinuntersuchung war bei allen Pferden 0.b.B.

Die durchschnittiche Herzfrequenz lag bei 37 + 9 Schlagen/Minute, die mittlere
Atemfrequenz bei 13 + 5 Atemzigen/Minute. Keines der Pferde zeigte eine erhdhte
innere Korpertemperatur (d 37,5 °C + 0,32 °C). Bei der Untersuchung der
Schleimhaute zeigten 13 Pferde eine ggr. Rétung der Lidbindehaute, finf Pferde eine
mgr. Roétung. Die Maulschleimhaut war bei sechs Pferden ggr. gerdtet. Bei zwei
Pferden lag die Kapillarfiillzeit bei drei Sekunden, bei allen anderen war sie kleiner
oder gleich zwei Sekunden. Die Hautelastizitat war bei allen bis auf ein Pferd erhalten.
Dieses zeigte eine leichte Verminderung der Hautelastizitdt. Der Erndhrungszustand
war bei 11 Pferden ,sehr gut®, bei einem Pferd ,maRig“ und bei zwei Pferden
,Schlecht’. Bei allen anderen Pferden war der Ernahrungszustand als ,gut‘ zu
bezeichnen. Das mittlere Gewicht der Pferde betrug 483 kg * 156 kg. Zehn der 51
Pferde lagen mit lhrem Gewicht unter 400 kg und bekamen die niedrigere Dosierung

von ID.

4.2.2 Sommerekzemscore

4.2.2.1 Ergebnisse der Score-Untersuchung

Die Beurteilung der Pferde mittels Sommerekzem-Score-Systems erfolgte dreimal
(Erst-, Zwischen-, und Abschlussuntersuchung). Bei der Erstuntersuchung (EU)
nahmen alle 51 ausgewahlten Pferde teil, wohingegen es bei der
Zwischenuntersuchung (ZU) 48 und bei der Abschlussuntersuchung (AU) 43 Pferde
waren. Pferd Nr. 1 fehlte aufgrund von Verleih an einen Reitbetrieb bei der
Zwischenuntersuchung im Sommer, war aber im Herbst wieder dabei, die anderen
Pferde schieden aufgrund von Tod (Nr. 10, 21, 27, 40) oder Verkauf (Nr. 7, 41, 50) zu
verschiedenen Zeitpunkten aus der Studie aus. Bei der Erstuntersuchung (EU) im

Februar zeigten vier Pferde (Nr. 3, 12, 36, 47) keine Symptome bzw. Veranderungen.
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Bei den zwei Folgeuntersuchungen zeigten alle Pferde klinische Symptome des
Sommerekzems. Die durchschnittliche Punktezahl je Pferd betrug bei der EU 12,6
Punkte + 9,8 Punkte, bei der ZU 37,0 Punkte + 28,0 Punkte und bei 28,0 Punkte +
18,9 Punkte im Herbst bei der Abschlussuntersuchung. Betrachtet man die Symptome,
war der Haarbruch mit einer Summe von 1468 Punkten (17,1% der
Gesamtpunktmenge) das am haufigsten und am ausgepragtesten vorkommende
Symptom. Dies spiegelte sich auch in den einzelnen Untersuchungszeitpunkten
wieder. Auch hier lag der Haarbruch sowohl bei der Erst-, als auch bei der Zwischen-
und der Abschlussuntersuchung jeweils an erster Stelle (EU 260 Punkte, ZU 645
Punkte, AU 563 Punkte). Das zweithaufigste Symptom war mit 714 Punkten die
Hautverdickung (siehe Tabelle 3; Abbildung 8), gefolgt von den Schuppen an dritter
Stelle (587 Punkte). Die niedrigsten Punktezahlen wiesen die Symptome Alopezie (481
Punkte) und blutig/eitrige Hautveranderungen (375 Punkte) auf. Bei allen Symptomen,
mit Ausnahme der Schuppen (Abbildung 9), lagen die Hochstpunktzahlen bei der ZU,
wohingegen die niedrigsten Summen bei der EU erreicht wurden. Bei dem Symptom
»Schuppen“ war die Verteilung genau umgekehrt. Hier wurde das niedrigste Ergebnis
bei der Untersuchung im Sommer erreicht (120 Punkte) und das héchste Ergebnis bei
der Erstuntersuchung im Winter (251 Punkte). Keines der Pferde zeigte zum Zeitpunkt

der EU blutige oder eitrige Hautveranderungen.

Tabelle 3: Punkteverteilung der Symptome.

Punkte EU Punkte ZU Punkte AU
(51 Pferde) (48 Pferde) (43 Pferde)

Symptom

Haarbruch

Alopezie

Blutig/eitrige

Hautveranderungen

Hautverdickung

Schuppen

EU Erstuntersuchung
ZU Zwischenuntersuchung
AU Abschlussuntersuchung
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Abbildung 8: Pferd Nr. 19: Stark befallener Hals mit starkem Haarbruch, deutlicher

Alopezie und Hautverdickung (Elefantenhaut).
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Abbildung 9: Pferd Nr. 24: Hochgradige Schuppenbildung Hals letztes Drittel.

Die am starksten befallene Region im Gesamtdurchschnitt aller drei Untersuchungen
war der Hals (Durchschnittspunktezahl aller drei Halspartien 648 Punkte), gefolgt vom
Schweif (504 Punkte) und der Bauchnaht (322 Punkte). Auch bei den
Einzeluntersuchungen hatten diese Regionen die hdchsten Punktzahlen. Bei der
Untersuchung im Sommer zeigten aufllerdem der Kopf (158 Punkte) und die
Vorderbrust (154 Punkte) starke Symptome. Die genauen Werte aller Regionen sind

aus Tabelle 4 zu enthehmen.
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Tabelle 4: Punkteverteilung der Regionen zu den drei Untersuchungszeitpunkten.

Punkte EU Punkte ZU Punkte AU Gesamt
Region
(51 Pferde) (48 Pferde) (43 Pferde)

Kopf 12 158 60 230
Schopf 19 45 58 122
Hals 1/3 151 223 211 585
Hals 2/3 147 284 230 661
Hals 3/3 145 277 275 697

Vorderbrust 3 154 36 193
Brust-WS 7 40 7 54
Lenden-WS/
11 40 17 68
Kruppe
Hinterhand
12 67 44 123
caudal
Schweif 87 244 173 504
Bauchnaht 39 192 91 322
Schenkelspalt
7 55 7 69

HE

EU Erstuntersuchung

ZU Zwischenuntersuchung
AU Abschlussuntersuchung
WS Wirbelsaule

HE Hinterextremitat

4.2.2.2 Einfluss von Insol® Dermatophyton auf die klinische Auspragung

Im Folgenden wurde nun die, durch das Score-System ermittelte, klinische Auspragung
des Sommerekzems zu den drei Untersuchungszeitpunkten in den beiden Gruppen
verglichen.

Bei der Erstuntersuchung war die Verteilung Verum zu Placebo 27 zu 24 Pferden. Es
bestand zu diesem Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied zwischen der
Punkteverteilung und der Noten der beiden Gruppen. Es konnte daher von zwei

nahezu gleichen Ausgangsgruppen ausgegangen werden.
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Vergleicht man den Schweregrad der drei Untersuchungszeitpunkte (Abbildung 10)
miteinander, lie} sich in beiden Gruppen ein hochsignifikanter Unterschied (p<0,001)
beim Vergleich Winter zu Sommer und Winter zu Herbst feststellen. Hierbei war der
Score bei der EU (Winter) signifikant niedriger als bei der ZU (Sommer) und der AU
(Herbst). Beim Vergleich Sommer zu Herbst erhielt man in der Placebogruppe ein
signifikantes Ergebnis (p<0,037), der Vergleich in der Verumgruppe war nicht
signifikant. Vergleicht man nun die beiden Gruppen miteinander, so erhielt man zu
keinem Untersuchungszeitpunkt ein signifikantes Ergebnis. Beide Gruppen waren bei
der Erst- und der Abschlussuntersuchung so gut wie identisch. Bei der
Zwischenuntersuchung im Sommer zeigte sich, dass die mit ID geimpften Tiere einen
niedrigeren Score hatten als die Placebotiere. Dieser war nicht signifikant, lie® aber
den Trend erkennen, dass sich die Starke der Symptome der Pferde im Sommer an

das Herbstniveau anpasste (Abbildung 10).

M Erst-Us
120 [ sommer-US
] Abschluss-US
A
Q
24
100 _ o
(5]
4]
B0
(i
40+
207 i ﬁ
0~
T ]
0 1

Placebo/Verum (0/1)

Abbildung 10: Graphische Darstellung der Score-Entwicklung der beiden

Untersuchungsgruppen zu den drei Untersuchungszeitpunkten.
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Bei der Zuordnung der ,matched-pairs“ ergaben sich 20 passende Parchen, die sich
bei der Erstuntersuchung weder in der Anzahl der Punkte noch in der Note relevant
unterschieden. Der Vergleich der ,matched-pairs® bei der Zwischen- und der
Abschlussuntersuchung ergab auch hier keinen signifikanten Unterschied der beiden
Gruppen. Bei der ZU zeigten sieben Pferde aus der Verumgruppe ein besseres
Ergebnis als die Paare aus der Placebogruppe und elf mal war es umgekehrt, dass die
Placebogruppe einen besseren (d.h. kleineren Score) hatte als die Verumgruppe. Bei

der AU war das Ergebnis mit acht zu sieben gleich verteilt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Vergleich der Untersuchungszeitpunkte zwischen den ,matched-pairs*.

n Score Zwischen-US Abschluss-US

V besser P
P besser V
gleich

n Note

V besser P
P besser V
gleich

Gesamt

US Untersuchung V Verum P Placebo

V besser P = n Verumpferde zeigten weniger Symptome als ihr Partnertier aus
der Placebogruppe zum selben Untersuchungszeitpunkt

P besser V = n Placebopferde zeigten weniger Symptome als ihr Partnertier aus der
Verumgruppe zum selben Untersuchungszeitpunkt

gleich = n Partnertiere zeigten den gleichen Schweregrad der Erkrankung

zum selben Untersuchungszeitpunkt

Ebenso war es mit den Score-Mittelwerten der beiden Gruppen bzw. Parchen zu den
drei Untersuchungszeitpunkten (Tabelle 6; Abbildung 11; Abbildung 12). Auch diese
lagen in beiden Gruppen zu allen Zeiten in derselben Groflenordnung. Es konnte daher
kein Unterschied zwischen den behandelten und den nicht behandelten Tiere

dargestellt werden.
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Tabelle 6: Vergleich von Mittelwert und Standardabweichung der Scores in der

Gesamtgruppe und den ,matched-pairs” zu den Untersuchungszeitpunkten.

Gesamtgruppe n Mittelwert Standardabweichung

Erst- Placebo 24 13,33 8,83
us Verum 27 11,96 10,73
Zwischen- Placebo 23 39,00 28,20
us Verum 25 35,28 28,39
A IESs Placebo 21 27,71 14,20
(V] Verum 22 28,23 22,89

.matched-

pairs‘

Erst- Placebo 20 13,05 9,58
us Verum 20 13,15 10,04
Zwischen - Placebo 18 39,50 27,28
us Verum 18 39,17 24,35
Abschluss- Placebo 18 28,89 13,65
us Verum 18 31,50 23,25

US Untersuchung
n Anzahl



56 4 Ergebnisse

Gesamtgruppe
80
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50

40

Mittelwert Punkte
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10 A

Placebo Verum

M Erst-US  ®Zwischen-US  w Abschluss-US

Abbildung 11: Graphische Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung der
Scores zwischen Verum und Placebo in der Gesamtgruppe zu den

Untersuchungszeitpunkten (US Untersuchung).
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"matched-pairs"
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60

50

Mittelwert Punkte

Placebo Verum

M Erst-US ® Zwischen-US i Abschluss-US

Abbildung 12: Graphische Darstellung von Mittelwert und Standardabweichung der
Scores zwischen Verum und Placebo der ,matched-pairs® 2zu den

Untersuchungszeitpunkten (US Untersuchung).

Die Verumgruppe wurde aufierdem, nach Entblindung der Studie, noch in Jung- (n=11)
und Altekzemer (n=16) unterteilt, da aus Erfahrungsberichten hervorging, dass Tiere
mit max. zwei Jahren Symptomen besser auf die Therapie mit ID ansprachen als
Pferde mit bereits langer bestehender Symptomatik. Vergleicht man die Scores dieser
zwei Gruppen zu den drei Untersuchungszeitpunkten, so war der Unterschied bei der
Erstuntersuchung signifikant (p=0,022), wobei die Jungekzemer den signifikant
niedrigeren Mittelwert (6,9 + 5,4) im Vergleich zu den Altekzemern (15,4 + 12,2) hatten.
Bei den Untersuchungen im Sommer (Jungekzemer 23,2 + 18,3/ Aliekzemer 42,1 +
31,2) und Herbst (Jungekzemer 17,14 + 12,1/ Altekzemer 34,6 + 25,5) war, aufgrund
der niedrigen Tierzahl, kein signifikanter Unterschied darstellbar, allerdings waren

deutliche Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu erkennen. Auch hier hatten
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die Jungekzemer den niedrigeren Mittelwert. Beim Vergleich der Gesamtnoten der
Jung (1,0 £ 0,8) - und Altekzemergruppe (1,8 £ 1,3) war bei der Erstuntersuchung kein
signifikanter Unterschied nachweisbar, jedoch sowohl beim Vergleich der Werte der
Zwischen- (Jungekzemer 1,7 + 1,3/ Altekzemer 2,9 + 1,5) als auch bei der
Abschlussuntersuchung (Jungekzemer 1,8 + 1,3/ Altekzemer 2,9 + 1,2), wobei auch

hier die Jungekzemer den niedrigeren und somit besseren Score zeigten.

Zusammenfassend |asst sich sagen, dass wie bei der Erkrankung ,Sommerekzem® zu
erwarten war, die hdochsten Punktezahlen bei der Zwischenuntersuchung im Sommer
erreicht wurden, die niedrigsten bei der Erstuntersuchung Anfang des Jahres. Als
weiteres Ergebnis wurde herausgefunden, dass durch den Schweregrad bei der
Erstuntersuchung im Februar auf die Schwere der Krankheit im weiteren Verlauf
geschlossen werden kann. So korrelierten hierbei die im Score vergebenen Noten zu
den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten hochsignifikant (p<0,01) (Anhang 9.4
und 9.5). Alle Pferde mit einem hohen Score im Winter hatten auch einen hohen Score

im Sommer und Herbst.

Als drittes Ergebnis lasst sich festhalten, dass die mit ID geimpften Jungekzemer im
Vergleich zu Altekzemern deutlich weniger reagierten und daher einen niedrigeren

Punktescore bzw. eine niedrigere Gesamtnote aufwiesen.

Der therapeutische bzw. prophylaktische Einsatz von ID vor Beginn der
Insektenperiode brachte bei Einzeltieren eine Verbesserung der klinischen Auspragung
(z.B. Pferd Nr. 13) bzw. verlagerte den Ausbruch des SE nach hinten (z.B. Pferd Nr.
38). Beides war nicht signifikant nachweisbar und bei den Einzeltieren sehr individuell
gestaltet und nur in Nuancen erkennbar. Im Vergleich der beiden Gruppen bzw. der
Gesamtgruppe kam es durch die Medikation weder zu einer Besserung noch zu einer

Verschlechterung der Sommerekzem-Symptomatik.

4.2.3 Ergebnisse der Blut-Untersuchungen

4.2.3.1 Funktioneller in-vitro Test (FIT)

42311 FITI

Bei der Blutentnahme fir den ersten FIT (FIT I) im Februar/Marz 2011 nahmen alle 51

ausgewahlten Pferde teil. Drei der eingeschickten Blutproben wurden vom Labor als
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nicht auswertbar eingestuft (Nr. 3, 9, 23). Zwei Pferde zeigten keine

Reaktionsbereitschaft auf die getesteten Insekten (Nr. 26, 41).

Die Einteilung der Schweregrade des FIT erfolgte von 0 (= keine Reaktion) bis 4 (= hgr.
Reaktion). Getestet wurden acht Insektenallergene. Das ergab eine maximale
Punktezahl von 32 Punkten je Pferd, welche man durch Multiplikation erhalt (4

Reaktionsstufen x 8 Insekten = 32 Punkte).

Mit 81,3 Prozent (39/48) reagierten die meisten Tiere auf die Motte, ein als in erster
Linie nicht Sommerekzem relevantes Insekt. Erst an zweiter Stelle fand sich die Gnitze
mit 72,9 Prozent (35/48) gefolgt von der Stechmucke mit 62,5 Prozent (30/48) (Tabelle
7). Die Anzahl der Insekten auf die die einzelnen Tiere reagierten, sind aus Tabelle 8
zu entnehmen. So reagierten beim FIT | sieben Tiere auf alle acht und zwei Pferde auf
keines der getesteten Insekten. Am haufigsten wurde, mit zehn Pferden, auf drei der

getesteten Insekten angesprochen (Tabelle 8).

Tabelle 7: Anzahl reagierender Pferde pro Insekt beim FIT I.

FIT
(48 Waden- Stech- Pferde- Haus-

Gnitze stecher KBM ETF Motte miicke fliege

reagierende
Pferde

21 28

39 30 21 13

72,9 45,8 43,8 58,3 813 62,5 43,8 271

Prozent

KBM Kriebelmiicke
ETF Eintagsfliege
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Tabelle 8: Anzahl der reagierenden Tiere auf die acht Insekten.

Anzahl Insekten Anzahl reagierender Pferde
8 7
7 7
6 6
5 3
4 3
3 10
2 7
1 3
0 2

Die durchschnittliche Punktezahl lag bei 7,5 Punkten * 5,3 Punkten, die
durchschnittliche Anzahl an Insekten auf die ein Pferd reagierte bei 4,5 Insekten + 2,5

Insekten.

42312 FITI

Bei der Blutuntersuchung fir den FIT II, die im Rahmen der Abschlussuntersuchung im
Herbst durchgefuhrt wurde, nahmen noch 43 Pferde der urspringlich 51 Studienpferde
teil. Hier war ein Pferd nicht auswertbar (Nr. 47) bzw. zeigte keine ausreichende
Reaktionsbereitschaft (Nr. 16).

Im Rahmen dieses Testes lag die Stechmiicke mit 38 von 42 reagierenden Pferden mit
90,5 Prozent an erster Stelle, gefolgt von der Gnitze (29/42) und der Motte (25/42). Die

weiteren Ergebnisse sind aus Tabelle 9 zu entnehmen.

Tabelle 9: Anzahl reagierender Pferde pro Insekt beim FIT II.

FIT I
(42 Waden- Stech- Pferde- Haus-

fliege

reagierende
Pferde

Prozent

KBM Kriebelmucke
ETF Eintagsfliege
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Im FIT Il reagierten die meisten Pferde (11/43) auf zwei der acht getesteten Insekten.
Je vier Pferde reagierten auf alle acht bzw. auf sieben der untersuchten Allergene.
Funf Pferde reagierten auf sechs Insekten, drei auf je funf der acht getesteten
Insekten. Jeweils sechs Tiere reagierten auf drei bzw. vier der untersuchten Spezies

und zwei Pferde reagierten auf nur ein Insekt positiv.

Die durchschnittliche Anzahl der Insekten, auf die ein Pferd reagierte, lag bei 4,1
Insekten + 2,2 Insekten. Die durchschnittliche Punkteanzahl bei 5,6 Punkten + 3,8
Punkten. So lagen bei der Untersuchung im Herbst sowohl die Punkteanzahl als auch
die Anzahl der Insekten, auf die die Pferde reagierten, unter dem Wert der

Erstuntersuchung.

4.2.3.1.3 FIT lund Il im Vergleich

Beim Vergleich der beiden FITs lag von 39 Pferden je ein auswertbares Ergebnis
beider Untersuchungen vor. Diese teilten sich in 21 Verum- und 18 Placebotiere auf.
Pro Untersuchungszeitpunkt war hier je ein Pferd falsch negativ, wobei dieses beim
FIT | aus der Placebogruppe, beim FIT Il aus der Verumgruppe stammte. Betrachtet
man die Anzahl der Pferde, die eine Reaktion auf die getesteten Insekten zeigten, so
fiel auf, dass mit Ausnahme der Stechmicke in beiden Gruppen, sowie der Hausfliege
in der Verum- und der Gnitze in der Placebogruppe, deutlich mehr Pferde eine
allergische Reaktion im FIT | auf die untersuchten Insekten zeigten, als im FIT Il
(Tabelle 10). Die haufigsten Bindungen (gleiche Reaktionsstufe in beiden Tests) waren
in beiden Gruppen mit 30 Prozent, bei der Stechmiicke und in der Placebogruppe
zusatzlich noch bei der Gnitze zu finden (Tabelle 10). Bei den Pferden, die in beiden
Tests positiv, jedoch mit je einer anderen Reaktionsstufe, auf ein Insekt ansprachen,
war ebenfalls die Stechmicke mit 52 Prozent in der Verum- und 72 Prozent in der
Placebogruppe das Insekt mit der héchsten Ubereinstimmung, gefolgt von der Gnitze
(43% Verum, 56% Placebo). In beiden Gruppen gab es einen hohen Anteil an Tieren,
die in beiden Tests auf ein Insekt negativ reagierten (Tabelle 10). Tabelle 10 stellt die
Reaktionen der beiden Untersuchungsgruppen (Verum und Placebo) zu den beiden
Untersuchungszeitpunkten (FIT | und FIT II) gegeniber. Dies soll am Beispiel der
Gnitze fur die Verumgruppe erlautert werden: In dieser Gruppe reagierten zehn Pferde
sowohl im FIT I, als auch im FIT Il mit derselben Reaktionsstufe (0 bis 4) auf die
Gnitze. Dies wird in der Tabelle als ,Bindung® bezeichnet. Des Weiteren sprachen
allgemein 15 Tiere im FIT | (,Reaktion 1) und zwdlf Tiere im FIT Il (,Reaktion 1) mit

einer allergischen Reaktion auf die Gnitze im Allergietest an. Davon reagierten neun
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Pferde in beiden Tests (,Reaktion 1&ll) allergisch auf das Insekt. Vier Pferde zeigten
lediglich im FIT | (,nur 1) und ein Pferd nur im FIT Il (,nur II¥) eine allergische
Reaktionsbereitschaft auf die Gnitze. Und fiinf Probanden sprachen weder im FIT |

noch im FIT Il allergisch auf die Gnitze an (,beide Null*).

Die durchschnittliche Punktemenge im FIT | war mit 8,35 Punkten + 5,5 Punkten
signifikant (p = 0,038) hoéher als beim FIT Il mit 5,45 Punkten + 3,5 Punkten. Dies
spiegelte sich auch bei der Betrachtung der Einzelinsekten wieder. Hierbei waren die
Reaktionen auf die Gnitze, die Kriebelmlcke, die Eintagsfliege, die Motte sowie die

Pferdebremse im FIT | signifikant hoher als im FIT 1.
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Tabelle 10: Vergleich der Reaktionslage der Pferde zu beiden Testzeitpunkten im FIT.

Bindung Reaktion Reaktion Reaktion nur nur beide

Verum (n=21)

! ] 1] 1 I Null

Gnitze 4 15 12 9 4 1 5
Wadenstecher 2 14 8 5 7 4 4
Kriebelmiicke 3 11 5 4 7 1 9
Eintagsfliege 2 14 3 2 11 2 5

Motte 3 17 13 9 7 2 1

Stechmiicke 7 12 19 11 1 8 1

Bremse 2 11 7 5 6 2 8

Hausfliege 3 7 9 3 4 6 8
Placebo

(n=18)

Gnitze 6 11 14 10 1 3 2
Wadenstecher 1 4 2 5 2 9
Kriebelmiicke 0 1 8 0 9
Eintagsfliege 1 11 2 2 9 0 7

Motte 3 15 11 9 6 2 1

Stechmiicke 5 14 16 13 1 3 1
Bremse 0 9 7 5 4 2 7
Hausfliege 0 5 4 1 4 2 10
Bindung = n Tiere reagieren zu beiden Testzeitpunkten (FIT | & Il) mit der
gleichen Reaktionsstufe auf das getestete Insekt
Reaktion | = n Tiere reagieren zum Testzeitpunkt | (FIT I) auf das untersuchte
Reaktion Il = Inn§ls?e(tre reagieren zum Testzeitpunkt Il (FIT IlI) auf das untersuchte
Reaktion I1&Il = rlmn'ls'g;te reagieren zu beiden Testzeitpunkten (FIT 1&ll), aber mit
unterschiedlichen Reaktionsstufen auf das untersuchte Insekt
nur | = n Tiere reagieren nur zum Zeitpunkt | (FIT I) auf das untersuchte
nur Il = rlun'ls';i;fa reagieren nur zum Zeitpunkt Il (FIT II) auf das untersuchte
beide 0 = r:n'ls'i6el;te reagieren zu beiden Testzeitpunkten (FIT 1&ll) nicht auf das

untersuchte Insekt
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4.2.3.1.4 FIT 1 &Il und Score im Vergleich

Da, wie bereits beschrieben, der FIT in Schweregrade unterteilt war, wurden diese mit
den am gleichen Tag untersuchten klinischen Scores der Pferde verglichen um
herauszufinden, ob man aufgrund der Hohe der FIT Ergebnisse auf den Schweregrad
der klinischen Auspragung der Pferde schlielen kann. Vergleicht man als erstes die
beiden zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefuhrten FIT Allergietests, so lie} sich
keine Korrelation der Schweregrade der beiden Testzeitpunkte feststellen. Das heif3t,
dieselben Pferde reagierten zu den unterschiedlichen Testzeitpunkten im FIT anders.
Hingegen korrelierten die Noten der Scores der beiden Testzeitpunkte hochsignifikant.
So hatten Tiere mit einem hohen Punktescore bei der Erstuntersuchung auch einen

hohen Score bei den Folgeuntersuchungen.

Vergleicht man nun die Note des Scores bei der Erstuntersuchung mit den
Ergebnissen des FIT |, so war keine Korrelation der beiden Ergebnisse nachweisbar
(p=0,207). Das bedeutet im Einzelnen, dass Pferde mit einem hohen FIT Wert nicht
zwangslaufig einen hohen Score, sprich klinische Auspragung des Sommerekzems
zeigten. Ebenso vice versa. Auch die beiden Pferde, die ein negatives Testergebnis im

FIT | hatten, zeigten bereits zu diesem Zeitpunkt Symptome.

Ebenso verhielt es sich bei der Abschlussuntersuchung. Auch hier war kein
Zusammenhang zwischen der Hohe des FIT Il und dem Schweregrad, ermittelt durch
den klinischen Score, am gleichen Tag nachweisbar. Auch das hier als negativ
getestete Pferd (Nr. 16) zeigte deutliche Symptome des Sommerekzems (Abbildung
13).
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Abbildung 13: Pferd Nr.16 - deutlich geschadigter Schweif in der
Regenerationsphase.

Es liel’ sich also kein Rickschluss von der H6he/Reaktionslage des Pferdes beim FIT

auf die tatsachliche klinische Auspragung der Krankheit ziehen.
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4.2.3.2 Cellular Antigen Stimulation Test (CAST)

4.2.3.21 CASTI

Auch beim CAST | nahmen bei der ersten Untersuchung alle 51 Pferde teil. Zwei der
Proben (Nr. 8, 21) waren aufgrund labortechnischer Probleme nicht auswertbar. Beim
CAST | =zeigten sieben Pferde (14,2%) bei allen getesteten Insekten keine
Reaktionsbereitschaft Uber den vom Labor als Schwellenwert angegebenen 250 pg/mi
(Nr. 3, 5, 28, 35, 36, 41, 44). Beim CAST | reagierten die meisten Pferde mit 71,4
Prozent auf die Gnitze (35/49), gefolgt von der Stechmiicke mit 61,2 Prozent (30/49),
der Kriebelmiicke mit 21 Pferden (42,9%) und schlieRlich der Bremse (19/49; 38,8%)
(Tabelle 11).

Tabelle 11: Anzahl reagierender Pferde pro Insekt beim CAST I.

CAST |

(49 Gnitze Bremse Kriebelmiicke Stechmiicke

Ergebnisse)

reagierende
Pferde

Prozent

42322 CASTII

Im Herbst nahmen beim CAST IlI, ebenso wie beim FIT Il, 43 Pferde an der
Untersuchung teil. Hier lieferten alle Proben ein vom Labor auswertbares Ergebnis.
Allerdings zeigten nun 30,2 Prozent (13/43) der Pferde bei allen vier getesteten
Insekten keine Reaktionsbereitschaft Uber dem vom Labor festgelegten Schwellenwert
(250 pg/ml) und wurden somit vom Labor als ,reaktionsfrei® eingestuft. Im Einzelnen
sind dies die Nr. 1, 2, 4, 5, 8, 28, 29, 35, 36, 39, 42, 43 und 44. Dies waren signifikant
mehr negative Pferde als beim CAST | (p=0,043).

Beim CAST Il im Herbst war die Gnitze mit 60,5 Prozent (26/43) ebenfalls das Insekt,
auf das die meisten Tiere reagierten. Mit 24 von 43 Pferden und 55,8 Prozent war hier
die Bremse das am zweitstarksten vertretene Insekt, gefolgt von der Stechmucke
(16/43) und der Kriebelmiicke (10/43) (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Anzahl reagierender Pferde pro Insekt beim CAST II.

CASTII
(43 Gnitze Bremse Kriebelmiicke Stechmiicke

Ergebnisse)

reagierende
Pferde

Prozent

4.2.3.2.3 CAST lund Il im Vergleich

Von 42 Pferden lagen je zwei auswertbare CAST Ergebnisse vor. Davon waren 22
Pferde in der Verum- und 20 Tiere in der Placebogruppe. Von diesen Pferden hatten
beim CAST | sechs Pferde, beim CAST Il elf Pferde ein negatives Testergebnis, wovon
vier Tiere zu beiden Untersuchungszeitpunkten ein negatives Ergebnis zeigten. In der
Placebogruppe hatten beim CAST | vier Tiere, beim CAST Il finf Pferde ein negatives
Ergebnis. In der Verumgruppe waren es beim CAST | zwei Tiere und beim CAST II
sieben Tiere (siehe auch Kapitel 4.2.4/Tabelle 15).

Im Folgenden wurde nun die Reaktionsbereitschaft der beiden Gruppen auf die vier
getesteten Insekten getrennt untersucht. Hierbei unterschieden sich die beiden
Gruppen hinsichtlich der Bindungen — Pferde, die sowohl im CAST | als auch im CAST
[l auf ein Insekt positiv reagierten — nur bei der Stechmicke. Wahrend in der
Verumgruppe zehn Pferde in beiden Tests auf sie ansprachen, waren es in der
Placebogruppe lediglich drei Tiere (Tabelle 13). Allgemein lagen in beiden Gruppen
maximal bei 50 Prozent der Studienteilnehmer Bindungen (gleiche Reaktion in beiden
Tests) vor (11/22 Verum, 10/20 Placebo). Im Weiteren unterschieden sich die beiden
Tests in beiden Gruppen vor allem bei der Kriebel- und der Stechmicke (Tabelle 13).
Ansonsten war die Anzahl der reagierenden Tiere je Testzeitpunkt und Gruppe

annahernd gleich.
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Tabelle 13: Vergleich der Reaktionen im CAST auf die getesteten Insekten.

Verum Reaktionen Reaktionen
(22 Pferde) CAST I CASTII

Gnitze
Bremse
Kriebelmiicke

Stechmiicke

Placebo
(20 Pferde)
Gnitze 14 12
Bremse 6 8 11
Kriebelmiicke 2 10 6
Stechmiicke 3 11 4

Bindung

n Tiere reagieren zu beiden Testzeitpunkten (CAST I&ll)
auf das untersuchte Insekt

n Tiere reagieren zum Testpunkt | (CAST 1) positiv auf
das untersuchte Insekt

n Tiere reagieren zum Testpunkt Il (CAST Il) positiv auf
das untersuchte Insekt

Reaktion CAST |

Reaktion CAST Il

4.2.3.2.4 CAST und klinische Auspragung

Beim CAST wurde die Reaktionsbereitschaft lediglich mit einem Schwellenwert
(>250pg/ml) und nicht in Schweregraden angegeben. Die Hohe des tatsachlichen
Wertes Kkorreliert laut Laborbeschreibung nicht zwangslaufig mit der klinischen
Auspragung bzw. dem Schweregrad. Wie bereits beschrieben hatten beim CAST |
sieben und beim CAST Il 13 Pferde ein negatives Testergebnis. Hiervon waren beim
CAST | zwei Pferde in der Verum- und funf in der Placebogruppe, beim CAST Il sieben
Pferde in der Verum- und sechs in der Placebogruppe. Vergleicht man nun den Score
der negativ getesteten Tiere zu dem jeweiligen Untersuchungszeitpunkt mit den
Testergebnissen, so zeigten alle Tiere, bis auf Nr. 28, deutliche Auspragungen der
Sommerekzemsymptomatik. Bei Nr. 28 waren die Symptome so gering, dass die
Gesamtnote zu allen drei Untersuchungszeitpunkten Null betrug. Dennoch zeigte auch
dieses Pferd leichte klinische Symptome. Bei vier Pferden war die Note bei der
Erstuntersuchung, in der allergenfreien Zeit, Null, bei den Folgeuntersuchungen aber

mindestens einmal dariber.
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Finf Pferde wurden in beiden Tests als negativ und somit quasi als allergiefrei
getestet. Hierbei zeigten die Nr. 28, 35 und 36 nur leichte Symptome, Nr. 5 und 44
aber eine sehr starke klinische Auspragung des Sommerekzems. So hatte Pferd 44 bei
der Zwischenuntersuchung die hochstmdgliche Note von 5 (Abbildung 14; Abbildung
15) und auch Pferd 5 (Abbildung 16; Abbildung 17) zeigte zu allen drei

Untersuchungszeitpunkten eine starke Auspragung der Erkrankung.

Abbildung 14: Pferd Nr.44 - deutliche Alopezie mit blutigen Krusten am Kopf.
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Abbildung 15: Pferd Nr.44 Widerrist/Schulter/Hals - deutliche Alopezie mit blutigen

Krusten und Hautverdickung.



4 Ergebnisse 71

Abbildung 17: Pferd Nr. 5 Ansicht von oben - starker Haarbruch der Mahne mit
Schuppenbildung, Alopezie und blutigen Krusten.
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4.2.3.3 Gegeniiberstellung CAST vs. FIT

Bei 37 Pferden lagen auswertbare Ergebnisse aller vier Tests (FIT 1&ll, CAST I&ll) vor.
Von diesen 37 Pferden waren 18 in der Verum- und 19 in der Placebogruppe.
Vergleicht man die Haufigkeit der in beiden Tests untersuchten Insektenallergene
(Gnitze, Stechmiicke, Bremse, Kriebelmiicke), so deckten sich die Ergebnisse bei der
EU im Winter sowohl in der Reihung der am haufigsten/wenigsten haufig
vorkommenden Insekten, als auch in der Anzahl positiver Reaktionen pro Insekt
beinahe zu 100% (Abbildung 18). Im Herbst lieR® sich jedoch sowohl in der Reihung der
Haufigkeit als auch in der Anzahl der reagierenden Tiere teilweise ein deutlicher
Unterschied feststellen. Hier stand beim FIT Il die Stechmiicke mit 33 reagierenden
Pferden an erster Stelle, wahrend auf sie im CAST Il nur 13 Tiere reagierten. Die
Anzahl der auf die Gnitze allergisch reagierenden Tiere war dennoch fast
deckungsgleich (25/23) ebenso wie die Reaktionen auf die Kriebelmicke. Auf diese
reagierten alle Pferde in allen vier Tests am wenigsten. Die Reihung und Anzahl der

reagierenden Pferde je Insekt ist aus Tabelle 14 zu entnehmen.

Tabelle 14: Reihung der Insektenhaufigkeit bei allen vier Tests.

37 Pferde FIT 1l CAST I

Gnitze n=23

SM n=33

SEGH | Gnitze n=27 Gnitze n=26
Haufigkeit 2 SM n=25 SM n=24 Gnitze n=25 Bremse n=21
SEU LGS Bremse n=19 Bremse n=17 Bremse n=14 SM n=13

Haufigkeit 4 KM n=18 KM n=16 KM n=6 KM n=8

SM Stechmucke

KM Kriebelmucke

Haufigkeit 1 = das Insekt auf das am haufigsten reagiert wurde
Haufigkeit 2 = das Insekt auf das am zweithaufigsten reagiert wurde
Haufigkeit 3 = das Insekt auf das am dritthaufigsten reagiert wurde
Haufigkeit 4 = das Insekt auf das am vierthaufigsten reagiert wurde
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Vergleich FIT vs. CAST 37 Pferde
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der Insektenhaufigkeiten bei FIT und CAST im
Vergleich.

Beim Vergleich der 37 Pferde mit je vier auswertbaren Testergebnissen waren im FIT
je ein Pferd bei der Erstuntersuchung (Nr. 26) und bei der Abschlussuntersuchung (Nr.
16) negativ. Beim CAST waren es bei der EU 4 (Nr. 5, 35, 36, 44) bei der AU sogar elf
Pferde (Nr. 1, 2, 4, 5, 29, 35, 36, 39, 42, 43, 44) (Tabelle 15). Dieser Unterschied der
beiden Tests war bei der AU hochsignifikant (p=0,00153). Im Winter bei der EU war
dies ebenfalls deutlich, aber nicht signifikant sichtbar. Im CAST zeigten vier der 37
Pferde zu beiden Untersuchungszeitpunkten einen negativen Test (Nr. 5, 35, 35, 44).

Beim FIT war kein Pferd in beiden Tests negativ.

Reduzierte man die im FIT getesteten Insekten auf die im CAST getesteten (Gnitze,
Kriebelmlcke, Stechmicke, Bremse), so anderte sich das Ergebnis deutlich. Nun
waren im FIT | sechs (Nr. 14, 16, 25, 26, 34, 36) im FIT Il zwei Pferde (16, 43) negativ.

In der Gesamtgruppe waren es im FIT | sieben Pferde, im FIT Il zwei Pferde, sowie
sieben Pferde im CAST | und 13 im CAST lII, die ein falsch negatives Ergebnis zeigten.
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Da alle getesteten Pferde bereits mindestens eine Saison deutliche Anzeichen von SE
zeigten und auch kein Pferd in allen vier Tests negativ war, lasst sich hier von falsch
negativen Pferden sprechen. Hier schnitt der FIT als besserer und verlasslicherer Test
ab, da er deutlich weniger falsch negative (FIT | n = 2, FIT Il n = 1) Pferde beinhaltete
als der CAST (CAST In=7,CAST n Il =13).

4.2.3.4 Zytokinbestimmung

Insgesamt wurden im Rahmen der Zytokinauswertung 244 Blutproben ausgewertet (je
51 bei den ersten drei Besuchen, 48 bei der Zwischenuntersuchung und 43 bei der

Abschlussuntersuchung).

Bei der Auswertung fiel auf, dass bei 23 Pferden (13 Verum, 10 Placebo) unabhéangig
vom Untersuchungszeitpunkt insgesamt 258 Werte tber dem héchsten Standardwert
lagen und somit ohne Verdinnung nicht auswertbar waren. Mit Abstand die meisten zu
hohen Werte lieferte IL-4 mit 92 primar nicht auswertbaren Ergebnissen, gefolgt von
TNFa mit 68, IL-10 mit 61, IFNy mit 36 und IL-1 mit einem nicht auswertbaren Wert.

Alle 23 Pferde hatten mindestens einen IL-4 Wert zu hoch.

Die Proben wurden im Anschluss der Auswertung der Nativproben verdinnt und
schlieBlich ruckgerechnet. Mit dieser Methode war es nicht moglich in einer sinnvollen
Groéfkenordnung zum Standard liegende Werte zu gewinnen. Diese waren teilweise
auch nicht replizierbar. So erhielt man bei stichprobenartig durchgeflhrten
Doppelkontrollen bzw. bei zwei im Nachweisbereich liegenden Verdinnungsstufen
zum Teil sehr unterschiedliche Ergebnisse. So lag der errechnete Wert bei Pferd
Nummer 50 bei IL-4/I (erste Blutabnahme) bei der Verdinnungsstufe 1:500 bei
280195,5 pg/ml bei der Verdiinnungsstufe 1:1000 bei 148296 pg/ml. Der zugrunde
liegende Standard lag in der héchsten Konzentration fir IL-4 bei 2000 pg/ml.

Um die Ergebnisse trotzdem verwenden und mit ihnen arbeiten zu kénnen, wurde
letztendlich fir jeden Wert oberhalb der Nachweisgrenze ein fiktiver Wert festgelegt
und durch diesen ersetzt. Dieser lag, je nach Grundkonzentration, bei IL-4 und TNFa
bei 2500 pg/ml (héchste Nachweisgrenze bei 2000 pg/ml), bei IL-10 bei 25000 pg/ml
(Nachweisgrenze bei 20000) und bei IFNy bei 5000 pg/ml (4000 pg/ml als héchster

Messwert).
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4.2.3.4.1 Interleukin 1

Bei den Mittelwerten und Standardabweichungen der IL-1 Konzentration zu den funf
Untersuchungszeitpunkten im Serum der Probanden (Tabelle 15) fiel auf, dass die
Standardabweichungen stark streuten und somit in allen Fallen deutlich héher waren
als die Mittelwerte (Abbildung 19). Die Spanne der Konzentrationen der Einzeltiere
reichte von 0 bis 20000 pg/ml.

Tabelle 15: Mittelwert und Standardabweichung der IL-1 Konzentration (pg/ml).

Gesamtgruppe
SD
Gesamtgruppe
Mw
Verum
SD
Verum
Mw

Placebo
SD

Placebo

MW Mittelwert

SD Standardabweichung

¢ Konzentration

| bis V = Untersuchungszeitpunkte
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Abbildung 19: Mittelwert und Standardabweichung der IL-1 Konzentration.

Um eine Aussage Uber die Entwicklung der IL-1 Konzentrationen nach der Impfung
bzw. Uber die Saison hinweg treffen zu kénnen, wurde als erstes die Konzentration der
Erstuntersuchung (Nullwert/Ausgangswert 1) mit den Werten der Folgeuntersuchungen
(Il bis V) in der Gesamtgruppe sowie den beiden Untergruppen verglichen. Bei diesem
Vergleich war der Verlauf in allen drei Gruppen annahernd gleich, wobei in der
Verumgruppe die Unterschiede, im Gegensatz zur Placebogruppe, teilweise statistisch
signifikant waren. Der Trend war jedoch in beiden Fallen und in der Gesamtgruppe
deutlich sichtbar (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Verlauf der IL-1 Konzentration im Vergleich mit dem Ausgangswert.

Untersuchungszeitpunkt
Gesamtgruppe

Verumgruppe

Placebogruppe

* statistisch signifikant

| = die Zytokinkonzentration fallt zwischen den Untersuchungszeitpunkten ab

— = die Zytokinkonzentration bleibt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
gleich

1T = die Zytokinkonzentration steigt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
an

|— = die Zytokinkonzentration fallt bei etwa der Halfte der Pferde ab bzw.
bleibt bei etwa der Halfte der Pferde gleich

Von der EU (Besuch |) auf den Termin der ersten Nachimpfung (Besuch IlI) fiel die
Konzentration des Zytokins im Serum der Pferde von mehr Tieren ab als sie
anstiegen. Im Vergleich der Besuche | auf Ill begann langsam die Umkehr (es fielen
immer noch mehr Werte ab als sie anstiegen, allerdings stieg die Anzahl der Tiere,
deren Wert zwischen den Untersuchungen gleich blieb), der Vergleich der Besuche |
und IV stellte dann den Umkehrpunkt dar. Hier stieg die Konzentration bei deutlich
mehr Pferden im Vergleich zum Ausgangswert an, als sie abfiel, es gab auch keine
Tiere, die denselben Wert hatten. Beim Vergleich der EU mit der AU war schliellich
wieder ein ahnliches Bild wie am Anfang, es hatten deutlich mehr Tiere einen
niedrigeren Wert bei Besuch V (AU) im Vergleich zum Besuch | (EU). Signifikante
Unterschiede zwischen den Terminen zeigte die Verumgruppe beim Vergleich Besuch
I und Il (p= 0,042) sowie bei Besuch | und IV (p=0,032), gleichfalls wie die
Gesamtgruppe (Verum und Placebo) (p=0,01 bzw. p=0,004).

Nun wurde der Verlauf der Werte zwischen den einzelnen Untersuchungszeitpunkten
verglichen (Tabelle 17). Wie oben bereits beschrieben, war der Unterschied zwischen
Besuch | und Il in der Gesamtgruppe und in der Verumgruppe signifikant. Hierbei fielen
die Werte bei mehr Pferden ab als sie anstiegen. Beim Vergleich Besuch Il und llI
lagen sehr viele Bindungen vor, d.h. Pferde, deren Werte bei beiden Terminen gleich
waren. Dies war in der Gesamtgruppe bei 36 Prozent (18/50) der Pferde, in der
Placebogruppe bei 33 Prozent (8/24) und in der Verumgruppe bei 38 Prozent (10/26)

der Pferde der Fall. Des Weiteren stiegen die Konzentrationen zwischen den zwei
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Folgeimpfbesuchen in der Gesamt-(p=0,004) und der Verumgruppe (p=0,017)
statistisch signifikant an, wahrend in der Placebogruppe annahernd gleich viele Tiere
anstiegen (9/24), abfielen (7/24) oder gleich blieben (8/24).

Zwischen den Besuchen Il und IV (letzter Impftermin und Zwischenuntersuchung) war
die Umkehr der Konzentration schlief3lich am deutlichsten. Hierbei stiegen die IL-1
Werte bei dem Grofdteil der Pferde an. Auch dieser Unterschied war in der
Gesamtgruppe (p=0,046) signifikant, in den beiden Einzelgruppen aufgrund der jeweils
kleineren Fallzahl nicht. Bringt man nun als Letztes die Konzentrationen des IL-1
zwischen der Zwischen- und der Abschlussuntersuchung im November in Verbindung,
so war hier wieder eine Umkehr erkennbar. So fielen die Werte zwischen diesen
Besuchen bei dem Grofteil der Pferde, wobei in der Verumgruppe je zwei Pferde
denselben Wert bei beiden Untersuchungen aufwiesen, in der Placebogruppe ein

Pferd. Auch dieser Unterschied war nur in der Gesamtgruppe signifikant (p=0,018).

Tabelle 17: Vergleich der IL-1 Konzentration zwischen den aufeinander-folgenden

Untersuchungszeitpunkten.

Untersuchungszeitpunkt I-ll

Gesamtgruppe

Verumgruppe

Placebogruppe

* statistisch signifikant

| = die Zytokinkonzentration fallt zwischen den Untersuchungszeitpunkten ab

— = die Zytokinkonzentration bleibt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
gleich

1T = die Zytokinkonzentration steigt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
an

1— = die Zytokinkonzentration steigt bei etwa der Halfte der Pferde an bzw.
bleibt bei etwa der Halfte der Pferde gleich

|— = die Zytokinkonzentration fallt bei etwa der Halfte der Pferde ab bzw.

bleibt bei etwa der Halfte der Pferde gleich

starker Anstieg

starker Abfall

[l
1

Allgemein lief3 sich beim IL-1 ein stark saisonaler Trend der Konzentrationen im Serum
darstellen, da der Verlauf in beiden Gruppen und somit auch in der Gesamtgruppe
annahernd gleich war.
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So fielen die Werte Anfang des Jahres in der insektenfreien Zeit ab, um im Sommer
deutlich anzusteigen —dies mag an der erhdhten Insektenexposition liegen- um

schlieBlich mit Abnahme der Exposition auch wieder abzufallen.

4.2.3.4.2 Interleukin 4

Ebenso wie bereits bei IL-1 beschrieben, schwankten auch bei IL-4 die Werte stark.
Somit waren in beiden Gruppen auch hier die Standardabweichungen héher als die
Mittelwerte (Tabelle 18; Abbildung 20). Die Spanne der Konzentrationen der Einzeltiere
reichte von 0 bis 2500 pg/ml.

Tabelle 18: Mittelwert und Standardabweichung der IL-4 Konzentration (pg/ml).

c (pa/ml) IL-4/1 IL-4/11 IL-4/111 IL-4/1V

MW
Gesamtgruppe
SD
Gesamtgruppe
MW
Verum
SD
Verum
MW
Placebo
SD

Placebo

MW Mittelwert

SD Standardabweichung

¢ Konzentration

| bis V = Untersuchungszeitpunkte
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Abbildung 20: Mittelwert und Standardabweichung der IL-4 Konzentration.

IL-4, als Th2-Leitzytokin, war mit 97 Gber dem hdéchsten Standard liegenden Werten,
das Zytokin mit den am Abstand hochsten Werten. Hierbei teilte sich die Gruppe relativ
gleichverteilt in Pferde, die bei allen finf Untersuchungszeitpunkten einen Wert tber
der Nachweisgrenze hatten (n=19), in Tiere, bei denen kein IL-4 im Serum
nachgewiesen werden konnte (n=17), und in Probanden, die ein messbares Ergebnis
innerhalb der Nachweisgrenze hatten (n=15) auf. Die Pferde mit einem messbaren
Ergebnis bei wenigstens einer Untersuchung lieRen sich nochmals in drei Gruppen
unterteilen: drei Pferde hatten bei allen Untersuchungszeitpunkten einen Wert
innerhalb der Nachweisgrenze. Ebenfalls drei Pferde hatten, neben einem messbaren
Wert, Werte Uber der Nachweisgrenze und neun Pferde hatten zudem je mindestens
einen Nullwert. Interessant war, dass bei zwei Tieren (Nr. 31 und 35) alle drei
Situationen zutrafen. Sie hatten mindestens einen Nullwert, einen Wert innerhalb und

einen oberhalb der Nachweisgrenze.
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Auch bei IL-4 wurden zunachst die Werte der Untersuchungen Il bis V mit dem
Ausgangswert der Untersuchung | verglichen. Hierbei waren, aufgrund der hohen
Anzahl an Bindungen, weder zwischen den beiden Gruppen (Verum und Placebo)
noch zwischen den Untersuchungszeitpunkten statistisch signifikante Unterschiede
feststellbar. Auch bei der Gegeniberstellung der aufeinander folgenden
Untersuchungszeitpunkte blieb das Ergebnis gleich. Auch hier war kein signifikanter
Unterschied zwischen den Zeitpunkten und den Gruppen nachweisbar. Auch dies liel3
sich auf die hohe Anzahl an Bindungen (= gleiche Werte zu den verschiedenen
Zeitpunkten) zurtckflihren. Schllisselte man die Bindungen in den zwei Gruppen auf,
so hatte man in der Placebogruppe 13 Pferde mit gleichen Werten zu allen Zeitpunkten
(5 Pferde = 0; 8 Pferde > 2000 pg/ml) in der Verumgruppe 21 Tiere (12 Pferde= 0; 9
Pferde > 2000pg/ml).
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4.2.3.4.3 Interleukin 10

Auch das als Schlisselzytokin in der Vermittlung von Toleranz bei Uberschieenden
Immunreaktionen bekannte IL-10 wurde im Rahmen dieser Studie untersucht. Auch
hier lagen in beiden Gruppen sehr viele Rangbindungen vor, wobei diese meist

oberhalb der Nachweisgrenze zu finden waren.

Ebenso wie bei den beiden anderen Interleukinen streuten die Einzelwerte zwischen 0
pg/ml und 25000 pg/ml sehr stark. Daher waren auch hier die Standardabweichungen
hoher als der eigentliche Mittelwert (Tabelle 19; Abbildung 21).

Tabelle 19: Mittelwert und Standardabweichung der IL-10 Konzentration (pg/ml).

¢ (pg/ml IL-10/1V

Mw
Gesamtgruppe
SD
Gesamtgruppe
Mw
Verum
SD
Verum
Mw

8837,0 8574,5

6759,9 7987,2 8076,0

101151 11230,9 11232,0 11292,4 11387,4

6443,0 7113,7 8204,7 8430,8 8920,7

100791 10889,9 11317 1 11030,5 11716,4

7116,4 8969,9 7931,2 9278,6 8211,8

Placebo
SD

Placebo

10079,1 10889,9 113171 11030,5 11716,4

MW Mittelwert
SD Standardabweichung
¢ Konzentration
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Abbildung 21: Mittelwert und Standardabweichung der IL-10 Konzentration.

Beim Vergleich der Untersuchungszeitpunkte Il bis IV mit dem Ausgangswert (I)
stiegen die Werte in beiden Gruppen deutlich an. Dies war in der Verumgruppe zu
allen Zeitpunkten (I mit I, I mit Ill, I mit IV und | mit V) signifikant (p<0,05), in der
Gegenuberstellung Zeitpunkt | mit V sogar hochsignifikant (p=0,01). In der
Placebogruppe waren die Vergleiche | mit Il und | mit IV signifikant, alles in allem

waren die Effekte aber viel weniger deutlich als in der Verumgruppe (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Verlauf der IL-10 Konzentration im Vergleich mit dem Ausgangswert.

Untersuchungszeitpunkt

Verumgruppe

Placebogruppe

* statistisch signifikant

1t = die Zytokinkonzentration steigt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
an

— = die Zytokinkonzentration bleibt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
gleich

11 = starker Anstieg

1— = die Zytokinkonzentration steigt bei etwa der Halfte der Pferde an bzw.
bleibt bei etwa der Halfte der Pferde gleich

Betrachtet man nun die Beziehungen der aufeinanderfolgenden Untersuchungen, so

unterschieden sich die beiden Gruppen etwas (Tabelle 21).
Tabelle 21: Vergleich der IL-10 Konzentration der aufeinanderfolgenden

Untersuchungszeitpunkte.

Untersuchungszeitpunkt 1-1l

Verumgruppe

Placebogruppe

* statistisch signifikant (p<0,05)

1t = die Zytokinkonzentration steigt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
an

| = die Zytokinkonzentration fallt zwischen den Untersuchungszeitpunkten ab

— = die Zytokinkonzentration bleibt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
gleich

1l = starker Abfall

1— = die Zytokinkonzentration steigt bei etwa der Halfte der Pferde an bzw.
bleibt bei etwa der Halfte der Pferde gleich

In der Placebogruppe stiegen die Werte von Untersuchung | auf Il signifikant an
(p=0,011), waren genau gleichverteilt bei Untersuchung Il und lll, stiegen dann wieder
signifikant an (p=0,012), um zwischen der Zwischen —und Abschlussuntersuchung
abzufallen. In der Verumgruppe stiegen die Konzentrationen von I[L-10 von

Untersuchung zu Untersuchung an, um dann ebenso wie in der Placebogruppe von der
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Zwischen —zur Abschlussuntersuchung deutlich abzufallen. Dies war allerdings nur ein

Trend und nicht statistisch signifikant.

4.2.3.4.4 Interferon Gamma

Auch bei IFNy, dem Leitzytokin der Th1-Immunantwort, gab es in beiden Gruppen viele
Pferde, die zu mehreren Untersuchungszeitpunkten den gleichen Wert hatten
(Rangbindungen), welche aber hauptsachlich unterhalb der Nachweisgrenze bei Null
lagen. Die Nachweisegrenze von IFNy lag zwischen 0 pg/ml und 5000 pg/ml. Mittelwert
und Standardabweichung der Untersuchungszeitpunkte sind aus Tabelle 22 zu

entnehmen. Auch hier streuten die Werte der Patienten sehr stark (Abbildung 22).

Tabelle 22: Mittelwert und Standardabweichung der IFNy Konzentration (pg/ml).

c (pg/ml) IFNy/I IFNy/l.  IFNy/ll  IFNy/IV  IFNy/V

MW
Gesamtgruppe
SD
Gesamtgruppe
MW
Verum
SD
Verum
MW

1242,0 1549,8 1589,2 1707,3 1760,4

1837,5 20711 2050,0 1924,4 2093,5

1328,5 1537,0 1654,3 1875,5 18447

1943,5 2041,2 2125,5 2003,7 2075,8

1144,8 1564,2 1512,9 1524,6 1667,6

Placebo
SD

Placebo

1746,9 2148,2 2002,4 1861,4 21627

MW Mittelwert
SD Standardabweichung
¢ Konzentration
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Abbildung 22: Mittelwert und Standardabweichung der IFNy Konzentration.

Sowohl in der Verum- als auch in der Placebogruppe waren die Werte der Pferde bei
den Folgeuntersuchungen (Il bis V) hoher als bei dem Ausgangswert der
Erstuntersuchung (I) (Tabelle 23). Dieser Anstieg war in der Verumgruppe beim
Vergleich der Zeitpunkte der letzten Impfung (lll), der Zwischenuntersuchung (IV) und

der Abschlussuntersuchung (V) mit der Erstuntersuchung (Nullwert, 1) signifikant.
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Tabelle 23: Verlauf der IFNy Konzentration im Vergleich mit dem Ausgangswert.

Untersuchungszeitpunkt -1l

Verum

Placebo

* statistisch signifikant

1t = die Zytokinkonzentration steigt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
bei einem Grol3teil der Pferde an
— = die Zytokinkonzentration bleibt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
bei einem Grofteil der Pferde gleich
11 = starker Anstieg

1— = die Zytokinkonzentration steigt bei etwa der Halfte der Pferde an bzw.
bleibt bei etwa der Halfte der Pferde gleich
() = nur Tendenz erkennbar/minimaler Anstieg/Abfall
Bei Betrachtung der jeweils aufeinanderfolgenden Untersuchungszeitpunkte stieg in

der Verumgruppe die IFNy Konzentration von der Erstuntersuchung bis zur
Zwischenuntersuchung (Beprobung | bis IV) kontinuierlich, wenn auch nicht statistisch
signifikant, an. Zwischen der ZU und der AU fielen die Werte in beiden Gruppen. In der
Placebogruppe war, im Gegensatz zur Verumgruppe, zwischen den Impfterminen I
und Il ein deutlicher Abfall der IFNy Konzentration im Serum der Pferde zu finden
(Tabelle 24), bei den anderen Terminen verhielten sich beide Gruppen gleich, wenn
auch der Anstieg in der Verumgruppe deutlicher war als in der Placebogruppe (Tabelle
24).
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Tabelle 24: Vergleich der IFNy Konzentration zwischen den aufeinander-folgenden

Untersuchungszeitpunkten.

Untersuchungszeitpunkt 11l

Verum

Placebo

1t = die Zytokinkonzentration steigt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
bei einem Grolteil der Pferde an

| = die Zytokinkonzentration fallt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
bei einem Grolteil der Pferde ab

— = die Zytokinkonzentration bleibt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
bei einem Grolteil der Pferden gleich

1— = die Zytokinkonzentration steigt bei etwa der Halfte der Pferde an bzw.

bleibt bei etwa der Halfte der Pferde gleich

starker Anstieg

starker Abfall

[
At

Hier zeigte sich, dass durch ID eine immunmodulatorische Wirkung entstand, die den
von Natur aus in der Placebogruppe bestehenden Effekt (Anstieg des Zytokins im
Laufe des Jahres bis zum Sommer) verstarkte, bzw. wie bei den
Untersuchungszeitpunkten Il auf lll sichtbar wurde, sogar pusht und umkehrte (Tabelle
25).

Tabelle 25: Beispielhafte Darstellung der IFNy Konzentrationen (pg/ml) bei je zwei

Verum- und Placebopferden zu den flinf Untersuchungszeitpunkten.

vip c IFNy/I c IENy/ll cIFNy/lll cIENy/IV cIFENy/V

(pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)

28 \ 3497,9 3765,1 3872,9 4277 1 3614,7
6 \ 0,0 139,5 149,8 604,9 379,8
45 P 94,3 100,5 56,4 97,0 0,0

20 P 23,3 58,4 0,0 341,0 112,6

¢ Konzentration
V Verum
P Placebo
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4.2.3.4.5 Tumornekrosefaktor Alpha

Mit Tumornekrosefaktor Alpha (TNFa) wurde ein weiteres sehr wichtiges Zytokin der
Th1-Immunantwort untersucht. Auch hier lagen in beiden Gruppen viele
Rangbindungen vor (mehrfach gleiche Werte bei einem Patienten). Diese teilten sich
relativ exakt in Werte ober- und unterhalb der Nachweisgrenze auf. Daher streuten
auch beim letzten im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zytokin die Werte um den
Mittelwert stark (Tabelle 26; Abbildung 23). Das messbare Intervall fir TNFa lag
zwischen 0 pg/ml und 2500 pg/ml.

Tabelle 26: Mittelwert und Standardabweichung der TNFa Konzentration (pg/ml).

TNFa /V

TNFa /IV

TNFa /lll

¢ (pg/ml) TNFa /l TNFa /ll

MW
Gesamtgruppe
SD
Gesamtgruppe
MW
Verum
SD
Verum
MW

925,0

890,7 951,3

1063,0 1166,9 1192,9 1103,4 1136,6

818,2 897,4 960,3 1035,0 1062,1

1114,0 1175,3 1207,8 1138,6 1185,1

690,6 883,2 919,5 860,3 774,3

Placebo
SD
Placebo

1022,0 1182,7 1201,6 1081,7 1090,8

MW Mittelwert
SD Standardabweichung
¢ Konzentration
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Abbildung 23: Mittelwert und Standardabweichung der TNFa Konzentration.

Bei genauerer Betrachtung des TNFa im Verlauf der Untersuchungen fiel ein deutlicher
Unterschied zwischen den beiden Gruppen auf. So war in der Placebogruppe zwischen
den Untersuchungen Il und Il im Verhaltnis zum Ausgangswert der Untersuchung |
kein Effekt sichtbar (Tabelle 27). Bei der Zwischenuntersuchung Sommer (V) stiegen
die Werte der Placebos im Vergleich zur Erstuntersuchung an, allerdings im nicht
signifikanten Bereich, was an der groRen Anzahl an Rangbindungen lag. Auch bei der
Gegenuberstellung von Erst- und Abschlussuntersuchung blieben die Werte gleich

bzw. fielen etwas ab.
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Tabelle 27: Verlauf der TNFa Konzentration im Vergleich mit dem Ausgangswert.

Untersuchungszeitpunkt I-ll

Verum Mm* "M M
Placebo — (1H— " (l)—

* statistisch signifikant

1t = die Zytokinkonzentration steigt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
bei einem Grolteil der Pferde an
| = die Zytokinkonzentration fallt zwischen den Untersuchungszeitpunkten

bei einem Grofteil der Pferde ab

— = die Zytokinkonzentration bleibt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
bei einem Grofteil der Pferde gleich

™ = starker Anstieg

111 = extrem starker Anstieg

() = nur Tendenz erkennbar/minimaler Anstieg/Abfall

Bei der Auswertung der aufeinanderfolgenden Untersuchung konnte in dieser Gruppe
zwischen der dritten und vierten Blutentnahme ein Anstieg der Konzentration
festgestellt werden. Im Gegenzug dazu fielen die Werte zwischen Untersuchung Il und
Il ebenso wie zwischen der Zwischen- (IV) und Abschlussuntersuchung (V) bei mehr
Pferden, als sie anstiegen (Tabelle 28). Alles in allem waren keine grof3en

Unterschiede bzw. gerichteten Effekte sichtbar.

Tabelle 28: Vergleich der TNFa Konzentration zwischen den aufeinander-folgenden

Untersuchungszeitpunkten.

Untersuchungszeitpunkt 1-1l Hi-v V-V

1

Verum i 1 —

Placebo — )— 0 1
1 = die Zytokinkonzentration steigt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
bei einem Grolteil der Pferde an
| = die Zytokinkonzentration fallt zwischen den Untersuchungszeitpunkten

bei einem Grofteil der Pferde ab

— = die Zytokinkonzentration bleibt zwischen den Untersuchungszeitpunkten
bei einem Grolteil der Pferde gleich

1l = starker Abfall

() = nur Tendenz erkennbar/minimaler Anstieg/Abfall
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Anders war es in der Verumgruppe. Hier waren deutlich gerichtete Effekte der TNFa
Konzentrationen zwischen den Untersuchungszeitpunkten sichtbar. So stiegen die
Konzentrationen Uber alle Untersuchungszeitpunkte hinweg an und blieben letztendlich
zwischen der Zwischen- und der Abschlussuntersuchung ungefahr auf demselben
Level (Tabelle 28).

Dieser Anstieg war fir alle Untersuchungszeitpunkte im Vergleich zum Nullwert

(Untersuchung 1) signifikant (Tabelle 27).

Betrachtet man die aufeinanderfolgenden Blutentnahmezeitpunkte, so war ein sehr
starker Anstieg der Konzentrationen bei der Mehrzahl der Tiere zwischen den zwei
letzten Impfterminen (Il und Ill) und zwischen dem letzten Impftermin und der
Zwischenuntersuchung (lll und V) sichtbar (Tabelle 29; Abbildung 24). Dieser war
allerdings aufgrund der gleichzeitig vorliegenden extrem hohen Anzahl an
Rangbindungen (deutlich Gber 50% der Patienten) nicht statistisch signifikant. Die
genauen Zahlen kénnen aus Tabelle 29 enthommen werden. Abbildung 25 zeigt die

Entwicklung der Konzentrationen in der Verum- und der Placebogruppe.
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Tabelle 29: Tabellarische Darstellung der Entwicklung der TNFa Konzentration im

Vergleich der verschiedenen Untersuchungszeitpunkte.

Untersuchunqg TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa TNFa

Verum I -1 v v - H-v V-V

Anzahl Pferde

3 2 1 1 4 2 4
c niedriger
Anzahl Pferde 8 10 12 9 8 9 5
c hoher
Bindungen 16 15 12 11 15 14 12
Gesamtanzahl 27 27 25 21 27 25 21

Signifikanz p 0,041 0,015 0,004 0009 - - -

Untersuchung
Placebo

Anzahl Pferde
c niedriger
Anzahl Pferde

c hoher

Bindungen 11 10 6 9 14 11 7

Gesamtanzahl 24 24 23 20 24 23 19

Signifikanz p - - - - - - -

¢ Konzentration
Pferde ¢ niedriger/hdher

n Pferde zeigen zwischen den
Untersuchungszeitpunkten eine niedrigere/h6here
TNFa Konzentration im Vergleich zum
Ausgangswert (I) oder dem Wert der

vorherigen Untersuchung

Bindungen = n Pferde zeigen den gleichen Wert zu den
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten
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Abbildung 24: Graphische Darstellung TNFa Verum (c Konzentration, n Anzahl).
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TNFa Verum/Placebo
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Abbildung 25: Vergleich Entwicklung TNFa Verum vs. Placebo
(V Verum, P Placebo).
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4.2.3.4.6 Korrelation der Zytokinkonzentrationen und Scores

Als letzter Punkt der Zytokinauswertung wurden die Werte der Untersuchungen |, IV
und V mit den Scores desselben Untersuchungstages verglichen, um eine eventuelle
Korrelation dieser Werte herauszufinden. Hierbei konnte weder in der Gesamt-, noch in
der Verum- oder Placebogruppe ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
den funf untersuchten Zytokinen und der klinischen Auspragung (Héhe des Scores)
und der Hohe/dem Verlauf der Zytokine festgestellt werden. Hierbei lag der
Korrelationskoeffinzient in den meisten Fallen unter 0,1. Es liel3 sich daher weder von
der Hohe der Zytokinkonzentration auf den Schweregrad der klinischen Auspragung,

noch umgekehrt von der Starke der Symptome auf die Immunlage der Tiere schliefl3en.

4.3 Effekt der Insol® Dermatophyton Behandlung im Vergleich zum Vorjahr

Den Besitzerfragebogen zu mdglichen Effekten der Insol® Dermatophyton Behandlung
im Vergleich zum Vorjahr beantworteten 37 Besitzer fir ihre Pferde, wobei 21
Teilnehmer aus der Placebogruppe und 16 Teilnehmer aus der Verumgruppe

stammten.

Der Beginn der Symptome des Sommerekzems und ihre Dauer waren 2010 in beiden
Gruppen gleich. So war bei den meisten Pferden im Durchschnitt im Monat Juni der
Start der starksten Symptome. Dieses Intervall dauerte im Mittel vier Monate, sowohl in
der Verum- als auch in der Placebogruppe. Dies war, laut Besitzerangaben, in der
Verumgruppe im Untersuchungsjahr 2011 genauso. Hier war ebenfalls der mittlere
Beginn der Symptome im Juni und dauerte vier Monate. Anders war es in der
Placebogruppe. Hier begannen 2011 die Symptome im Mittel hochsignifikant (p=0,002)
einen Monat spater, namlich im Juli. Ebenso war die Zeitspanne mit drei Monaten

hochsignifikant kiirzer (p=0,001) als im Vorjahr.

Bei der Beurteilung der allgemeinen Auspragung der Symptome im Vergleich des
Studienjahres mit dem Jahr zuvor durch die Besitzer waren in der Placebogruppe 48
Prozent (10/21) der Patienten besser als im Vorjahr, 52 Prozent (11/21) gleich oder
schlechter als 2010. Die Pferde der Verumgruppe verbesserten sich mit 69 Prozent
(11/16) der Tiere signifikant (p=0,012) im Vergleich zum unbehandelten Vorjahr. Der

direkte Vergleich der beiden Gruppen und Jahre war allerdings nicht signifikant.

Des Weiteren wurde nach dem Schweregrad der im Durchschnitt am starksten

betroffenen Regionen gefragt. Im Einzelnen sind das Mahne, Schweif, Unterbauch,
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Kopf und Vorderbrust. Hierbei war im Vergleich der beiden Jahre in der Verumgruppe
die Mahne im Behandlungsjahr signifikant besser (p=0,047), in der Placebogruppe
ebenfalls die Mahne (p=0,017) und der Schweif (p=0,008). Der Vergleich der
Unterschiede zwischen der Verum- und der Placebogruppe war nicht signifikant. Auch

die anderen Regionen wiesen keine signifikanten Unterschiede auf.

Knapp ein Viertel (9/37) der 37 Besitzer gaben an, neben der Insol-bzw.
Placeboimpfung im Untersuchungsjahr noch andere MaRnahmen bzw. Therapien
angewandt zu haben. Hier waren neben der Ekzemerdecke (4/9 Pferden) und Lotionen
bzw. Cremes (4/9) noch Homdopathika und Ceterizin vertreten. Ein Pferd wurde

aullerdem Uber den Sommer statt im Offenstall in einer Box gehalten.

4.4 Kotuntersuchung

Im Rahmen der Kotuntersuchung wurden insgesamt 48 Kotproben untersucht. Davon
wurden 34 bei der Erstuntersuchung und 14 bei der Abschlussuntersuchung

gesammelt.

Bei der Erstuntersuchung zeigten 41 Prozent (14/34) der Pferde aktuell keine
Ausscheidung, bei 59 Prozent (20/34) der Pferde war eine Verwurmung nachweisbar.

Diese liel3 sich noch in stark (n=9) und leicht verwurmt (n=11) aufteilen.

Mit 85 Prozent (17/20) waren die Pferde im Winter am haufigsten mit Strongyliden
befallen. Hierbei wiesen neun Pferde einen massenhaften und acht Pferde einen
leichten Befall auf. Bei drei Pferden konnten Wurmeier von Anaplocephala und bei

einem Tier Parascariseier nachgewiesen werden.

Bei der Abschlussuntersuchung lag der Verwurmungsstatus bei 86 Prozent (n=12) der
untersuchten Kotproben. Hierbei konnten bei allen verwurmten Pferden (12/14)
Strongyliden, bei zwei Pferden noch zusatzlich Anaplocephalaeier nachgewiesen

werden.

Nun wurde der Status der Wurmbiirde sowohl mit dem Score, dem FIT als auch dem
CAST des jeweiligen Untersuchungstages verglichen. Beim Vergleich des Grades der
Verwurmung und dem Score sowie dem CAST-Ergebnis der Pferde bei der
Erstuntersuchung konnte keine Korrelation festgestellt werden, ebenso wenig wie bei
der Gegenduberstellung der Auspragung der Verwurmung und der Hohe des FIT |
(Tabelle 30). Im Gegenteil ging der Trend dahin, dass stark verwurmte Tiere einen

signifikant niedrigeren FIT | aufwiesen (p=0,0324) als leicht bzw. nicht verwurmte
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Pferde. Ein falsch positives Ergebnis des Allergietests, ausgeldst durch eine starke
Verwurmung des Tieres, konnte somit ausgeschlossen werden. Bei der
Herbstuntersuchung lie3 sich keine Korrelation zwischen dem Grad der Verwurmung,

dem Score und den beiden Allergietests feststellen (Tabelle 31).
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Tabelle 30: Vergleich des Verwurmungsgrads der Erst-US mit Score und FIT.

L\ [ Wurmstatus|  Note Erst-US ~ Summe Punkte FIT |
1 kein 2 5
2 kein 2 13
4 kein 1 11
5 leicht 3 7
7 stark 1 3
8 stark 1 11
9 leicht 1 nicht auswertbar
10 stark 1 4
11 kein 0 15
12 stark 0 19
13 kein 1 6,5
14 leicht 1 4,5
15 kein 1 4
18 kein 1 17

20 kein 2 5

22 kein 2 12

23 stark 2 14

25 stark 1

26 stark 1

27 leicht 3 6,5

28 leicht 0 5,5

29 kein 2 8

35 kein 0 13

36 kein 0 2

37 leicht 1 1

38 leicht 1 4

39 leicht 1 3

41 stark 1 0

42 leicht 0 1

44 kein 3 11

47 leicht 0 5]

50 leicht 1 6,5

51 kein 2 12,5

53 stark 0 15
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Tabelle 31: Vergleich des Verwurmungsgrads der Abschluss-US mit Score und FIT.

Wurmstatus Il Score AU FIT I
leicht 26 4
leicht 7 2
leicht 21 2
leicht 19 2
leicht 19 4.5
stark 27 2
stark 14 9
stark 8 2
leicht 3

kein 23 2

stark 7 45

stark 27 1

leicht 1 nicht auswertbar

kein 25 11
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5 Diskussion

Empirische Studien und Erfahrungsberichte praktizierender Tierarzte zeigten eine
Verbesserung des klinischen Bildes bei an Sommerekzem erkrankten Pferden nach
der Behandlung mit dem Pilzimpfstoff Insol® Dermatophyton. Ebenfalls berichtete
STEIDLE (2009) von einem hochsignifikanten Unterschied des Befalls mit
Dermatophyten bei Pferden mit (52,8%) und ohne (22,2%) Disposition fir das
Sommerekzem. DRONOV und ROHWER (2007) testeten den Einfluss von ID auf
equine Leukozyten in-vitro und konnten einen immunmodulatorischen Effekt durch ID
nachweisen. Des Weiteren gibt es bis heute keine befriedigenden
Behandlungsvorschlage fur das Sommerekzem. Der Einsatz von immunsuppressiven
Corticosteroiden bringt nur zeitlich begrenzte Erfolge und ist aufgrund der Gefahr von
Nebenwirkungen wie Hufrehe oder Infektanfalligkeit begrenzt (UNGEMACH in
LOSCHER et al. 2003). Die Spezifische Immunotherapie (SIT) als bislang einzige
kausale Therapie hat das Ziel der Hyposensibilisierung des betroffenen Individuums
gegenlber bestimmten Allergenen durch die serielle Verabreichung hochreiner
Allergene (WESTRITSCHNIG 2002). Da bisher jedoch fir die SIT gegen das SE nur
grobe Extrakte zur Verfigung stehen, waren die Erfolge bis dato begrenzt und stark
schwankend (BARBET et al. 1990; ANDERSON et al. 1996). So schien es sinnvoll die
in-vivo Wirksamkeit von Insol® Dermatophyton bei Pferden mit Disposition fiir das
Sommerekzem im prophylaktischen Einsatz zur Umstimmung des Immunsystems mit

der Erwartung einer Milderung bzw. Vermeidung einer klinischen Erkrankung zu testen.

5.1 Material und Methode

5.1.1 Auswabhlkriterien

Die Auswahl der Patienten erfolgte nach folgenden Kriterien: Rasse, Alter, Dauer der
Erkrankung, Regionalitat und keine Vorbehandlung mittels Glucocorticoiden in den

letzten drei Monaten vor Studienbeginn.

Die Grinde hierfiir waren, dass das SE schon lange nicht mehr nur auf das Islandpferd
beschrankt ist, sondern mittlerweile Pferde aller Rassen betroffen sind. Daher sollte die

Gruppe Pferde unterschiedlichster Rassen enthalten.

Empirische Studien in der Vergangenheit haben zudem gezeigt, dass die Behandlung
mit ID v.a. bei Pferden anschlug, die maximal zwei Jahre an SE erkrankt waren/seit
maximal zwei Jahren Symptome zeigten (ROUNDTABLE zum Sonderdruck PFERDE
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SPIEGEL 2002). Daher war dies ebenfalls ein wichtiges Auswahlkriterium fir die
Teilnahme an der Studie. Um gute statistische Ergebnisse zu erhalten, wurde vor
Studienbeginn die notwendige Gruppengrofle statistisch ermittelt. Diese lag bei 21
Pferden je Gruppe. Da der Zeitraum, in dem die Pferde ihre drei Impfungen bekommen
mussten, durch die 14-Tage-Regelung relativ knapp war und auch die Allergietests nur
Montag bis Mittwoch zum Labor eingeschickt werden konnten, war der dritte
Auswahlpunkt die Erreichbarkeit einer so grof’en Gruppe in dieser geringen Zeit.
Daher mussten auch Tiere aufgenommen werden, welche bereits langer als zwei
Jahre Symptome zeigten (Definition Altekzemer).

Da vermutet wird, dass ID auf das Immunsystem der Pferde Einfluss hat, durften die
teilnehmenden Pferde die letzten drei Monate vor Studienbeginn nicht mit Cortison

vorbehandelt worden sein, um die Ergebnisse nicht zu verfalschen.

5.1.2 Allergietests

Fur die Diagnostik wurden die beiden gebrauchlichen in-vitro Tests FIT und CAST
ausgewahlt. Beide sind in Deutschland etabliert und erhaltlich. Der FIT testet neben
den Sommerekzem-auslosenden Insekten noch weitere kreuzreagierende, die die
Genauigkeit des Tests erhéhen (GEIBEN 2003; MORRIS und LINDBORG 2003), und
ist somit der Goldstandard in Deutschland. KOBELT (2001) fand heraus, dass der FIT
auch in der allergenfreien Zeit (Winter) zuverlassige Ergebnisse liefert. Ebenfalls zu
dem Ergebnis, dass sowohl CAST als auch FIT zur Diagnostik auch wahrend der
symptomfreien Zeit geeignet sind, kam STEIDLE (2009). Es gab jedoch bis heute
keine Studie, die die beiden Tests vor und nach der Mickenflugperiode untersuchte
und verglich. Dies sollte in dieser Studie mitbericksichtigt werden. Aufgrund der
mdglichen Spatreaktionen (72 h), sowie der ungenauen Testergebnisse und oft starker
Divergenz der Ergebnisse des Intrakutantests mit der tatsdchlichen Klinik (KOLM-
STARK und WAGNER 2002; LEBIS et al. 2002) wurden die beiden in-vitro Tests FIT

und CAST dem Intrakutantest in dieser Arbeit vorgezogen.

5.1.3 Zytokine

Die Auswahl der zu untersuchenden Zytokine orientierte sich an den Untersuchungen
von DRONOV und ROHWER (2007). Diese untersuchten die immunmodulatorische
Wirkung von ID in-vitro mittels der Schlusselzytokine IFNy, IL-4 und IL-10 sowie dem
der Th1-Immunantwort zugeordnetem TNFa. Zusatzlich wurde in der vorliegenden

Arbeit noch das Th1-Zytokin IL-1 untersucht. Dieses eigentlich als pyrogenes Zytokin
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bekannte Interleukin wird gerade in der Humanmedizin immer mehr mit diversen
Allergieformen (Kontaktdermatitis, Asthma, atopische Dermatitis) in Verbindung
gebracht (KRAUSE et al. 2012). Es sollte daher untersucht werden ob IL-1, auch in der
Veterinarmedizin, ein aussagekraftiger Parameter zur Darstellung einer Allergie
allgemein und im speziellen zur Darstellung der immunmodulatorischen Wirkung von
ID ist.

5.2 Ergebnisse

5.2.1 Score/Therapieerfolg

BRUNNLEIN (2001) konnte in ihren Untersuchungen zum Sommerekzem keinen
dauerhaften und zuverlassigen Einfluss von Insol® Dermatophyton auf die generelle
oder Culicoides-spezifische Sensibilisierung nachweisen. Ebenso war kein
befriedigender Erfolg mit dem Immunmodulator Baypamun N® nachzuweisen
(GEIBEN 2003). GREMMES (2002) dahingegen berichtete von einer guten
Therapierate bei der prophylaktischen Impfung mit ID in einer retrospektiven Studie
eines Patientenpools von 52 Pferden. Ebenso erzielte STEIDLE (2009) gute Erfolge
mit den homoopathischen Mitteln Engystol® ad.us.vet. und Traumeel® ad.us.vet,
wobei eine Wirkung auf die peripheren Lymphozyten nachgewiesen werden konnte.
Die Schnittmenge der Beobachtungen von BRUNNLEIN (2001) und GREMMES (2002)
lieBen sich weitgehend auch im Rahmen dieser Studie nachweisen. So war zwar bei
der prophylaktischen Behandlung mit Insol® Dermatophyton eine teilweise Besserung
der Pferde, v.a. der Jungekzemer, wie es auch GREMMES (2002) berichtete, zu
beobachten. Diese war aber eher auf das Einzelindividuum beschrankt und daher nicht
als allgemein giltig anzusehen. Bei einigen Pferden der Verumgruppe lie sich zwar
laut den Besitzern eine Verbesserung der Symptomatik des Sommerekzems im
Vergleich zum Vorjahr feststellen, die aber im Vergleich mit der Placebogruppe
statistisch nicht signifikant war. Des Weiteren waren ebenfalls Einzeltiere aus der
Placebogruppe deutlich besser/ zeigten weniger klinische Symptomatik des
Sommerekzems als im Vorjahr. Hierbei stach in beiden Gruppen je ein Pferd deutlich
hervor. In der Verumgruppe zeigte Pferd Nummer 13 (6 jahriger Bayernwallach, seit 3
Jahren Symptome) bis auf geringgradiges Schweifscheuern keine Symptome nach der
Behandlung und konnte das erste Mal ohne Ekzemerdecke gehalten werden. In der
Placebogruppe war dies Pferd Nummer 11 (5 jahriger Ponywallach, Jungekzemer), der

unter der Placebobehandlung so gut wie symptomfrei war.
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Ein mdglicher Grund hierfir koénnten die klimatischen Bedingungen des
Untersuchungsjahres und eine daher veradnderte (eventuell niedrigere)
Insektenbelastung als im Vorjahr darstellen. Da die Temperaturen im Behandlungsjahr
mit Ausnahme der Monate Juni, Juli und November deutlich héher waren als im Jahr
zuvor (www.dwd.de Stand: August 2014) ist wohl eher nicht von einer verminderten
Insektenbelastung im Untersuchungsjahr auszugehen. Hierbei waren weiterfihrende
Studien mit Einbeziehung der klimatischen Werte und der letztendlich daraus
resultierenden Insektenbelastung hilfreich. Zum anderen bleibt zu prifen, ob die als
Placebo verwendete Nahrldsung (0,04mg/ml Thiomersal, Glucose, Fleischextrakt,
Wasser flur Injektionszwecke) des ID (ohne die im ID enthaltenen Pilzkulturen)
ebenfalls einen positiven Einfluss auf das Immunsystem von sommerekzemkranken
Pferden hat. Dies ware ein weiterer moglicher Erklarungsgrund fir die deutliche
Verbesserung der Symptomatik bei Einzeltieren aus der Placebogruppe. Hierfir waren

weitere Studien und Grundlagenforschung notig.

Das in dieser Studie verwendete klinische Score-System wurde, in Orientierung an den
von OLIVRY et al. (2006) entwickelten und etablierten ,Canine Atopic Dermatitis Extent
and Severity Index* (CADESI) fir Hunde, extra fir diese Studie ausgearbeitet und
erstellt. Dieser beurteilte den Schweregrad der atopischen Dermatitis beim Hund.
Hierbei wurden vier Kardinalsymptome der caninen atopischen Dermatitis an 62
Kdrperstellen untersucht und mit den Schweregraden ,0“ = keine Symptome bis ,5 =
schwerste Symptome/Auspragung beurteilt. GEIBEN (2003) verwendete in ihrer
Studie zur Beurteilung der Schweregrade der Sommerekzemauspragung ebenfalls ein
daflr entwickeltes Score-System. Dieses unterschied sich in dem hier angewandten
und flr diese Studie entwickelten in folgenden Punkten: die beschriebenen elf
Regionen wurden durch eine zwdlfte (Vorderbrust) erganzt. Dies ergab sich aus der
tatsachlichen klinischen Auspragung der Symptome der Patienten, bei denen diese
Region sehr haufig und stark befallen war. Im Gegenzug dazu wurden die Symptome
von den von GEIBEN (2003) beschriebenen sieben (Quaddelbildung, Haarbruch,
Alopezie, Krusten- und Borkenbildung, nassende Hautveranderungen, durchtrennte
Cutis, eitrig infizierte Wunden) auf funf (Haarbruch, Alopezie, blutig/eitrige
Hautveranderungen, Hautverdickung, Schuppen) eingeschrankt bzw.
erganzt/ausgetauscht (Hautverdickung, Schuppen). Diese deckten alle vorkommenden
Veranderungen ausreichend ab, bzw. ermdglichten durch die Erganzung der
Symptome ,Schuppen® und ,Hautverdickung“ eine genaue und individuelle Ermittlung
des Scores auch in den Wintermonaten und somit der Erstuntersuchung in dieser

Studie, wo keines der Pferde blutige oder eitrige Hautveranderungen zeigte. Es war
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jedoch mdglich eine hochsignifikante Korrelation der Noten der Erstuntersuchung mit
den Noten der Folgeuntersuchungen im Sommer und Herbst nachzuweisen. Somit
stellte das Scoring der Pferde mit den hier verwendeten Symptomen eine gute und
sichere Einschatzung der Schwere der Erkrankung zu jeder Jahreszeit dar.

Um eine noch genauere Unterteilung der Schweregrade zu bekommen wurde statt der
bisher meist verwendeten Einteilung von null bis drei (0= keine, 1= geringgradig, 2=
mittelgradig, 3= hdchstgradig) die Einteilung null bis funf gewahlt. Hierbei wurden der
Termination mittel- bzw. héchstgradig je 2 Stufen zugeteilt (mgr. = 2/3; hgr. = 4/5).
Diese sechsstufige Einteilung des Score-Systems hat sich in der Kleintierdermatologie
bereits bewahrt und eingeburgert (OLIVRY et al. 2006). Verglich man den
Gesamtscore eines Pferdes mit der entsprechenden Gesamtnote eines
Untersuchungszeitpunkts, so fiel auf, dass Pferde mit der Hochstnote ,flinf* teilweise
einen vergleichsweise niedrigen Score in Bezug zur maximalen Gesamtpunktezahl
aufwiesen. Dies lag daran, dass alle Regionen und Symptome gleich beurteilt wurden,
d.h. es wurde davon ausgegangen, dass der Schweregrad aller Regionen und
Symptome als gleich einzustufen ist. War aber eine Region wenig befallen oder ein
Symptom zu einem Untersuchungszeitpunkt (z.B. Schuppen im Sommer) weniger
vertreten, so wurde der Gesamtscore, trotz hochgradiger Auspragung der Erkrankung,
verhaltnismalig niedrig. Um dies auszugleichen und ein noch reprasentativeres
Ergebnis des aktuellen Krankheitszustands zu bekommen, wurde daher zusatzlich der
Gesamt-status-quo (Gesamtnote) je Untersuchung bestimmt. Fir Studien, die sich rein
auf die Beurteilung der Auspragung der Erkrankung/Schweregrade beziehen, ware es
daher unter Umsténden vorteilhaft, die Regionen bzw. Symptome nach der Haufigkeit
des Auftretens bzw. der Schwere der Symptome (blutige Veranderungen wéaren z.B.
schwergewichtiger als Schuppen zu beurteilen) mit einem zusétzlichen
Graduierungsfaktor zu versehen, um den tatsachlichen Schweregrad der Erkrankung

des Individuums besser dem maximalen Score anzupassen.

5.2.2 Allergietests

Bis heute ist das Sommerekzem des Pferdes ein grolRes wirtschaftliches Problem, v.a.
fur die islandischen Pferdezilchter, da es fiir diese Erkrankung keine befriedigenden
Behandlungsvorschlagen gibt. So wird die Erkrankungshaufigkeit flr aus Island
importierte Tiere auf fast 25 Prozent geschatzt (UNKEL1985), bzw. in neueren
Berichten bis hin zu 70 Prozent (RUSBULDT 1997). Doch schon seit langerem ist die
Erkrankung nicht mehr nur als ,typische Islandpferdkrankheit® auf diese Rasse

beschrankt, sondern weitet sich auf beinahe alle Rassen, Geschlechter und Farben
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aus. Umso wichtiger ist es, diese Erkrankung zu erkennen und zu diagnostizieren,
auch aus forensischer Sicht, besonders auch in der symptomfreien Zeit. So machten
MARTI et al. (1999) den Anfang, indem sie zeigten, dass bei Pferden mit Disposition
fur das SE nach Stimulation mit einem Extrakt aus Culicoides nubeculosis eine
signifikant erhdhte  Sulphidoleukotrien-Freisetzung aus isolierten  basophilen
Leukoyzten resultierte. Dies konnte in einer Meta-Analyse von DE WECK und SANZ
(2004) bestatigt werden. Ebenfalls gelang es KAUL (1998) mit dem FIT einen
geeigneten Histamine-Release-Test (HRT) zur Feststellung des SE zu erstellen. Dies
wurde durch KOBELT (2001) bestatigt. KOBELT fand des Weiteren heraus, dass der
FIT auch in der allergenfreien Zeit (Winter), zuverlassige Ergebnisse lieferte. Ebenfalls
zu dem Ergebnis, dass sowohl CAST als auch FIT zur Diagnostik auch wahrend der
symptomfreien Zeit geeignet sind, kam STEIDLE (2009). Sie zeigte, dass im FIT bei
symptomfreien Pferden mit Disposition flr SE die Histaminfreisetzung nach Stimualtion
mit Culicoides-Extrakt deutlich hoher war als bei einer gesunden Vergleichsgruppe.
Ebenfalls zeigte sie, dass im CAST, bei erkrankten aber symptomfreien Pferden, nach
entsprechender Stimulation eine signifikant hdhere Menge an sLT ausgeschiittet wurde

als bei der gesunden Vergleichsgruppe.

In dieser Studie wurden bei 51, seit mindestens einer Saison an SE erkrankten Pferden
sowohl vor Beginn des Insektenflugs und somit der Allergendisposition (Februar) als
auch am Ende bzw. nach der Saison (November) parallel FIT und CAST durchgefiihrt
und die Ergebnisse verglichen. Hierbei zeigten die beiden Tests bei der
Erstuntersuchung im Februar (FIT | und CAST I) im Vergleich durchweg &ahnliche
Ergebnisse hinsichtlich der Reaktion und der Haufigkeit auf die in beiden Tests
getesteten Insekten. Jedoch war der FIT mit nur zwei falsch negativ getesteten Tieren,
im Vergleich zum CAST mit sieben falsch negativ getesteten Pferden, der Test mit der
deutlich hdheren Treffsicherheit, da es sich bei den Studienpferden ja um Tiere
handelte, die seit mindestens einem Jahr Sommerekzemsymptomatik zeigten. Im
Herbst allerdings unterschieden sich die Tests deutlich in der Anzahl und Reihung der
Insekten. Auch bei der Abschlussuntersuchung (FIT Il und CAST Il) war der FIT mit nur
einem falsch negativen Pferd, im Gegensatz zum CAST mit 13, noch deutlich
treffsicherer. Somit lief3 sich die Aussage von DE WECK und SANZ (2004) - Histamin
Release Test (FIT) und der CAST korrelieren relativ gut (r=0,4 bis 0,6) — nur bedingt
nachweisen. Dies traf zwar noch weitgehend auf die Testreihe vor Beginn der Saison
zu, am Ende der Saison unterschieden sich die Ergebnisse der beiden Tests allerdings
deutlich. Filterte man jedoch aus dem FIT die im CAST nicht getesteten (Kreuz-)

Allergene heraus, so anderte sich das Ergebnis deutlich. So waren nun beim FIT I,
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ebenso wie beim CAST |, je sieben Tiere falsch negativ, beim FIT Il waren in dieser
Konstellation zwei statt einem Pferd falsch negativ. Dies zeigte, dass die im FIT
getesteten, primar nicht am Sommerekzem-Komplex beteiligten Insekten (Motte,
Eintagsfliege, Hausfliege) und der ebenfalls getestete Wadenstecher mit ihren
kreuzreagierenden Allergenen immens zur hdéheren Sensitivitdt und somit
Treffersicherheit des FIT im Vergleich zum CAST beitrugen. Dies bestatigt die Aussage
der Immunologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover auf ihren
Befundmitteilungen. So wird hier erklart, dass die Allergene von Insekten, die
vermutlich keine direkten Verursacher der Symptome sind (z.B. Motte o. Eintagsfliege)
kreuzreagierende Allergene gegen hiesige allergieausldosende Insekten enthalten und
somit zur Verbesserung der Diagnostik mituntersucht werden, solange keine
definierteren Allergene verfiigbar sind. Es zeigte sich zudem eine mangelnde
Korrelation von Sensibilisierungsgrad gegen Culicoides nubeculosus und dem Grad
der klinischen Auspragung. Dies zeigt, dass nicht nur Culicoides nubeculosus, sondern
auch andere Insekten das Vollbild des Sommerekzems auslésen kénnen. Daher macht
es Sinn, bei Sommerekzemern nicht nur die Sensibilisierung gegen Culicoides sondern
auch gegen andere Insekten im FIT oder CAST zu prifen. Sie widerspricht der in
Literatur und Volksmund gedulerten Dominanz von Culicoides als ,der Ursache flr
das Sommerekzem bei Pferden. Gegen eine einzige oder nur sehr wenige
allergieauslésende —und damit pathogenetisch relevante Allergene produzierende—
Insektenarten sprechen auch die sehr unterschiedlichen klinischen Auspragungen und
Verlaufsformen des Sommerekzems, die sich auch sehr deutlich in dieser Studie
zeigten. Klinisch gesunde wie auch an Sommerekzem erkrankte Pferde zeigten im
Intrakutantest wie auch im in-vitro-Test haufig Reaktionen mit Extrakten aus der nicht
haemotophagen Eintagsfliege und der ebenfalls nicht blutsaugenden, in Nordamerika
heimischen Feuerameise (GEIBEN 2003; MORRIS und LINDBORG 2003). Dies lief3
sich auch in dieser Studie bestatigen. So war beim FIT | die Motte, als nicht
blutsaugendes Insekt, mit ber 80 Prozent das Insekt, auf das die meisten Pferde
positiv reagierten. Ebenfalls sprachen fast 60 Prozent der Tiere beim FIT | auf die

Eintagsfliege mit einer allergischen Reaktionsbereitschaft an.

Interessant war auch die Punkteverteilung (und somit Einteilung der Schweregrade)
des FIT im Vergleich der beiden Untersuchungen. Hierbei zeigten die Pferde beim FIT
[, in der symptomfreien Zeit, eine signifikant hdhere durchschnittliche Punktezahl als
beim FIT II, unmittelbar nach der Saison. Es ware zu erwarten gewesen, dass die Tiere
nach direktem Allergenkontakt unmittelbar nach der Saison gegebenenfalls starker

reagierten als nach einer monatelangen Ruhephase. Dieser Effekt war in beiden
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Gruppen (Verum und Placebo) in gleichem MalRe anzutreffen. Es lieR sich daher
anndhernd ausschlieRen, dass dies etwas mit der hier verwendeten Insol®
Dermatophyton Impfung zu tun hatte. Wichtig bleibt zu erwahnen, dass dieselben
Pferde in beiden Tests teilweise sehr unterschiedlich reagierten. Ahnliches konnte
auch GEIBEN (2003) in ihrer Studie zum Sommerekzem beobachten. Sie berichtete
von einer zweijahrigen placobobehandelten lIslandstute mit deutlichen Kklinischen
Symptomen des Sommerekzems, deren Sensibilisierungsgrad gegen Culicoides
nubeculosus wahrend der Saison drastisch abfiel, bis schlieBlich am Saisonende keine
Reaktionsbereitschaft gegen Culicoides nubeculosus mehr vorhanden war. Ahnliches
konnte auch KOBELT (2001) bei Islandpferden beobachten.

Des Weiteren bestand keine Korrelation zwischen der Hohe des FIT und der
tatsachlichen klinischen Auspragung. Es darf daher keine Aussage Uber den
Schweregrad der Erkrankung bezlglich der Hohe der Allergiebereitschaft im
Allergietest getroffen werden. Dies ist sicherlich auch aus forensischer Hinsicht, in
Bezug auf Ankaufsuntersuchungen, interessant. Hierbei erméglicht der FIT zwar auch
in der symptomfreien Zeit eine sehr sensitive Aussage beziglich der
Allergiebereitschaft des getesteten Pferdes, wodurch eine sehr sichere Aussage
hinsichtlich sommerekzempositiv oder —negativ getroffen werden kann. Er vermag aber
nicht aufgrund der Ho6he des Testergebnisses auf die tatsachliche klinische
Auspragung wahrend der klinisch manifesten Periode zu schlieBen. Das heilt, Pferde
mit niedriger FIT Punktezahl kénnen im Sommer mit hochgradigen Symptomen
reagieren, ebenso vice versa.

Der CAST zeigte im Vergleich zum FIT die hdhere Laborsicherheit. So waren bei den
Tests im Februar beim FIT die Blutproben von drei Pferden, im CAST von zwei nicht
auswertbar. Bei den Folgetests im November waren beim CAST alle Proben
auswertbar, beim FIT eine nicht. Dies bedeutet fir den Tierarzt und Pferdebesitzer
einen deutlichen Mehraufwand an Zeit und Kosten, da die Blutproben fiir den FIT privat
per Overnight Express nach Hannover geschickt werden missen, wohingegen der

CAST per laboreigenem Kurier zusammen mit anderen Proben abgeholt wird.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der FIT - momentan in Deutschland der
Goldstandard zur ldentifizierung von an Sommerekzem erkrankten Pferden - dieser
Rolle durch die doch deutlich héhere Treffsicherheit auch in dieser Studie gerecht
wurde. Fur einen einfachen reaktiven Nachweis, ohne forensischen Hintergrund, ist der
CAST durch die einfachere und kostenglinstigere Abhandlung (laboreigener Kurier,
kein Versand per Overnight Express) aber eine gute Alternative fiir den Praktiker. Um

die beiden Tests allerdings in ihrer Sensitivitat und Spezifitat zu vergleichen, ware eine
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gesunde Kontrollgruppe nétig gewesen. Dies war nicht Teil dieser Studie, sollte aber in

weiterfiihrenden Studien beriicksichtigt werden.

5.2.3 Zytokine

DRONOV und ROHWER (2007) testeten den Einfluss von ID auf equine Leukozyten
in-vitro und stellten fest, dass unter dem Einfluss von ID eine immunmodulatorische
Wirkung erreicht wird.

So wurde unter dem Einfluss von ID die Expression der Th1-Zytokine verstarkt,
wohingegen IL-4 als Th2-Zytokin kaum, dafir jedoch IL-10 produziert wurde. Dadurch
wird die Reaktionslage des Organismus von Allergie (Th2) zu mehr Toleranz (Th1)
verschoben. Dieses Phanomen wird sich in der immunmodulatorischen Therapie
zunutze gemacht. So untersuchten AKDIS (2007) die Immunmodulation durch ASIT
(Allergenspezifische Immuntherapie) beim Menschen und stellten fest, dass hierbei
das Verhaltnis von Th1- zu Th2-Zellen ansteigt, ebenso wie die Konzentration von IL-
10 und TGF. Auch konnten sie eine Anergie der allergenspezifischen Zellen unter der
ASIT-Behandlung zeigen. KEPPEL et al. (2008) untersuchten dies in einer Studie zur
atopischen Dermatitis des Hundes und konnten ebenfalls einen Anstieg von IL-10
nachweisen. Dieser korrelierte mit dem Behandlungserfolg.

Diese Beobachtungen lassen sich auch in der vorliegenden Studie weitgehend
bestatigen. Hierbei wurden die Leitzytokine der Th1- (IFNy) bzw. Th2- (IL-4)
Immunantwort sowie die ebenfalls wichtigen Schlusselzytokine TNFa und IL-10, sowie
das in der Humanmedizin immer mehr an Bedeutung gewinnende IL-1 zu je funf
Untersuchungszeitpunkten (im Rahmen der drei Impfungen der Zwischen- und der
Abschlussuntersuchung) im Laufe des Studienjahres an den mit ID geimpften Pferden
und der Placebogruppe untersucht.

KRAUSE et al. (2012) fassten in ihrer Studie das Verhalten von IL-1 bei verschiedenen
humanen Autoimmunerkrankungen und allergischen Reaktionen zusammen. Dabei
wurde in verschiedenen Mausmodellen von NAKAE et al. (2003) und SCHMITZ et al.
(2003) ein groRer Einfluss von IL-1 bei der Produktion Th2-spezifischer Zytokine beim
bronchialen Asthma festgestellt. Da dies auch eine allergische Reaktion vom Typ 1 und
4 darstellt, war es naheliegend dieses Zytokin im Rahmen dieser Studie zu
untersuchen und eventuelle Zusammenhange zu erschliel3en.

In der vorliegenden Arbeit war der Verlauf von IL-1 in beiden Gruppen annahernd
gleich, allerdings mit starkerer Auspragung (hoheren Zytokinkonzentrationen) in der
Verumgruppe. Daher kann angenommen werden, dass sich dieser Wert saisonal

veranderte und durch die Impfung die Unterschiede deutlicher zur Geltung kamen.
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Durch das Fehlen eines wirklichen Unterschieds der beiden Gruppen ist dieses Zytokin
wohl weniger geeignet, um eine Immunmodulation bzw. das Ansprechen des
Immunsystems auf eine Aktion zu beurteilen. Allerdings eignet es sich durchaus,
allgemeine Aussagen Uber den saisonalen Verlauf einer allergischen Reaktion
darzustellen. Hierfir waren weitere Studien mit anderen allergischen Geschehen (z.B.
COB) interessant um zu sehen, ob die hier gefundenen Ergebnisse sich auch auf

andere Krankheitsverlaufe beim Pferd verallgemeinern lassen.

Wie von DRONOV und ROHWER (2007) beobachtet, stiegen auch in der hier
vorliegender Studie die Werte von IL-10, TNFa und IFNy an. Diese Effekte waren
Groldteils in der Verumgruppe signifikant und bestatigten den immunmodulatorischen
Effekt von ID von Allergie (Th2-Immunantwort) zu mehr Toleranz (Th1-Immunantwort).
Im Gegensatz dazu war bei der Untersuchung des Th2-Zytokins IL-4 kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen erkennbar. Jedoch lie3 sich in der klinischen
Auspragung kein signifikanter Unterschied zwischen der Verum- und der
Placebogruppe nachweisen. Dies lasst sich am wahrscheinlichsten damit erklaren,
dass der immunmodulatorische Effekt zwar auf hamatogener Ebene nachweisbar ist,
jedoch zu gering um einen sichtbaren Effekt im Organismus zu bewirken. Hierzu waren
weiterflihrende Studien mit z.B. einer veranderten bzw. angepassten Rezeptur von
Insol® Dermatophyton nétig.

Fur die Errechnung der Zytokinkonzentrationen aus den O.D. Werten wurde zunachst
nach Herstellerangaben vorgegangen. Dieser empfiehlt fir die Umrechnung die
Verwendung ein ,4-PL curve® oder aber flir jedes Zytokin eine eigene Standardkurve
zu errechnen. Die ,4-PL curve® brachte aber sehr ungenaue und nicht
zufriedenstellende Kurven und Ergebnisse. Daher wurden im Anschluss daran andere
Formeln zur Umrechnung der O.D. Werte in die tatsachlichen Konzentrationen
getestet. Hierbei lieferten die beiden Gleichungen ,two phase decay“ bzw.
spolynominal® die besten Ergebnisse, mit denen schlieRlich auch gearbeitet wurde.
Somit konnten gute und genaue Konzentrationen errechnet werden.

Beim Auswerten der Daten der Zytokinbestimmung fiel primar auf, dass sehr viele
Tiere, unabhangig der Gruppenzuordnung (Verum oder Placebo) und des
Untersuchungszeitpunktes, Werte aufwiesen, die deutlich Uber der hdchsten
Standardkonzentration lagen. Am deutlichsten war dies bei dem Th2-Zytokin  IL-4,
aber auch die Werte der Th1-Zytokine TNFa und IFNy lieferten einen hohen Anteil an
Konzentrationen oberhalb der vom Hersteller angegebenen Nachweisgrenze. Die
Serumproben der Pferde mit zu hohen Werten wurden im Anschluss lege artis

verdinnt und schlieBlich rickgerechnet. Hierbei kamen allerdings, auch nach
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mehrfachen Kontrolldurchgangen, weder replizierbare noch in einer sinnvollen
Groélenordnung liegende Werte heraus. Daraufhin wurden diese Werte durch einen
fiktiven, oberhalb der Konzentration des héchsten Standards liegenden, Wert ersetzt.
Dies konnte erklaren, warum im Gegensatz zu der Studie von DRONOV und
ROHWER (2007) der Abfall der IL-4 Konzentrationen nicht nachgewiesen werden
konnte, da hier beinahe alle Werte der Probanden zu allen Untersuchungszeitpunkten
Uber dem vom Hersteller angegebenen héchsten Standardwert lagen. Da dieses
Problem in parallel zu dieser Studie durchgefuhrten anderen Untersuchungen auch
auftrat, waren hier weiterfuhrende Nachforschungen angebracht, um genaue, sinnvolle
und reproduzierbare Konzentrationen zu erlangen, bzw. um herauszufinden, ob es
grundsatzlich nicht mdglich ist auf —80°C gefrorene Serumproben zu verdinnen. Des
Weiteren ware eventuell von Seiten der Herstellerfrma zu Uberdenken, die

Standardkonzentrationen fur die betroffenen Zytokine grundsatzlich zu erhéhen.

5.2.4 Effekt der Insol® Dermatophyton Behandlung im Vergleich zum Vorjahr

Um einen noch genaueren Eindruck der Wirkung des ID zu bekommen, wurden die
Besitzer der Pferde zur Auspragung/zu dem Schweregrad der Symptome aus ihrer
Sicht im Behandlungsjahr und im Vorjahr befragt. Die Ergebnisse dieser Befragung
waren recht interessant. So war in der Placebogruppe der durchschnittliche Beginn der
Erkrankung im Behandlungsjahr signifikant einen Monat spater und die Dauer ebenfalls
signifikant einen Monat kurzer als im Vorjahr. Dies kdnnte unter anderem an den
klimatischen Bedingungen des Behandlungsjahres gelegen haben. Da die Gruppen
aber zufallig eingeteilt wurden und sich in allen Tourbezirken sowohl mehrere Verum-
als auch Placebopferde befanden, kann dies wohl vernachlassigt werden. Dies
bestatigt auch die Wetterdatenanalyse des Deutschen Wetterdienstes/Ministerium flr
Verkehr und digitale Infrastruktur. In ihrer Jahresauswertung der monatlichen
Durchschnittstemperatur in Bayern lag diese im Vergleich des
Untersuchungszeitraums (Februar bis November 2011) des Untersuchungsjahres mit
Ausnahme der Monate Juni (annahernd gleiche Temperatur), Juli und November
deutlich Uber den Vergleichswerten des Vorjahres (www.dwd.de Stand: August 2014).
Eine weitere Mdglichkeit ware, dass auch die als Placebo verwendete Nahrldsung des
ID (Thiomersal, Glucose, Fleischextrakt, Wasser flr Injektionszwecke) Effekte auf den
Organismus vornimmt. Hierfir waren weitere Untersuchungen notwendig, da in der
Humanmedizin das als Konservierungsstoff in Arzneimitteln eingesetzte Thiomersal die
gegenteilige Wirkung zeigt und haufig zu Hauterkrankungen/Ekzmen fiihrt (SCHNUCH

et al. 1997). Im Gegenzug dazu gaben die Besitzer der Verumpferde eine signifikante
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Besserung der Symptome im Untersuchungsjahr im Vergleich zum Vorjahr an,
wahrend die Tiere der Placebogruppe im Gesamtdurchschnitt gleich blieben. Auch hier
koénnte die Insektenbelastung der beiden Jahre eine entscheidende Rolle spielen, ist
aber wie oben bereits erwahnt wahrscheinlich zu vernachlassigen, da teilweise in
einem Stall sowohl Verum- als auch Placebotiere untersucht wurden. Da die Besitzer
nur ihr Einzeltier beobachteten, kénnte hier die Wirkung des ID besser zur Geltung
kommen als beim Betrachten der Gesamtgruppe. Dies wirde auch die Ergebnisse der
vorliegenden Studie bestatigen, dass Einzeltiere durchaus Verbesserungen der
klinischen Symptomatik des Sommerekzems zeigten, dies aber im Betracht der
Gesamtgruppe zu gering war um statistisch signifikant zu sein. So deckten sich die
positiven Beobachtungen von GREMMES (2002) zur ID Impfung bei 52 an
Sommerekzem erkrankten Pferden wenigstens zum Teil mit den Ergebnissen der hier

vorliegenden Arbeit.

5.2.5 Kotuntersuchung

Im Rahmen der drei Impftermine und der Abschlussuntersuchung wurden, soweit
moglich, von einigen Pferden Kotproben gesammelt und auf Parasiten untersucht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung wurden schliefdlich mit den beiden durchgefiihrten
Allergietests und dem Score der Pferde verglichen, um eine eventuell bestehende
Korrelation zwischen dem aktuellen Wurmstatus der Patienten und den Ergebnissen
der Tests darstellen zu kdnnen. Hier zeigten in der Vergangenheit v.a. Studien aus der
Humanmedizin, dass in Entwicklungslandern mit starker
Helmintheninfektionspravalenz allergische Erkrankungen bei weitem nicht so bekannt
sind, wie in Industrielandern (BELL 1996; COOKSON und MOFFAT 1997). Beim
Vergleich der Ergebnisse der Kotuntersuchung der Pferde mit den zeitgleich
durchgeflhrten Allergietests konnte keine positive Korrelation zwischen dem
Schweregrad des FIT, den Ergebnissen des CAST oder den Score Werten und dem
Schweregrad der Verwurmung festgestellt werden. Der Trend im FIT ging jedoch, wie
auch in der humanmedizinischen Studien, so weit, dass stark verwurmte Pferde einen
signifikant niedrigeren FIT im Vergleich zu nicht/leicht verwurmten Tieren zeigten. Dies
wurde sich damit erklaren lassen, dass das Immunsystem mit dem Verwurmungsstatus
der Pferde beschaftigt war und daher weniger auf das allergische Geschehen
reagieren konnte. Ahnliches vermutete KOBELT (2001). Sie stellte in ihrer Studie bei
einigen Islandpferden einen Abfall der Reaktionsbereitschaft auf Culicoides

nubeculosus wahrend der Sommermonate fest und begriindete dies wie folgt:
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In der warmen Jahreszeit treffen die Tiere auf eine Vielzahl verschiedenster Antigene,
auf die sie mit der Bildung von Antikdrpern reagieren (z.B. vermehrte Wurmbelastung
oder andere Insekten). Werden im Verlauf einer solchen Immunantwort
Immunglobuline anderer Spezifitdt gebildet, die sich nun vermehrt an die geeigneten
Fc-Rezeptoren der Mastzellen und basophilen Granulozyten binden, so kénnen sie
diejenigen Antikorper dort verdrangen, die Culicoides-Antigene erkennen. Die
Erklarungsmdglichkeit fur den Abfall der Reaktionsbereitschaft der basophilen
Granulozyten gegenuber Culicoides liegt darin, dass die einzelnen Culicoides-
spezifischen Immunglobuline rein rdumlich so weit voneinander getrennt werden — oder
ganz von der Oberflaiche der Basophilen verschwinden -, dass ein Uberbriicken der
Antikérper und dadurch ein Zusammenlagern der Fc-Rezeptoren durch Culicoides-
Antigene nicht mehr mdglich ist. Somit kommt es zu keiner Signaltransduktion und zu
keiner Reaktion der Zelle (messbar in Form der Histaminausschiittung) in Anwesenheit
der Culicoides-Antigene. Das Pferd reagiert nun bei einer Sensibilisierungsprifung auf
Culicoides im FIT negativ. Prinzipiell ware dies moglich, wenn es sich nicht um IgE-
Antikérper handelt. Aufgrund der sehr hohen Bindungsaffinitat des Fce-Rezeptor 1
scheint es unwahrscheinlich, dass eine solche Umverteilung des IgE-Besatzes alleine
durch Dissoziation und erneute IgE Bindung mit anderer Spezifitat stattfindet.
Wahrscheinlicher sind zwei andere Mechanismen:

Die vermehrte Bildung sensibilisierender Antikorper anderer Spezifitdten bestlcken
neu gebildete basophile Granulozyten, sobald sie aus dem Knochenmark ins Blut
gelangen und noch freie Fc-Rezeptoren haben. Alternativ oder ergédnzend kdnnen die
bereits vorhandenen basophilen Granulozyten vermehrt Fc-Rezeptoren exprimieren,
mit denen sie nun die neuen sensibilisierenden Immunglobuline binden. Eine solche
Hochregulation der Expression des Fce-RlI auf Mastzellen und basophilen
Granulozyten infolge erhdhter Konzentrationen an Serum-IgE ist fir den Menschen
(MAC GLASHAN et al. 1998) und die Maus (LANTZ et al. 1997) beschrieben. Wenn
nun weniger fur Culicoides sensibilisierte Basophile und Mastzellen im Korper
vorhanden sind, dirfte dieses Individuum auch in-vivo auf Culicoides nicht mehr mit
einer allergischen Reaktion antworten. Zeigt es dennoch weiterhin klinische Symptome
des Sommerekzems, so spricht dies sehr dafiir, dass nun andere Allergene —
vermutlich von anderen Insekien - spezifische sensibilisierende Antikérper in
ausreichender Dichte auf den Basophilen und Mastzellen vorfinden, diese zur
Mediatorfreisetzung aktivieren und so die klinischen Symptome bedingen. Dies zeigt,
dass einerseits nicht nur Culicoides nubeculosus, sondern auch andere Insekten das
Vollbild des Sommerekzems auslosen konnen. Daher macht es Sinn, bei

Sommerekzemern nicht nur die Sensibilisierung gegen Culicoides sondern auch gegen
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andere Insekten im FIT oder CAST zu prufen. Diese Empfehlung gibt auch die
mangelnde Korrelation von Sensibilisierungsgrad gegen Culicoides nubeculosus und
dem Grad der klinischen Auspragung. Sie widerspricht der in Literatur und Volksmund
gedulerten Dominanz von Culicoides als ,der“ Ursache fur das Sommerekzem bei
Pferden. Um die tatsachliche Bedeutung einzelner Insektenarten fir das
Sommerekzem zu erfassen, sollten ihre Antigene vergleichend im FIT oder CAST zur
individuellen Sensibilisierung geprift und mit der Auspragung sowie dem Verlauf der
individuellen Symptome korreliert werden. Da der FIT sowie auch der CAST einerseits
die aktuelle und funktionelle allergische Reaktionsfahigkeit fur jedes einzelne
potentielle Allergen empfindlich erfasst, ohne den Spender damit zu beeinflussen,
stellen sie eine weiterfiihrende analytische Erganzung zur klinischen Beurteilung dar.
Gegen eine einzige oder nur sehr wenige allergieauslésende — und damit
pathogenetisch relevante Allergene produzierende — Insektenarten sprechen auch die
sehr unterschiedlichen klinischen Auspragungen und Verlaufsformen des
Sommerekzems, die sich auch sehr deutlich in dem in dieser Studie untersuchten
Patientenpool zeigten. Dass im Allgemeinen die Sensibilisierung gegen Culicoides
allerdings erhalten bleibt und insbesondere auch im Winter, in der miickenfreien
Jahreszeit Bestand hat, kann umgekehrt dadurch begrindet werden, dass mit
Ausbleiben der fur die warme Jahreszeit postulierten erhéhten Antigenkonfrontation die
Produktion der Immunglobuline eingestellt wird. Dies geschieht durch das Absterben
der Plasmazellen, die nach ihrer vollstandigen Differenzierung per se nur noch eine
begrenzte Lebensdauer von ca. vier Wochen besitzen (JANEWAY und TRAVERS
2002). Diejenigen Plasmazellen jedoch, die allergenspezifisches IgE sezernieren,
zeichnen sich durch eine langere Uberlebenszeit aus. So wird weiterhin
allergenspezifisches IgE produziert und jetzt mit nur wenig Konkurrenz an Fce-
Rezeptor tragende Zellen gebunden. KAUL (1998) berichtete von zwei vorberichtlich
an Sommerkezem erkrankten, im FIT aber negativen Pferden, die nach zweimaliger
Entwurmung trotz Stallhaltung und wenig Insektenkontakt plétzlich eine deutliche
Sensibilisierung der Basophilen im FIT gegen Culicoides nubeculosus zeigten. Auch
EDMONDS et al. (2001) untersuchten den Einfluss des Verwurmungsgrades von
Ponys auf das Immunsystem/Zytokinproduktion und stellten fest, dass bei stark
verwurmten Tiere ein geringerer IL-4 Spiegel messbar war als bei weniger stark
verwurmten. Ebenso wurde der schitzende Effekt von Helmintheninfektionen durch
Immunmodulation wurde in diversen Mause-, Schweine- und Rinderversuchen weiter
unterstitzt (BASHIR et al. 2002, GRAHAM et al. 2001, HURST et al. 2006).
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Um dies zu verifizieren waren aber weitere und ausfuhrlichere Untersuchungen noétig.
Es lasst sich aber festhalten, dass durch eine starke Verwurmung der Probanden kein

Lfalsch positives® Testergebnis zu erwarten ist.
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6 Zusammenfassung

Therapie des Sommerekzems mit Insol® Dermatophyton — eine Feldstudie
Magdalena Brunner

Primares Ziel dieser Arbeit war es in einer Placebo kontrollierten Blindstudie den
Einfluss von Insol® Dermatophyton (ID) an 51 mit Sommerekzem erkrankten Pferden
zu testen. Dazu wurden die Tiere im Februar des Untersuchungsjahres dreimal im
Abstand von je zwei Wochen mit ID (n=27) oder mit derselben Menge Placebo (n=24)
geimpft. Des Weiteren wurde untersucht, ob sich durch die Behandlung mit ID
immunmodulatorische Effekte nachweisen lassen. Hierfir wurden bei jeder
Untersuchung der Pferde (insgesamt finf Mal) Serumblutproben zur Auswertung
spezifischer Zytokine (IL-1, IL-4, IL-10, IFNy, TNFa) entnommen. Als dritter Punkt
wurden die beiden in-vitro Allergietests Funktioneller in-vitro Test (FIT) und Cellular
Antigen Stimulation Test (CAST) vor und nach der Insektensaison durchgefiihrt und die
Ergebnisse verglichen. Die Veranderungen des klinischen Bildes (Hautveranderungen,
Juckreiz) wurden anhand eines speziell fir diese Studie entwickelten Score-Systems
vor (Februar), wahrend (Juni) und nach (November) der Insektenperiode des
Untersuchungsjahres  beurteilt. Entsprechend  den prinzipiell bekannten
Pradilektionsstellen wurden 12 Korperregionen festgelegt, die auf je finf Symptome
(Haarbruch, Alopezie, blutige/eitrige Hautveranderungen, Hautverdickung, Schuppen)
untersucht und mittels Punktevergabe von 0 (nicht vorhanden) bis 5 (hochgradig
vorhanden) bewertet wurden. Aus der Summe dieser Punktzahlen war fur jedes Tier
und fur jeden Zeitpunkt die klinische Auspragung des Sommerekzems quantifizierbar.
Das am haufigsten vorkommende Symptom war der Haarbruch, gefolgt von der
Hautverdickung. Alle Symptome, mit Ausnahme der Schuppen, hatten ihren Héhepunkt
im Sommer und ihren niedrigsten Wert bei der Erstuntersuchung im Winter. Beim
Symptom Schuppen war dies genau umgekehrt. Die am starksten befallene Region
war der Hals, gefolgt von Schweif und Unterbauch. Die deutlichste Auspragung der
Erkrankung konnte im Sommer beobachtet werden, wohingegen im Winter die
Symptome am wenigstens ausgepragt waren. Es lieRen sich jedoch von dem Score
der Erstuntersuchung im Winter Ruckschllisse auf die Schwere der Erkrankung im
Laufe der Saison ziehen. So waren Pferde mit einem hohen Score im Winter auch im

Sommer deutlich schwerer betroffen als Pferde mit einem niedrigen Ausgangwert.

Bei dem unter verblindeten Bedingungen durchgefiihrten therapeutischen oder

prophylaktischen Einsatz von Insol® Dermatophyton konnte mit dem hier gewahlten
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Therapieschema kein signifikant positiver Effekt auf die klinische Hautsymptomatik des
Sommerekzems festgestellt werden. Es liel3 sich jedoch der Trend erkennen, dass die
mit ID geimpften Tiere im Sommer einen niedrigeren klinischen Score aufwiesen als
die mit Placebo behandelten Tiere. Dieser war statistisch nicht signifikant, konnte aber
durch eine Besitzerbefragung zum Vergleich des Behandlungsjahres mit dem Vorjahr
bestatigt werden. Hierbei beurteilten die Besitzer der Verumpferde die klinische
Auspragung der Symptome ihrer Tiere als signifikant besser als im Vorjahr. Dieser
Effekt wurde in der Placebogruppe nicht festgestellt. Allerdings gaben hier die Besitzer
an, dass die Symptome im Behandlungsjahr signifikant einen Monat spater als im
Vorjahr begannen und ebenfalls statistisch signifikant einen Monat kiirzer dauerten als
im Vergleichsjahr. Die mit ID behandelten Jungekzemer (max. zwei Jahre Symptome)
wiesen des Weiteren zu jedem Untersuchungszeitpunkt einen niedrigeren Score auf

als die Tiere mit langerer Symptomatik (Altekzemer).

Bei der Untersuchung der Zytokine konnte ein immunmodulatorischer Effekt durch die
Behandlung mit ID nachgewiesen werden. So stiegen die Konzentrationen von IL-10,
TNFa und IFNy in der Verumgruppe deutlich und zum Teil auch statistisch signifikant
nach der Impfung an, was eine Verschiebung der Immunantwort von Th2 (Allergie) zu

Th1 (Toleranz) bedeutet. Dies wurde in der Placebogruppe nicht festgestellt.

Der Vergleich der beiden Allergietests - Funktioneller in-vitro Test (FIT) und Cellular
Anitgen Stimulation Test (CAST) - kam zu folgendem Ergebnis: Beide Tests lieferten
auch in der insektenfreien Zeit reprasentative und anndhernd vergleichbare
Ergebnisse. Der FIT war jedoch mit der deutlich niedrigeren Zahl an falsch negativen
Pferden der treffsicherere und dadurch genauere Test. Dies lag zum Grofdteil an den
mitgetesteten kreuzreagierenden Insekten, die primar nicht am Sommerekzemkomplex
beteiligt sind. Dies lasst darauf schlieen, dass ein sehr breites Allergenspektrum flr
die Erkrankung Sommerekzem verantwortlich ist. Beide Tests waren jedoch in der
Starke der Auspragung der Allergiebereitschaft im Winter deutlich héher. Ebenso
waren die falsch-negativen Pferde im Winter weniger, was zu einem genaueren und

zuverlassigeren Ergebnis im Winter flhrte.

Als letzter Punkt wurde der Verwurmungsgrad der Pferde mit dem Schweregrad des
Sommerekzems im FIT gegenubergestellt. Hierbei zeigte sich, dass der
Verwurmungsgrad nicht direkt proportional mit der Hohe des FIT war. Der Trend ging
im Gegenteil dahin, dass stark verwurmte Pferde einen signifikant niedrigeren FIT

aufwiesen als Pferde ohne aktuelle Verwurmung. Ein falsch positives Ergebnis des
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Allergietests, ausgeldst durch eine starke Verwurmung des Tieres, konnte somit

ausgeschlossen werden.

In weiterfihrenden Studien misste untersucht werden, ob der in-vitro vorhandene
immunmodulatorische Effekt durch eine Veranderung der ID Rezeptur verstarkt werden

kdnnte, um somit auch in-vivo statistisch nachweisbar zu sein.
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7 Summary

Therapy of summer eczema using Insol® Dermatophyton — a field study
Magdalena Brunner

The main purpose of this experiment was to test the effect of Insol® Dermatophyton
(ID) by employing a placebo controlled blind study, testing 51 horses suffering from
summer eczema. The animals were vaccinated three times every two weeks in
February of the year the experiment took place using ID (n=27) or placebo (n=24).
Furthermore, the testing encompassed showing whether immunomodulatory effects
could be detected when having used ID. For this purpose, each time the horses were
tested — 5 times in total — blood samples of serum were taken in order to evaluate
specific cytokines (IL-1, IL-4, IL-10, IFNy, TNFa). As a third aim, both in-vitro allergy
tests — “Funktioneller in-vitro Test” (FIT) and “Cellular Antigen Stimulation Test” (CAST)
— were conducted and the results compared. Changes of the clinical results (alteration
of skin, itching) were assessed by a score especially developed for this purpose,
before, during and after the insect period of the respective testing year. Following the
generally well-known predilection sites, 12 body regions were specified, each of which
was analysed for five symptoms (hair breakage, alopecia, bloody/purulent skin
alteration, dandruff) and rated using points between 0 (not apparent) and 5 (extremely
apparent). By adding and evaluating these points, for each animal and each point in

time the clinical intensity of the summer eczema could be quantified.

The symptom most apparent was the hair brittleness, followed by thickening of the
skin. All symptoms, except for dandruff, were most intense in the summer and had their
lowest value in the winter. Regarding the symptom of dandruff, it was vice versa. The
region most afflicted was the neck, followed by the tail and the lower abdomen. The
most obvious characteristic of the medical condition could be observed in summer,
whereas in winter the symptoms were least apparent. It is possible though to gather
conclusions from the score of the first examination in winter regarding the intensity of
medical condition throughout the season. Horses with a high score in the winter were

also afflicted worse in summer than horses with a generally lower score.

After having used ID in a therapeutical or prophylactic placebo controlled blind study, it
could not be established that there was a significantly positive effect on the
symptomatology of skin affected by summer eczema. However, a positive trend could

be observed in that the ID vaccinated animals in summer had a lower score than the
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ones which had been treated with a placebo. The score, nevertheless, was not
statistically significant. This trend, however, could be confirmed by an owner-survey
comparing the year of treatment with the year before. On this occasion the owners of
the verum group evaluated the clinical appearance of the symptoms as significantly
improved in the year of treatment compared with the year before. This effect could not
be seen in the placebo group. Therefore in this group the owners declared that the
average beginning of the symptoms was one month later (July) than the year before
and lasted one month less (3 months), too. Both were statistically significant.
Furthermore, the “young eczema” horses treated with ID (with symptoms of 2 years

maximum) had a respectively lower score each time they were examined.

Having examined the cytokines, an immunomodulatory effect resulting from the therapy
could be verified. For instance, the concentrations of IL-10, TNFa, and IFNy in the
verum group rose considerably and what is also statistically significant, they rose after
the vaccination too. This means an immunomodulatory shift from Th2 (allergy) to Th1

(tolerance). However, this effect could only be shown in-vitro.

Comparing both allergy tests FIT and CAST, the results were as follows: both tests
come to representative and similar results, also regarding off-insect periods.
Nevertheless, FIT is the more sensitive and therefore more accurate test, having an
obvious lower number of false-negative horses. This is mainly due to the cross-reacting
insects, which are not primarily involved in the summer eczema complex. This
suggested that there is a very wide allergen-spectrum responsible for the summer
eczema disease. In both tests, however, in winter the manifestation of summer eczema
disposition in the winter was more extreme; there were also not as many false-negative

horses in winter. All of this leads to a more accurate and reliable result in winter.

As a final point, the intensity of worm attack was contrasted with the severity of
summer eczema symptoms in the FIT test. It could be shown that the worm attack was
not directly proportional to the score of FIT. On the contrary, the tendency could be
observed that verminous horses had a significantly lower FIT than horses without any
actual worm attack. A false-positive result of the allergy test, caused by a strong worm

attack, is therefore impossible.

Further studies will have to establish if the immunomodulatory effect, shown in-vitro,
can be intensified by changing of the ID formula, hence allowing statistical

evidence in-vitro.
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9.1

Anhang

Fragebogen zur Studie ,,Sommerekzem*

Fragebogen zur Studie ,,Sommerekzem*

Besitzer

Name

Datum:

Wohnort mit Postleitzahl

Name

Rasse

Alter

Geschlecht

Farbe

Verwendung

O Freizeit O Zucht/Weide

O Sport — Leistungsklasse: O E/A

3. Allgemeines

Haltung

OL/Mm Os

O Box O Paddockbox O Offenstall

Koppelgang

O stundenweise 0O tagsiber O nachts

O Stroh O Spane O sonstiges

Einstreu

O Tag und Nacht

Fitterung

O Heu O Silage/Garheu O Gras

O Hafer 0O Mdasli O Zusatzfutter

O Stroh

O sonstiges
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o Impfstatus

O Tetanus: O Influenza: O EHV1/4:

e Entwurmungsstatus

o Regelmalige Entwurmung?
O NEIN

O JA O1x0O2x03x04 xpro Jahr

o letzte Entwurmung
O am O mit

¢ Dauermedikation

O NEIN

O JA O welches Medikament

e Decke

O Stall O Regen O Ekzemer O Fliegen

e Bekannte Vorerkrankungen (z.B. Heuallergiker/COB...)
ONEIN

OJA

Behandlung mit:
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4. Vorbericht

e Seit wann befindet sich das Pferd in lhrem Besitz?

O weniger als 2Jahre O langer als 2 Jahre O seit

e Hatte das Pferd beim Kauf schon Symptome?
O NEIN

O JA
O Welche: O Juckreiz O leicht O mittel O stark
O haarlose Stellen O leicht O mittel O stark
O sonstiges: O leicht O mittel O stark
¢ Wurde eine Kaufuntersuchung durchgefiihrt?
O NEIN O JA
O War die Haut zu diesem Zeitpunkt ohne besonderen Befund?
O NEIN OJA
e Hat der Vorbesitzer beim Kauf von Hautproblemen berichtet?
O NEIN O JA
e Wo wurde das Pferd gekauft?
O Land

O Bundesland
O Regierungsbezirk

¢ In welcher Jahreszeit wurde das Pferd gekauft?

O Frahjahr O Sommer 0O Herbst O Winter

e Seit wann hat das Pferd die Symptome/Erkrankung?
O weniger als 2 Jahre O Ianger als 2 Jahre

O seit (wenn bekannt)

e Kam(en) die Erkrankung/Symptome
O plétzlich O langsam/schleichend
e Gab es einen ausléosenden Faktor wie z.B.
O Stallwechsel O weniger als 100km vom alten Stall
O mehr als 100 km vom alten Stall
O anderes Land/Bundesland

[ von nach

O Futterwechsel
OMedikamente O wenn bekannt: welche?
e Haben sich die Symptome im Laufe der Zeit

O gebessert O verschlechtert O gleichgeblieben
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5. Auspraqung/Art der Erkrankung und Symptome

e Wo war der Beginn der Haut -/Fellerkrankung?

OO0 Mahne O Schweif O Unterbauch 0O sonstiges

e Ausdehnung der Veranderungen auf:

O Gesicht O Ohren O Hals O Widerrist

O Mahne O Schweif O Rumpf OUnterbauch O
Beine O Kronsaum 0O Fessel O Leiste

O Innenschenkel
e Wie sehen die Symptome/die Erkrankung/ das Krankheitsbild aus?

(Mehrfachnennungen maoglich)

O Juckreiz O leicht O mittel O stark

O haarlose Stellen O leicht O mittel O stark

O Schuppen O leicht O mittel O stark

O blutige Krusten O leicht O mittel O stark

O Hautverdickung O leicht O mittel O stark

O sonstiges O leicht O mittel O stark

e Hat das Pferd Ihrer Meinung nach Schmerzen?

O NEIN

O JA O leicht O mittel O stark

¢ Gibt es einen Zeitpunkt wo die Symptome/Erkrankung besonders
schlimm ist? (Jahreszeitlich)
O NEIN
OJA O Frihjahr O Sommer [ Herbst O Winter
O Morgens 0O Mittags O Abends O Nachts
e Wurden bei lhrem Pferd Hauterkrankungen diagnostiziert?
O NEIN
O JA O Milben O Pilz O Sommerekzem
o Wie?
O Bluttests
O FIT Test O CAST® Test 0O Ig E Bestimmung
O Ergebnisse (wenn bekannt)
O Hauttests
O Intrakutantest (,Allergietest) O Biopsie

O Hautgeschabsel

O Ergebnisse (wenn bekannt)
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e Haben sie bereits Therapieversuche hinter sich?

O NEIN
O JA

O Glucocorticoide O Cremes O Decke O Repellentien

O Eigenblut O Homdopathika O sonstiges:
O Wann?

O Wirkung?

¢ Wie wiurden Sie den Schweregrad der Krankheit Ihres Pferdes

einstufen?

O keine Symptome

O leichte Symptome

O mittlere Symptome

O schwere Symptome

e Haben Sie in lhrer Gegend eine starke Insektenbelastung?

O NEIN
O JA

o Wann?
O Fruhjahr O leicht O mittel O stark

O Gnitzen O Bremsen O Kriebelmuicken O Stallfliegen

O Sommer O leicht O mittel O stark

O Gnitzen O Bremsen 0O Kriebelmicken O Stallfliegen

O Herbst O leicht O mittel O stark

O Gnitzen O Bremsen 0O Kriebelmlcken O Stallfliegen

Vielen Dank fiir lhre Mithilfe!!
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9.2 Patientendaten

Rasse Alter Geschlecht Farbe Jungekzemer
(QELIG)]

Norweger- )
. 9 S Falbe nein
2 RP S Falbe nein
3 Pony 17 w Rappe nein

4 WB w Falbe ja
5 Friese w Rappe nein
6 Islander 14 w Fuchs nein
7 Criollo 12 S Palomino nein
8 Welsh A 9 s Brauner nein
9 Islander 20 w Fuchs nein

10 KB 2 h Rappe ja

1 Pony 5 w Schimmel ja

12 Haflinger 8 s Fuchs ja
13 Bayr. WB 6 w Schwarzbrauner nein
14 WB 8 w Schimmel nein
15 Criollo 10 w Schwarzbrauner nein
16 Criollo 6 w Brauner nein
17 RP 25 w Brauner nein
18 WB 5 S Fuchs nein
() Welsh A 10 S Brauner nein
20 Tinker 9 w Schecke nein

21 Friese 2 S Rappe ja
22 Criollo 15 w Falbe nein
23 WB 12 w Schecke nein
24 Friese 11 w Rappe nein

Walk i
Appaloosa 3 h Brauner ja
Walk
3 h Rappe nein
Appaloosa

KB 7 w Tigerschecke nein

Paso Fino 19 s Schwarzbrauner ja

Rottaler 9 [ Schwarzbrauner nein
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Islander 31 w Rappe nein
KB-Mix 20 S Brauner nein
PRE 13 w Schimmel nein
PRE 13 w Schimmel nein
RP 8 w Schimmel nein
WB 4 S Rappe ja
Trakehner 2 S Fuchs ja
Friese 6 s Rappe nein
Traber-
. 4 w Brauner ja
Mix
Criollo 10 w Brauner ja
KB 10 h Brauner ja
Friese w Rappe nein
Criollo w Schwarzbrauner nein
PRE w Schimmel ja
KB w Fuchs ja
Fjord 20 w Falbe ja
Fjord-KB-
. 10 w Falbe ja
Mix
Arabo-
) 6 w Schimmel nein
Friese
Shettland-
_ 12 s Schecke ja
Mix
WB w Brauner nein
WB s Schwarzbrauner nein
Haflinger 14 w Fuchs nein
WB Warmblut h Hengst
KB Kaltblut s Stute
RP Reitpony w Wallach
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22

23

24
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9.3 Allgemeinuntersuchung

r&a
r&a

&a

r&a

r&a

r&a

r&a

r&a
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I1&a gut erhalten 48 10 ggr.ger. br <2 377 458
r&a gut erhalten 40 10 br br <2 373 402
r&a sehr gut erhalten 44 16 br br <2 37,7 889
r&a gut erhalten 32 8 br br 2 37,8 396
r&a gut erhalten 36 12 br br <2 37,7 589
r&a gut erhalten 28 20 br br <2 371 420
r&a gut erhalten 32 10 br br <2 374 574
r&a sehr gut erhalten 24 14 ggr.ger. br <2 37,6 478
r&a sehr gut erhalten 32 10 ggr.ger. br <2 37,8 589
r&a sehr gut erhalten 36 16 br br <2 37,7 504
r&a gut erhalten 40 8 ggr.ger. br <2 38 518
I&a mittelgut  erhalten 44 10 ggr.ger. zz: <2 38 402
r&a sehr gut erhalten 36 6 br br 2 38 532
r&a gut erhalten 32 8 br br <2 376 432
r&a gut erhalten 36 16 br br <2 37 567
r&a gut erhalten 36 10 br br <2 37,8 948
r&a gut erhalten 60 14 ggr.ger. br <2 375 589
r&a gut erhalten 44 8 ggrger. br <2 374 445
r&a gut erhalten 44 12 ggr.ger. br 2 37,3 574
r&a gut erhalten 36 22 O 99, 37,2 879

ger. ger.
r&a sehr gut erhalten 36 18 br br <2 374 504
r&a gut erhalten 44 24 br br 2 37 432
r&a sehr gut erhalten 36 8 br br <2 37,6 524
r&a gut erhalten 56 14 br br 2 37,3 238
r&a gut erhalten 36 14 br br <2 374 582
r&a gut erhalten 40 12 ggr.ger. br <2 379 574
r&a sehr gut erhalten 36 12 br br <2 37,8 524

AV Allgemeinverhalten
EZ Ernahrungszustand
HE Hautelastizitat

HF Herzfrequenz
AF Atemfrequenz
LBH Lidbindehaut

r&a ruhig und aufmerksam ger. gerotet

MSH Maulschleimhaut

KFZ Kapillarfullzeit

IKT Innere Korpertemperatur

br blassrosa
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9.4 Score

Punkte Note Punkte Note
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9.5 Statistisch vergleichende Auswertung der Scores der verschiedenen

Untersuchungszeitpunkte

Test bei gepaarten Stichproben Verum

Gepaarte Differenzen
95% Konfidenzintervall T | g Sig.
mw | STA | Standardfehler der Differenz (2-seitig)
W des Mittelwertes
Untere Obere
EZLLJJ 231 | 21,8 44 32,1 141 |-53|24| 000
EU-
AU -16,6 | 18,7 4.0 -24.9 -8,3 -4,2 | 21 ,000
ZU-
AU 55 15,6 3,3 -1,4 12,4 1,7 | 21 ,113
Test bei gepaarten Stichproben Placebo
Gepaarte Differenzen
95% Konfidenzintervall Sig.
Standardfehler der Diff T | df Do
MW | STAW des Mittelwertes er Differenz (2-seitig)
Untere Obere
EZLLJJ 254 246 5,1 36,1 148 |-50[22| 000
EU-
AU -15,3| 13,1 29 -21,3 -9,3 -5,3120 ,000
ZU-
AU 10,5 | 20,8 47 0,7 20,2 2,2 119 ,037
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9.6 Besitzerfragebogen zum Effekt der Insol® Dermatophyton Behandlung im

Vergleich zum Vorjahr

Besitzerbefragung - Vergleich Sommerekzem 2010 vs. 2011

Name Besitzer:

Name Pferd:

Datum:

1. Wann war lhrer Meinung nach der Schlimmste Zeitpunkt/Hohepunkt des
Sommerekzems?

2010
Jan | Feb | Méarz | April | Mai | Juni | Juli | Aug | Sept | Okt | Nov | Dez

2011

Jan | Feb | Marz | April | Mai | Juni | Juli | Aug | Sept | Okt | Nov | Dez

2. Vergleichen Sie bitten den Schweregrad des Befalls fiir folgende
Korperteile :

o Mahne
2010

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2011
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o Schweif

2010

0 1 2 3 10

2011

0 1 2 3 10
o Unterbauch

2010

0 1 2 3 10

2011

0 1 2 3 10
o Kopf

2010

0 1 2 3 10

2011

0 1 2 3 10
o Brust

2010

0 1 2 3 10

2011

0 1 2 3 10
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o andere:
2010
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2011
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

3. Vergleichen Sie bitte allgemein den Schweregrad der Erkrankung
fiir 2010 und 2011.

2010
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2011
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4. Haben Sie, auBBer der Insol Therapie, eine Behandlungsanderung
von 2010 auf 2011 vorgenommen?

o Nein
o Ja

welche

(0= keine Symptome, 10= hochgradige Symptome)
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