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I. Einleitung und Zielsetzung

|I. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die chronisch obstruktive Bronchitis (COB) gilt weltweit als die haufigste
Atemwegserkrankung erwachsener Pferde (EHRMANN et al., 2011). Das
klinische Bild reicht von klinisch unauffallig bis hin zu hochgradiger Dyspnoe. Im
englischen Sprachgebrauch wird die COB nach neuerer Definition als ,,Recurrent
Airway Obstruction” (RAO) bezeichnet. Die RAO ist so definiert, dass sich das
klinische Erscheinungsbild der betroffenen Individuen bei Heustaubexposition
deutlich verschlechtert (Exazerbation) und nach mehrwdchigem Weidegang eine
Verbesserung bis hin zur klinischen Remission eintritt (ROBINSON, 2001). Von
der RAO abzugrenzen ist die ,Inflammatory Airway Disease” (IAD), die vor
allem bei jlngeren Hochleistungspferden auftritt und meist lediglich durch eine
Leistungsintoleranz auffallt. Bei Pferden mit IAD kodnnen ebenfalls Symptome
wie Husten und Nasenausfluss auftreten, im Gegensatz zur RAO zeigen sie
allerdings keine Ruhedyspnoe (COUETIL et al., 2007).

Die RAO wird meist als eine Uberreaktion der Lunge auf Heustaub und
Schimmelsporen bezeichnet. Unklar bleibt jedoch, warum bei identischen
Haltungsbedingungen in einem Stall manche Pferde erkranken, andere jedoch
lebenslang keine Symptome entwickeln. Eine genetische Préadisposition daflr ist
zumindest in einigen Familien vorhanden. Haufig werden auch sogenannte
Triggermechanismen ~ wie  zum  Beispiel  unzureichend  rehabilitierte
Viruserkrankungen im Jugendalter fiir die Auspragung einer RAO verantwortlich
gemacht.

Trotz des Konsens, dass Pferde mit RAO mdglichst staubarm mit viel Frischluft
gehalten werden sollten, werden in der Praxis immer h&ufiger Patienten vorstellig,
bei denen trotz optimierter Haltungsbedingungen keine Besserung der klinischen
Symptome eintritt. Bei einigen Pferden verschlechtert sich der Zustand sogar bei
Weidehaltung. Manche Besitzer berichten, dass ihr Pferd immer zu bestimmten
Jahres- oder Pollenflugzeiten hustet. So hélt SCHATZMANN (1970) bei 10 % der
chronisch lungenkranken Pferde eine rein exogen-allergische Ursache fir
moglich. ABDEL-SALAM (1989) stuft 46,5% der von ihm untersuchten an
COPD (,,chronic obstructive pulmonary disease*) erkrankten Pferde auf Grund

der Zytologie des Tracheobronchialsekrets als allergieverdachtig ein, wahrend laut



I. Einleitung und Zielsetzung

GERBER (1980) sogar 75% der Pferde mit chronischem Husten an einer
allergisch bedingten Krankheit leiden.

Daher stellt sich die Frage ob es sich bei chronisch obstruktiven
Lungenerkrankungen bei Pferden tatsdchlich immer um das gleiche
Krankheitsgeschehen mit der gleichen Genese handelt.

In dieser Arbeit soll deshalb untersucht werden ob eine allergische Ursache bei
betroffenen Pferden gefunden werden kann und ob die Bronchialobstruktion auf
ein bestimmtes Allergen durch eine gezielte Allergen-Inhalation provoziert
werden kann. Weiter soll evaluiert werden, welcher Allergietest am Sensitivsten
fir die Erkennung eines allergieauslésenden inhalativen Allergens bei einer

allergisch induzierten Bronchitis beim Pferd ist.



Il. Literaturibersicht

I1.LITERATURUBERSICHT

1. Recurrent Airway Obstruction

1.1. Definition

Der Begriff ,,Recurrent Airway Obstruction® (RAQO) wird seit dem internationalen
Workshop on Equine Chronic Airway Disease im Jahre 2000 (verdffentlicht durch
ROBINSON, 2001) verwendet und ersetzt die bis dato tUblichen Bezeichnungen
wie COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease), COB (Chronic Obstructive
Bronchitis) und Heaves (Dampfigkeit, Lungendampf). Sie ist als eine nicht
infektiose, unheilbare Atemwegserkrankung des Pferdes definiert, die sich bei
Exposition von staubigem und schimmligem Heu und Einstreu verschlechtert und
bei ausschliellicher Weidehaltung bis hin zur Kklinischen Remission verbessert
(ROBINSON, 2001). Erkrankte Pferde entwickeln eine Bronchokonstriktion und
eine neutrophile Entziindung der Atemwege mit Symptomen wie Husten,
Nasenausfluss, Leistungsintoleranz, Dyspnoe bis hin zu Ndsternblahen,
Afteratmung und der Entwicklung einer sichtbaren ,,.Dampfrinne” (MORAN et
al., 2011). Bei der zytologischen Untersuchung des Tracheobronchialsekrets
(TBS) und der bronchoalveolaren Lavage (BAL) Uberwiegt ein neutrophiles

Entzindungsbild mit deutlicher Hypersekretion.

Als ,,Weideform* der RAO wird die ,,Summer Pasture-Associated Obstructive
Pulmonary Disease* (SP-AOPD) bezeichnet, bei der die Krankheitssymptome im
Gegensatz zur herkbmmlichen RAO nach langerem Weideaufenthalt auftreten.
Dieses Krankheitsbild ist deutlich seltener und wurde vor allem in Amerika in den
Bundesstaaten Florida, Georgia, Louisiana und Mississippi, aber auch in England
und Irland beobachtet. Am hdufigsten treten die Symptome im Juni auf (ca. 50%
der Krankheitsausbriiche), was auf die starke Hitze kombiniert mit erhohter
Luftfeuchtigkeit zurtick zu fuhren ist, die wiederum zu einer vermehrten Bildung
von Pilzsporen filhren (COSTA et al., 2006). Die Krankheitssymptome
entsprechen denen der RAO und sind klinisch nicht zu unterscheiden.

Von der RAO wird die ,,Inflammatory Airway Disease” (IAD) abgegrenzt, die
gewohnlich eher jungere Pferde betrifft. Bis zum jetzigen Zeitpunkt herrscht

Unklarheit dariiber, ob es sich bei der IAD um ein eigenstandiges Krankheitsbild
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oder um eine Vorstufe der RAO handelt. Die klinische Symptomatik ist hierbei
deutlich geringer ausgepragt und fallt daher haufig nur bei Rennpferden durch
eine Leistungsintoleranz auf. Ein weiteres Kriterium fur das Vorliegen einer IAD
ist ein maRig erhohter Gehalt (5-20%) an nicht septischen Entziindungszellen in
der BAL. Husten und eine erhéhte Menge von Tracheobronchialsekret kann, muss
aber nicht vorliegen. Im Gegensatz zur RAO kann die IAD vollstdndig ausheilen.
In einigen Féllen bleibt sie allerdings bestehen oder kann in eine RAO (ibergehen.
Pferde mit IAD zeigen als Abgrenzung zur RAO keine Ruhedyspnoe. (COUETIL
etal., 2007, LAVOIE et al., 2011).

1.2. Epidemiologie und Vererblichkeit

Aktuelle epidemiologische Studien tGber das Vorkommen der RAO in Westeuropa
sind leider eher sparlich. HOTCHKISS et al. (2006) schatzen die Pravalenz mit
Hilfe eines validierten Fragebogens in Grol3britannien auf 14 %, laut GERBER et
al. (2014) leiden in der nordlichen Hemisphéare 7-20 % der adulten Pferde an
RAO. Friuhere Studien Uber die Haufigkeit der Erkrankung ergaben zum Teil
deutlich hohere Ergebnisse, allerdings lagen diesen Untersuchungen sehr
unterschiedliche Kriterien zu Grunde. Nach REITEMEYER (1983) wiesen 83 %
der als gesund vorgestellten Pferde einer Auktion Anzeichen einer COB auf, in
einer Studie an Schweizer Armeepferden waren 54 % der Pferde erkrankt
(BRACHER et al., 1991), und SAssE et al. (1985) fanden in Untersuchungen in
Reitstallen quer durch die Niederlande bei 5 % der Pferde klinische Anzeichen
einer Erkrankung, aber bei 33,3 % der Pferde Sekret in der Trachea. Diese
Ergebnisse stehen mit Untersuchungen von WINDER und VON FELLENBERG (1987)
in Einklang, wonach 37,4 % aller Schlachtpferde histologisch Anzeichen einer
chronischen Bronchiolitis aufwiesen. GERBER et al. (2003) fanden in einer Studie
an fur gesund gehaltenen Sportpferden, die in Innenboxen auf Stroh gehalten
wurden, bei allen untersuchten Pferden Hinweise auf eine subklinische
Inflammatory Airway Disease.

Fur die Erkrankung, frither als ,,Lungendampf* bekannt, wurde schon friih eine
genetische bzw. familidre Komponente als Basis vermutet (SCHAEPER, 1939).
Eine erblich bedingte erhdhte Empféanglichkeit fur die Erkrankung wurde seitdem
von vielen Autoren beschrieben (GERBER et al., 2009; MARTI et al., 1991,
RAMSEYER et al., 2007). Es ist nachgewiesen, dass Pferde, bei denen beide

Elterntiere an COB leiden ein hoheres Erkrankungsrisiko aufweisen als Pferde mit
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nur einem oder keinem erkrankten Elternteil. Gerber et al. (2009) konnten mit
Hilfe eines Fragebogens in einer Familie einen autosomal-rezessiven Erbgang und
in einer anderen Familie einen autosomal-dominanten Erbgang identifizieren. Die
Vererbbarkeit ist jedoch sehr komplex und polygentetisch (GERBER et al., 2014).
So spielt zumindest in einigen Fallen der Interleukin 4 Rezeptor (IL4R) eine Rolle
(KLUKOWSKA-ROTZLER et al., 2012; RACINE et al., 2011). In anderen
Studien an Familien mit einer hohen Prévalenz fir RAO wurde eine Assoziation
zwischen RAO, einer verminderten Ausscheidung von Strongylideneiern und
einem erhohten Risiko fur allergische Hauterkrankungen nachgewiesen
(GRAUBNER et al., 2012; SCHLEUNIGER et al., 2011; NEUHAUS et al., 2010;
JOST et al., 2007). Die Autoren gehen von einer genetisch bedingten erhthten
Resistenz gegeniber intestinalen Parasiten aus und bezeichnen dieses Phdanomen
als ,,inverse Bezichung®“ zwischen Parasitenabwehr und erhohter Neigung zu
Allergien. Der Zusammenhang lasst sich mdglicherweise dadurch erklaren, dass
die Hauptaufgabe des Immunglobulin E (IgE) in der Abwehr von Endoparasiten
liegt. Ob das vermehrte Auftreten von Allergien in den letzten Jahrzehnten mit
dem Riickgang der parasitiren Belastung zu erkléren ist (,,Hygiene-Hypothese*)

oder vielmehr eine genetische Varianz darstellt bleibt noch zu kléren.

1.3. Atiologie

Zusétzlich zu der genetischen Pradisposition ebnen hédufig auch bakterielle
Erkrankungen und Virusinfektionen des Respirationstrakts das Feld als
Wegbereiter fiir spatere Uberempfindlichkeitsreaktionen (GEHLEN & MAY,
2011; FEY, 2006). Der Exposition von organischem Staub in Einstreu und Futter
sowie der Ammoniakkonzentration des Stallklimas kommen jedoch eine zentrale
Rolle fir die Auspragung der Krankheit zuteil. Zahlreiche potentielle
proinflammatorische Partikel wie bakterielle Endotoxine, tber 50 verschiedene
Schimmelpilzspezies,  Peptidoglykane,  Proteasen,  mikrobielle  Toxine,
Futtermilben, Pflanzenpartikel und anorganischer Staub wurden im Stallstaub
nachgewiesen (PIRIE, 2013; MC GORUM et al., 2008). Der Zusammenhang
zwischen der Auspragung von RAO und der Fiitterung von schimmeligem Heu
wurde in zahlreichen Studien bestétigt. PIRIE et al. demonstrierten sowohl in
einer Studie mit der Exposition von natlrlichem Heu und Stroh (2003) als auch
bei der Inhalation einer Heustaub-Suspension (2002) eine Assoziation zwischen

dem Schweregrad der neutrophilen Antwort bei RAO-Pferden und der
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Konzentration der Schimmelsporen. MCGORUM et al. (1993) und
MCPHEARSON et al. (1979) zeigten, dass sowohl die Inhalation von einem
Extrakt aus Aspergillus fumigatus als auch aus Faenia rectivirgula eine
neutrophile Entzindung der Atemwege mit pulmonaler Dysfunktion bei
asymptomatischen  RAO-Pferden  hervorruft, nicht jedoch bei den
Kontrollpferden. Im Gegensatz dazu erzeugten DERKSEN et al. (1988) bei einer
Inhalationsstudie mit Faenia rectivirgula sowohl bei asymptomatischen RAO-
Pferden als auch bei der Kontrollgruppe eine Erhohung der neutrophilen
Granulozyten der Atemwege. Ahnliche Ergebnisse erzielten BEELER-MARFISI
et al. (2010) bei der Inhalation einer Suspension aus Pilzsporen,
Lipopolysacchariden und Silica microspheren, die ebenfalls bei gesunden wie bei
RAO-Pferden eine neutrophile Antwort ausloste. PIRIE (2013) sieht die
atiologische Rolle von inhalierten Schimmelpilzen als die Hauptursache fir die
Auspragung einer RAO, wobei der Grad der Erkrankung wohl auch durch andere
organische Staubpartikel, allen voran Endotoxine und Faktoren wie Kalte,
trockene Luft und schadliche Gase verschlechtert wird.

1.4, Pathogenese

Unabhangig von der Atiologie der Erkrankung ist nach DEEGEN (1992) eine
Einengung der Bronchien und Bronchioli durch die drei Hauptmechanismen
Bronchospasmus, Dyskrinie und Schleimhautschwellung die  wichtigste
pathologische Veranderung. Dies geschieht einerseits durch die Hyperreagibilitat
der Atemwege, andererseits durch eine Stérung der mukozilidaren Clearance. Bei
gesunden Pferden wird der dem Flimmerepithel aufliegende Schleim zum groten
Teil von submukdsen Driisen und in geringem Anteil von Becherzellen produziert
und durch Flimmerzellen oral abtransportiert. Die Schleimschicht besteht aus
einer wassrigen Solphase, in die die Zilien des Epithels hineinragen und einer
dartiber liegenden viskésen Gelphase, in der inhalierte Partikel und Zelldetritus
festgehalten werden kénnen (TRAUB, 2005). Bei einer chronischen Bronchitis
verandert sich die Epithelauskleidung der bronchialen Atemwege. Es kommt zu
einer Vermehrung der Becherzellen bis in die Bronchiolen, einer Abnahme der
schleimproduzierenden Clara-Zellen und zu einem Zilienverlust des
Flimmerepithels, der durch die Schadigung durch eventuell vorangegangene
Infekte noch verstarkt sein kann. Der Wimpernschlag der Zilien sistiert, wenn zu

wenige Zilien vorhanden sind, die Gelphase zu z&hflissig wird oder ein freier
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Rickschlag nicht mdglich ist, weil die Solphase von der Gelphase erdriickt wird
(SASSE, 1995). Mastzellen, Lymphozyten, neutrophile und eosinophile
Granulozyten wandern dann durch das Epithel ein und koénnen so zu einer
Weitung der Interzellularspalten beitragen. Der andauernde Entzindungsreiz
durch die von diesen Zellen produzierten Zytokine kann zu einer Fibrosierung der
Alveoalarsepten und zur Entwicklung eines Bronchialddems fiihren. Hinzu
kommt h&ufig eine unzureichende Bewegung der Pferde und somit ein Fehlen der
positiv. adrenergen Stimulation der mukoziliaren Clearance und der
Bronchodilatation durch kérperliche Belastung (DEEGEN et al., 1987). Durch die
ubermélRige Bereitschaft der Atemwege erkrankter Pferde auf inhalierte Noxen
mit einem Bronchospasmus zu reagieren, entsteht eine Hypertrophie der
Bronchialmuskulatur. Ohne Therapie oder Anderung der Haltungsbedingungen
erhalten und verschlimmern sich die genannten pathomorphologischen
Veranderungen gegenseitig, bis die Bronchialobstruktion schlieBlich in einen
irreversiblen Zustand tibergeht (DEEGEN, 1992). Dariuiber hinaus kann bei einer
schweren Bronchialobstruktion die Atemluft bei der Exspiration nicht mehr
vollstdndig entweichen, es kommt zum so genannten ,,Air Trapping®“-Phdnomen.
Dabei wird Luft in den distalen Alveolen eingeschlossen, in den betroffenen
Lungenbereichen kann daher kein Gasaustausch mehr stattfinden. ,,Air Trapping®,
der Elastizitatsverlust der Lunge durch die beschriebene Fibrosierung und die
dadurch  notwendige forcierte  Exspiration  fihren zur irreversiblen
Emphysembildung (ROBINSON, 2006; AINSWORTH und CHEETHAM, 2010)

1.5. Immunologie

Die genauen immunologischen Mechanismen, die zur Auspragung einer RAO
flhren sind bislang noch nicht vollstandig geklart, jedoch unterstiitzen zahlreiche
Studien die Beteiligung einer Hypersensitivitatsreaktion (ROBINSON et al.,
1996). Diese ist durch eine gestorte Th1/Th2-Balance charakterisiert, bei der sich
die bei gesunden Pferden vorwiegende Th1l-Antwort hin zu einer vermehrten Th2-
Antwort mit vermehrter Th2-Zytokinbildung verschiebt. (HOROHOV et al.,
2009). Interleukin-12 (IL-12) stimuliert Th1-Zellen, die daraufhin u.a. Interferon-
y, Interleukin-2 (IL-2) und IL-8 produzieren und eine durch Makrophagen
dominierte zellulare Immunantwort auslésen. Dagegen werden naive T-
Helferzellen durch IL-4 zur Differenzierung zu Th2-Zellen stimuliert und bilden

darauthin IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 und leiten damit eine vorwiegend
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Antikorper-dominierte humorale Immunantwort ein (REYNER et al., 2009). IL-4
regt aulerdem B-Lymphozyten dazu an Antikorper vom IgE und 1gG-Typ
herzustellen, wahrend Interferon-y die Produktion solcher Antikérper hemmt und
dafiir die Ausbildung nicht-sensibilisierender Antikorper fordert (TRAUB, 2005).
Die so produzierten Antikorper binden hochaffin an die membranstindigen Fce-
Rezeptoren (binden IgE) oder an Fcy-Receptoren (binden 1gG) von Mastzellen
und basophilen Granulozyten. Dadurch kommt es bei Allergenkontakt zur
Kreuzvernetzung der IgE-Molekiile und somit zur Aktivierung dieser Zellen.
Diese reagieren nun einerseits mit Degranulation der gespeicherten Mediatoren
wie Histamin, Heparin und Zytokinen, andererseits werden Leukotriene und
Prostaglandine erst neu gebildet — und kdnnen so zu einer bis zu mehreren
Stunden verzogerten Auspragung einer allergischen Reaktion fiihren. Durch diese
Mediatoren werden weitere inflammatorische Leukozyten, wie z.B. eosinophile
Granulozyten und Th2-Lymphozyten angelockt und fuhren bei andauernder
Allergenexposition zur Aufrechterhaltung der Mastzellaktivierung. Die Folge ist
eine chronische Entzlindungsreaktion (JANEWAY et al., 2002). Zahlreiche
Studien konnten eine UberméaRige Expression von Th2-Zytokinen in der Lunge
von RAO-Pferden nachweisen (CORDEAU et al., 2004; LAVOIE et al., 2001;
HOROHOV et al., 2005). Die chronische Inhalation von Staubpartikeln bewirkt
eine UberméaRige Stimulierung der Makrophagen, die durch eine vermehrte
Zytokinproduktion, vor allem durch Interleukin-8 (IL-8) chemotaktisch auf
neutrophile  Granulozyten wirken (FRANCHINI et al., 1998). Nach
Allergenkontakt kommt es innerhalb von sechs bis acht Stunden zur
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in die Atemwege (ROBINSON,
2001). AINSWORTH konnte 2009 eine Beteiligung des neu entdeckten IL-17 an
der Pathogenese der RAO nachweisen. IL-17, das von Th-17 Zellen gebildet wird,
fordert durch die Steigerung der Produktion von Chemokinen wie Chemokine (C-
X-C motif) Ligand 1 (CXCL1) und CXCL2, IL-8, “granulocyte colony-
stimulating factor” und TNF-a die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten
an Schleimhaut-Oberflachen. Th-17 Zellen werden durch IL-6 stimuliert und
durch IFN-y und IL-4 gehemmt. Interleukin-23, das zur IL-12-Familie gehort,
wird vor allem von aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen gebildet
und spielt wiederum eine wichtige Rolle fiir das Langzeit-Uberleben von Th-17
Zellen und somit fiir die Produktion von IL-17 (REYNER et al., 2009). Eine

Aktivierung von IL-17 und IL-23 gilt als Zeichen einer chronischen Entziindung
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von Schleimhduten. In einer Studie von REYNER et al. (2009) konnten nach
Inkubation von BAL-Zellen mit einer Heustaubsuspension zwar eine gesteigerte
Zytokinproduktion nachgewiesen werden, jedoch gab es keine signifikanten

Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der RAO-Gruppe.

1.6. Anamnese und Klinische Untersuchung

Die Erhebung des Vorberichts spielt bei der Untersuchung eines Pferdes mit
RAO-Verdacht eine bedeutende Rolle. Eine langer als drei Monate anhaltende
Hustensymptomatik, haufig auch nur bei Beginn der Belastung als sogenanntes
»Abhusten, vermehrter Nasenausfluss oder Anzeichen einer Leistunginsuffizienz
konnen deutliche Hinweise auf das Vorliegen einer chronischen Bronchitis
darstellen. Saisonale oder haltungsbedingte Verédnderungen der Symptome kdnnen

hilfreiche Hinweise liefern.

Bei der chronisch-obstruktiven Bronchitis des Pferdes handelt es sich immer um
eine  Ausschlussdiagnose, bei der insbesondere akute oder chronisch-
persistierende Infektionen ausgeschlossen werden missen (FEY, 2006). Die
klinischen Anzeichen einer RAO werden durch die (berschielende
Immunantwort und die daraus resultierende Bronchialobstruktion verursacht.
Diese fuhrt zu einer pulmonalen Ventilationsstérung, die sich in den
verschiedenen Stadien von einer geringgradigen Leistungsintoleranz bis hin zur
hochgradigen Ruhedyspnoe zeigen kann. Weitere klinische Symptome sind
Husten, Nasenausfluss, erschwerte, abdominal betonte Ausatmung, Nusternblahen
in Ruhe, Afteratmung und eine Hypertrophie der schrdgen Bauchmuskulatur
(sichtbar als sogenannte ,,Dampfrinne*). Bei der Auskultation der Lunge kann v.a.
bei der Exspiration durch den erhohten Luftwiderstand ein verscharftes
Atemgerdusch horbar sein. Dieses kann sich bis hin zu einem Giemen oder
Rasselgerdusch darstellen, das durch den vermehrten und zahviskésen Schleim in
den Atemwegen entsteht. Dartber hinaus kann bei Vorliegen eines
Lungenemphysems ein vergrofiertes Lungenfeld mit berlautem Schall bei der
Perkussion der Lunge festgestellt werden.

1.7. Endoskopische Untersuchung
Die endoskopische Untersuchung der Atemwege gehdrt in der modernen
Pferdemedizin zu den Standarduntersuchungen bei Patienten mit einer

Atemwegsproblematik. Hilfreich ist diese Untersuchung vor allem zur Abkl&rung
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von Atemgerduschen, zur Identifizierung subklinischer RAO-Patienten, zur
Kontrolle von Therapieerfolgen und zur Visualisierung der Problematik fir den
Tierbesitzer. Geachtet wird wéhrend der gesamten Untersuchung auf
Schleimhautschwellung und -rétung, Sekretmenge und —viskositat sowie auf
pahthologische ~ Abweichungen wie  Zubildungen, Verletzungen  oder
Verfarbungen und Assymmetrien. Typische Anzeichen fir eine RAO sind eine
R6tung und Schwellung der Schleimh&ute und eine vermehrte Schleimbildung in
der Trachea und den Bronchien. Fir die Beurteilung der Sektretmenge und —
viskositat gibt es verschiedene Befundschemata, wobei sich vor allem die
Einteilungen nach OHNESORGE (1998) oder GERBER (2004) etabliert haben.
Eine endoskopische Untersuchung bietet auch eine gute Gelegenheit fir
Probenentnahmen aus Tracheobronchialsekret (TBS) oder bronchioalveolarer
Lavage Fluid (BALF) und deren weitere histologische, bakteriologische oder

biochemische Untersuchung.

1.8. Arterielle Blutgasanaylse

Mit der arteriellen Blutgasanalyse l&sst sich die Effektivitat des Gasaustausches in
der Lunge né&her bestimmen. Hierfir ist die Gewinnung von arteriellem Blut
notwendig. Die Blutentnahme erfolgt in der Regel durch Punktion der A. carotis
communis dextra eine Hand breit oberhalb des Uberganges der Vorderbrust in den
Hals mit einer diinnlumigen Kanile. Als physiologische Werte auf Meereshohe
gelten ein Sauerstoffpartialdruck (pO2) von 100 + 5 mmHg und ein
Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO2) von 40 + 5 mmHg. Wenn bei
physiologischem arteriellen pCOz2 der arterielle pO2 unter Werte von 90 mmHg
sinkt, liegt eine respiratorische Partialinsuffizienz und bei Werten unter 80 mmHg
eine  Hypoxamie vor (FEY, 2006). Erst infolge schwerwiegender
Funktionsstérungen kommt es auch zum Anstieg des arteriellen
Kohlenstoffdioxidpartialdrucks (Hyperkapnie), da die Diffusibilitdt des
Kohlenstoffdioxides etwa zwanzigfach besser ist als die des Sauerstoffes. Beim
gleichzeitigen Vorliegen einer arteriellen Hypox@mie und einer Hyperkapnie
spricht man von einer respiratorischen Globalinsuffizienz (FEY, 2006).

Bei diesen Referenzbereichen muss allerdings beriicksichtigt werden, dass
Partialdriicke generell stark durch den aktuellen Luftdruck und die
Korpertemperatur des Pferdes variieren konnen. Die aktuell rektal gemessene

Korpertemperatur wird daher in der Regel in das Blutgasanalysegerat eingegeben.
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Um einen von Wetter- und Luftdruckschwankungen unabhéngigen,
vergleichbaren ~ Wert  zu  erhalten, kann  die  Alveolo-arterielle
Sauerstoffpartialdruckdifferenz (AaDO;) berechnet werden (siehe Gleichung
1). Eine Druckdifferenz von < 7 mmHg gilt als physiologisch, Werte iiber 20
mmHg deuten auf eine erhebliche Atemwegsobstruktion hin (FEY, 2006).

p4a0; [mmHg] = (P8 [mmHg] — pH,0 [mmHg]) x FiO; - p,CO; x F [mmH(]

A-aDO, [mmHg] = p40O, [mmH(g] - paO, [mmHg]

p4O;: alveolarer Sauerstoffpartialdruck

Pa: aktueller Barometerdruck

pH:O: Wasserdampfdruck (= 47 mmHg)

Fi0;: prozentualer Anteil des Sauerstoffs in der Inspirationsluft ( bei Atmung von
Raumluft immer 20,95%)

PCO;: arterieller CO,-Partialdruck

F: Faktor, der vom respiratorischen Quotienten des Probanden abhéngt (in der
Klinik vernachléssigbar)

paO;: arterieller O,-Partialdruck

A-aDO;: Alveolo-arterielle Sauerstoffpartialdruckdifferenz

Gleichung 1: Berechnung der alveolo-arteriellen Sauerstoffdruckdifferenz
(nach Klein und Deegen 1986)

1.9. Intrapleurale Druckmessung

Bei lungenkranken Pferden muss fir eine effektive Inspiration die aktive
Thoraxerweiterung verstarkt werden, was zu einem inspiratorisch stérker
sinkendem Druck im Interpleuralraum fuhrt. Entsprechend steigt der Druck bei
einer erschwerten Exspiration, vor allem wenn eine aktive Kompression der
Bauchmuskulatur fir die Uberwindung des Atemwegswiderstandes notwendig ist.
Dadurch ist bei lungenkranken Pferden die maximale interpleurale Druckdifferenz
(APpl) zwischen dem niedrigsten inspiratorischnen und dem hdchsten
exspiratorischen Interpleuraldruck im Vergleich zu lungengesunden Pferden
erhoht. Als physiologische Druckdifferenz bei lungengesunden Pferden werden

Werte zwischen 2 und 10 cm H,O angegeben, die RAO ist ab einer
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Druckdifferenz von mehr als 15 cm H,O definiert (DEEGEN und KLEIN, 1987;
COUETIL, 2006; ROBINSON, 2001).

Die indirekte Bestimmung des Interpleuraldrucks Uber eine druckempfindliche
Osophagussonde (DEEGEN und KLEIN, 1987; SASSE, 1971) ersetz heute meist
die fruher verwendete, sehr invasive direkte Intrapleuraldruckmessung, bei der
eine Kanile in den Intrapleuralspalt eingebracht werden musste. Die Ergebnisse
der indirekten Messung korrelieren gut mir denen der direkten und sind als
adadquate Methode anerkannt (BOERMA et al.,, 1985, DERKSEN und
ROBINSON, 1980; KLEIN und DEEGEN, 1987).

Auf eine Sedierung der Pferde wahrend der Untersuchung sollte verzichtet
werden, da die meisten Sedativa, insbesondere a2-Agonisten, eine
bronchodilatatorische Wirkung haben und somit eine Verfalschung der
Messergebnisse bewirken. Das Anlegen einer Nasenbremse beeinflusst die
Ergebnisse jedoch nicht entscheidend (DEEGEN und KLEIN, 1987).

Als  weitere  hdaufig  verwendete  Lungenfunktionstests sind  die
Pneumotachographie, die Spirometrie und die Plethysmographie zu nennen. Bei
der Pneumotachographie wird die Atemstromstarke mit Hilfe eines kleinen
mechanischen Wiederstandes innerhalb eines Rohrs gemessen, mit der
Spirometrie das Atemzugvolumen. Diese beiden Lungenfunktionsmessungen
werden meist kombiniert durchgefuhrt. Hierzu wird dem Pferd eine luftdicht
anliegende Atemmaske angelegt, welche die Atemluft des Pferdes durch den
Pneumotachographen leitet. In Kombination mit der Intrapleuraldruckmessung
(Iso-Volumen-Methode)  kdnnen  wichtige  lungenfunktionsdiagnostische
Parameter, wie der Atemwegswiderstand und die dynamische Compliance
errechnet werden. Bei der Plethysmographie befindet sich der Proband in einer
starren, luftdicht geschlossenen Kammer. Dabei werden Volumen- und
Druckéanderungen die durch die Atmung verursacht werden wahrgenommen.
Dieses System wird ebenfalls haufig mit der Atmung durch einen
Pneumotachographen kombiniert um gleichzeitig den Atemwegswiderstand
bestimmen zu konnen. Da dieses Verfahren aus technischen Griinden in der
Pferdemedizin kaum mdoglich ist, wurde die respiratorische induktive
Plethysmographie aus der Humanmedizin fur das Pferd etabliert. Hierbei werden
die Volumenénderungen durch die Atemtatigkeit mit Hilfe von Sensoren an

elastischen Gurten gemessen, die dem Pferd um den Thorax und das Abdomen
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angelegt werden. Kombiniert man die respiratorische induktive Plethysmographie
wiederum mit der Pneumotachygraphie wird diese Methode das ,,flow-metrische*
System genannt (KUHN, 2004).

1.10. Histamin-Inhalations-Provokationstest

Der  Histamin-Inhalations-Provokationstest ~ dient zum  Nachweis  der
unspezifischen Reagibilitat der Atemwege. Hierbei inhalieren Pferde jeweils zwei
Minuten lang Histaminlésungen in aufsteigenden Konzentrationen bis zu den
ersten Anzeichen einer Dyspnoe (KLEIN und DEEGEN, 1986). Das inhalierte
Histamin wirkt zum einen reflektorisch Uber eine Reizung des N. vagus, zum
anderen direkt an den Histaminrezeptoren der Bronchialmuskulatur und 16st dort
Uber eine Stimulierung der H1-Rezeptoren einen Bronchospasmus aus
(COCKCROFT et al., 1977). KLEIN und DEEGEN (1986) fanden bei gesunden
Pferden keine erhohte unspezifische Reagibilitat, aber bei 25% aller

geringgradigen und bei 100 % aller hochgradigen Patienten.
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2. Allergie

Der Begriff “Allergie” leitet sich von den griechischen Wortern llos = anders und
érgon = Werk, Tatigkeit ab. Er wurde erstmals 1906 von dem Péadiater Clemens
von Pirquet in der Minchener Medizinischen Wochenschrift verwendet,
allergische Erkrankungen sind jedoch weit langer bekannt. So konnte der erste
uberlieferte Allergiker der Weltgeschichte Pharao Menses gewesen sein, der im
Jahr 2641 v. Chr. an einem Wespenstich starb (RING, 2007).

Eine der grundlegenden Funktionen des Immunsystems ist die Unterscheidung
von korpereigen und korperfremd sowie erlaubtem ,Selbst“ und unerlaubtem
»Selbst, wie z.B. Krebszellen oder geschadigte Zellen. Funktioniert diese
Kontrollfunktion nicht einwandfrei, besteht die Mdoglichkeit, dass die Antwort
uber das Ziel hinaus schie8t. Diese (berschielende Reaktion wird als Allergie
bezeichnet. Ihre Symptome sind abhéngig vom Reaktionsgrad der Effektorzellen
und ihrer Wechselwirkung mit 16slichen Stoffen (JANEWAY, 2005).

2.1. Allergietypen

Die Klassifikation der krank machenden Immunreaktionen in vier Allergietypen
nach COOMBS und GELL (1968) nach ihren Pathomechanismen ist bis heute
gultig. Erganzt wurden sie spater durch die Typen V fir die granulomatdse und VI
fur die spezifisch pathogenen Antikdrperwirkungen. Obwohl sie sich groRtenteils
auf Untersuchungen aus der Humanmedizin stutzt, wurde die Klassifikation auch

in die Veterindrmedizin Ubernommen.

2.1.1.  Typ I (anaphylaktische oder IgE vermittelte Reaktion)

Die allergische Reaktion vom Typ-I umfasst die IgE-vermittelten Reaktionen und
wird allgemein als Sofort-Typ-Reaktion bezeichnet. Klinische Erscheinungen
treten meist innerhalb von 40 Minuten auf. In der Humanmedizin z&hlen hierzu
die Anaphylaxie, die allergische Rhinokonjunktivitis, das allergische Asthma
Bronchiale, die Urtikaria und die Nahrungsmittel- bzw. die Insektengift-
Anaphylaxie. Pathophysiologisches Prinzip ist die Freisetzung vasoaktiver
Mediatorsubstanzen (v.a. Histamin und Heparin), durch Verbindung (,,Bridging®)
zweier IgE-Molekiile auf der Oberflache von Mastzellen und basophiler
Leukozyten durch das Allergen. Hierfir ist eine vorausgegangene Sensibilisierung

und eine ausreichende Antikorper-Dichte auf den Typ-I-Effektorzellen notwendig.
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Weitere Entziindungsmediatoren wie z.B. Leukotriene, werden daraufhin erst neu
gebildet und bewirken so die verzogerte Form der Typ-l Allergie. Die Reaktion
verlauft Komplement-unabhéngig. Der anaphylaktische Schock, die Urtikaria und
das Sommerekzem (Insect Bite Hypersensitivity) beim Pferd sind hier
einzuordnen. Fir weitere Krankheitsbilder wie die chronisch rezidivierende
Konjunktivitis, Head-Shaking, allergische Durchfallerkrankungen und die RAO
wird eine Typ-1-Genese diskutiert (HAMPEL et al., 2008; JANEWAY et al.,
2002; LUNN u. HOROHOV, 2004; RING, 2007).

2.1.2.  Typ Il (zytotoxische Reaktion)

Typ-11-Reaktionen entstehen durch zytotoxische Antikorper, die gegen
Oberflachendeterminanten  von  Zellen  gerichtet sind und  unter
Komplementverbrauch eine Zell-Lyse verursachen. Beispiele hierfur sind
Blutgruppenunvertraglichkeiten, bestimmte Formen hamolytischer Anédmie und
Arzneimittelunvertréglichkeiten, bei denen Arzneimittelbestandteile z.B. an
Leukozyten oder Thrombozyten-Oberflachenstrukturen binden und so eine
allergische  Agranulozytose oder Thrombozytopenie verursachen. Die
hamolytische Anamie nach Penicillininjektion ist ein Beispiel fur eine Typ-II
Reaktion beim Pferd (LUNN u. HOROHOQV, 2004; RING, 2007).

2.1.3.  Typ I (Immunkomplex-Reaktion)

Hierbei aktivieren Immunkomplexe das Komplementsystem sowie neutrophile
Granulozyten und Thrombozyten. Klinisch werden nach dem zeitlichen Ablauf
zwei  Typen unterschieden: die Sofortreaktion als die sogenannte
L,2Immunkomplex-Anaphylaxie® und die Serumkrankheit mit Fieber, Vaskulitis,
Nephritits, Arthritis und Urtikaria als Folge von Ablagerungen zirkulierender
Immunkomplexe, wie z.B. die ,,Serum Sickness“ (Theiler’s disease) und
,Farmer's Lung“ (LUNN u. HOROHOV, 2004; RING, 2007).

2.1.4.  Typ IV (zellulare Uberempfindlichkeit)

Die Allergie Typ-1V, auch als Spattyp-Reaktion bezeichnet, umfasst Reaktionen
durch  sensibilisierte Lymphozyten und basiert auf rein zelluldren
Immunmechanismen ohne Beteiligung von Antikorpern. Die antigenspezifischen
T-Zellen, die nach dem Erstkontakt mit dem von entsprechenden Zellen
prasentierten Antigen produziert werden, l6sen bei erneutem Kontakt eine

infiltrative Entzindung des Gewebes aus. In der Humanmedizin werden als
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Beispiele das allergische Kontaktekzem, das chronisch atopische Ekzem und das
chronische eosinophile Asthma genannt. Die Tuberkulinreaktion in der
Rindermedizin und die ERU (Equine rezidivierende Uveitis) des Pferdes sind
ebenfalls hier einzuordnen (JANEWAY et al., 2002; RING, 2007).

2.15. TypV

Dieser Typ beschreibt ausschlieflich granulomatose Reaktionen z.B. auf
Injektionen, die sich histologisch durch Epitheloidzellgranulome auszeichnen
(RING, 2007).

2.1.6.  Typ VI

Als Typ VI wurde eine krank machende Immunreaktion beschrieben, die durch
die spezifische Antikdrperwirkung zustande kommt, wie z.B. bei
Autoimmunerkrankungen (RING, 2007).

2.1.7.  Welchem Allergietyp entspricht die RAO?

Die Einteilung nach COOMBS und GELL (1968) ist rein didaktischer Natur. Im
lebenden Organismus kann es hierbei zu Uberschneidungen der Allergietypen
kommen. Welcher Allergietyp bei der RAO des Pferdes vorherrscht, ist bislang
umstritten. Die RAO des Pferdes &hnelt in seiner klinischen Auspragung stark
dem allergischen Asthma des Menschen, bei dem es sich um eine reine Typ-I
Uberempfindlichkeitsreaktion handelt. Beim Pferd ist eine reine allergische
Reaktion vom Soforttyp (Typ-1) allerdings eher unwahrscheinlich, da bei RAO-
Pferden nach Allergenkontakt die klinische Symptomatik meist erst nach einer
Verzogerung von mehreren Stunden auftritt (HOROHOV, 2009; GEHLEN und
MAY, 2011). Nach Allergenprovokationen konnte weder eine gesteigerte
Histaminkonzentration in der BAL noch ein akuter Bronchospasmus
nachgewiesen werden (MC GORUM et al., 1993; DEATON et al., 2007). Auch
IgE lasst sich nach GEHLEN und MAY (2011) nicht in allen Fallen als Allergie-
vermittelndes Immunglobulin nachweisen. Das deckt sich mit den Erkenntnissen
von KUNZLE et al. (2007) und VAN DER HAEGEN et al. (2005), die bei RAO-
Pferden weder eine erhéhte Anzahl an gebundenen IgE im Lungengewebe noch in
der bronchoalveolaren Lavage nachweisen konnten. Im Unterschied dazu konnten
HALLIWELL et al. (1993) und SCHMALLENBACH et al. (1998) signifikante
Level von IgE in den Atemwegen betroffener Pferde nachweisen. LEIBOLD

(2003) sieht bei allergischen Lungenerkrankungen sehr wohl eine Typ-1 Allergie
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im Vordergrund. Er erklart die kontroversen Ergebnisse damit, dass dieser
Allergietyp nicht durch freie Antikorper, sondern ausschlieBlich durch basophile
Granulozyten und Mastzellen ausgelost wird, die durch Bindung der
entsprechenden Antikorper an ihren Oberflachenrezeptoren sensibilisiert sind. Die
In-Vitro Stimulation von peripheren basophilen Granulozyten und Mastzellen,
den Effektorzellen der Typ-lI Allergie, wurde ausfuhrlich als eine geeignete
Methode fir die Identifizierung einer Sensibilisierung gegeniber Allergenen
beschrieben, die eine Rolle fir die Pathogenese der RAO spielen (DIRSCHERL et
al., 1993; HARE et al., 1999; MORAN et al., 2012). NIEDZWIEDZ et al. (2014)
und MORAN et al. (2011) sehen vor allem die Typen-I und Il als vorherrschende
Mechanismen, wahrend MC GORUM et. al (1993) und WATSON et. al (1997)
der RAO in erster Linie eine verspatete Immunantwort zu Grunde legen. Sie
argumentieren, dass hierbei neutrophile Granulozyten in den Atemwegen
angereichert werden und ein vermehrter CD4+ T Zellgehalt in der BAL, jedoch
nicht im Serum gemessen werden kann. Ob es sich hierbei allerdings um T-
Helferzellen (Th) 1 oder Th 2 oder eine Kombination aus beiden handelt bleibt
laut den Autoren bislang ungeklart. GEHLEN und MAY (2011) gehen ebenfalls
von einer IgE-unabhangigen Typ-1V Immunreaktion aus, wahrend HOROHOV et
al. (2009) eine Kombination von Typ-1 und Typ-1V Reaktion fir die Erkrankung
verantwortlich machen. Daher bleibt die Frage, ob die RAO des Pferdes eindeutig
einem oder mehreren Allergietypen zuzuordnen ist, weiterhin ungeklart. Auch
bleibt weiterhin zu klaren, ob die RAO nicht als Symptomenkomplex einer
Krankheit anzusehen ist, die individuell unterschiedliche &tiologische und
immunologische Auspragungen aufweist.
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2.2. Allergiediagnostik beim Pferd
2.2.1. In vitro Tests

2.2.1.1. Tests an vitalen Zellen

Zu den Tests an vitalen Zellen zahlen der funktionelle in vitro Test (FIT, 1998
von KAUL am Institut fur Immunologie der Tierarztlichen Hochschule Hannover
entwickelt) und der Cellular Antigen Stimulation Test (CAST®). Beiden
gemeinsam ist die Stimulation lebender Immunzellen mit spezifischen Antigenen.
Hierfir wird Vollblut (EDTA-BIut) der Probanden benétigt, das bei Erreichen des
untersuchenden Labors maximal 24 Stunden alt sein sollte. Auf die Unterschiede

wird im Folgenden eingegangen.

Funktioneller in vitro Test (FIT)

Fur den funktionellen in vitro Test werden die Blutzellen durch Waschen
weitgehend von freien Antikorpern befreit, sodass nur die an Fc-Rezeptoren auf
Leukozyten gebundenen Antikdrper zuriickbleiben. Die basophilen Granulozyten
und Mastzellen werden mit spezifischen Antigenen fur 1 Stunde inkubiert und
anschlieBend der zellfreie Uberstand abgenommen. Das bei ausreichend
vorhandenen sensibilisierten Zellen freigesetzte Histamin wird mittels eines
ELISA gemessen. Da nur Zellen mit membrangebundenen Antikorpern mit einer
Histaminfreisetzung reagieren konnen, ist der FIT in der Lage, ausschlielich die
funktionelle Sensibilisierung der Effektorzellen der Typ-I-Allergie zu bestimmen.
Dartiber hinaus hat der FIT den Vorteil, dass sensibilisierte Basophile in vivo uber
Monate bis Jahre Uberleben, so dass der FIT auch zu Zeiten der Symptomfreiheit
aussagekraftig ist (LEIBOLD et al., 2011).

Cellulédrer Antigen Stimulations Test (CAST®)

Auch beim CAST werden Uberwiegend basophile Granulozyten aus Vollblut
verwendet und mit Antigenen inkubiert. Im Unterschied zum FIT wird jedoch
nicht Histamin, sondern die Konzentration von Sulfidoleukotrienen mit Hilfe
eines quantitativen ELISA gemessen, die nach der Stimulation erst neu gebildet
werden. Sulfidoleukotriene werden jedoch nicht nur von den basophilen, sondern
auch von eosinophilen und neutrophilen Granulozyten sowie Monozyten gebildet.
Der CAST, der in der Humanmedizin zuverldssige Ergebnisse v.a. im Bereich der
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Arzneimittelunvertéglichkeiten und Insektengift-Anaphylaxie liefert, konnte sich
in der Veterindrmedizin auf Grund der kostenintensiven und aufwendigen

Durchfuhrung bislang nicht langfristig kommerziell etablieren.

2.2.1.2. Serologische Tests

In den serologischen Tests wird freies IgE (und teilweise 1gG) gemessen. Diese
Tests haben im Vergleich zu Tests an vitalen Zellen den Vorteil, dass IgE im
Serum langer haltbar ist und die Proben tiefgekihlt werden kénnen. Verschiedene
kommerzielle Tests stehen daher zur Verflgung, wobei der am héufigsten
verwendete, der Fce-Rezeptor-Test ,Allercept®“ der Firma HESKA ist.
Zahlreiche Studien kamen allerdings zu dem Schluss, dass diese Untersuchungen
keine zuverldssigen Ergebnisse liefern (REES, 2001; LORCH et al., 2001b).
SCHMALLENBACH et al. (1998) und EDER et al. (2000) konnten keine
signifikanten Unterschiede in den Serum-IgE-Titern gegen Schimmelpilz- und
Futtermilbenallergenen zwischen gesunden und RAO-Pferden erkennen.
LEIBOLD (2003) halt die Messung freier Antikorper fir wenig sinnvoll, da diese
keineswegs reprasentativ fur die zellgebundenen Antikorper sein mussen. Ein
internationaler Workshop zum Thema Atemwegserkrankungen bei Pferden kam
2000 zu dem Schluss, dass Serumtests zur Identifizierung des auslésenden
Allergens bei der RAO des Pferdes nicht von Nutzen sind (ROBINSON, 2001).

2.2.2. In vivo Tests / Provokationstests
Bei den ,,In-vivo“-Tests und den Provokationstests wird die Reaktion auf ein
Antigen am lebenden Organismus untersucht. Beim Pferd sind hier der

Intrakutantest sowie die Inhalation von Allergenen zu nennen.

2.2.2.1. Intrakutantest (IKT)

Der Intrakutantest (IKT), auch Intradermaltest (IDT) genannt, gilt als
Goldstandard zur Klarung der Genese allergischer Dermatitiden (LITTLEWOQOD,
1997). Es kann eine zuverlédssige Aussage Uber die funktionelle Sensibilisierung
der Mastzellen der Haut getroffen werden (LITTLEWOOD, 1997). Hierbei wird
eine bestimmte Menge verdinntes Allergen mittels einer dinnen Kanile
intradermal appliziert. Als Referenz dient meist physiologische Kochsalzlésung
als Negativ- und Histamin oder Phytohemagglutinin (PHA) als Positivkontrolle.
Die lokale Reaktion der applizierten Allergenldsungen wird in Relation zu den

beiden Referenzsubstanzen bewertet. Seit den 70-er Jahren des 20. Jahrhunderts
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werden vermehrt Ergebnisse von Intrakutantests bei Pferden verdffentlicht. Bei
allen der Autorin bekannten Untersuchungen kam es dabei zu auffallend vielen
falsch positiven Ergebnissen. So untersuchten SCHATZMANN und GERBER
(1971) bei 386 Pferden mit RAO 16 verschiedene Antigene im Intrakutantest,
wobei sie 40% positive Reaktionen vermerkten. Hierbei gab es jedoch keine
Unterschiede zwischen Pferden mit RAO und lungengesunden Tieren. In der
Studie von LORCH et al. (2001a) wurden bei klinisch unauffélligen Pferden in
allen Allergengruppen mehr positive Reaktionen im Intrakutantest befundet als in
der Gruppe der an RAO erkrankten Tiere. MC GORUM et al. (1993) priften bei 8
gesunden Pferden und 8 RAO Pferden die Anwendbarkeit von Schimmel-
Praparationen im IKT. Es konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Lediglich in zwei der Autorin
bekannten Studien wurden bei an RAO erkrankten Pferden signifikant mehr
positive Reaktionen festgestellt als in der Kontrollgruppe (EVANS et al., 1992;
HALLIWELL et al., 1979). SASSE et al. (1985) konnten einen Zusammenhang
zwischen der Staub- und Ammoniakbelastung der Stallluft und dem nach vier
Stunden positiven Intrakutantest auf den entsprechenden Stallstaub nachweisen,
der den Pferden in einer 0,1%igen Ldsung intradermal appliziert wurde. Nach
HALLIWELL et al. (1979) und TAHOH et al. (2008) kann auf Grund des
Zeitpunkts einer positiven Reaktion im IKT auf den Typ der allergischen
Reaktion geschlossen werden. So spricht laut den Autoren eine positive Reaktion
im IKT nach 30 min. fir eine Typ-l-Reaktion, eine positive Reaktion nach 4
Stunden fur eine Late (Phase)-Reaktion und nach 24-72 Stunden fur eine Typ-I1V-
Reaktion. Die diagnostische  Aussagekraft von  Schimmelpilz  und
Hausstauballergenen im Intrakutantest wird allerdings von einigen Autoren
(EVANS et al., 1992, McGORUM et al., 1993, ROBINSON, 2001) stark

angezweifelt.

2.2.2.2. Provokations-Inhalation

Fir die Provokations-Inhalation bei Pferden gibt es bislang keine generellen
Standards fur die Durchfiihrung. Sie werden beinahe ausschlieBlich fur
Studienzwecke verwendet und haben in der Routine-Diagnostik keinen
Stellenwert. Die meisten Autoren verwenden hierfur verdinnte Allergenlésungen,
die mit Hilfe eines Inhalationsgerates vernebelt werden oder setzen die Pferde

einer natiirlichen Exposition mit schimmligem Heu aus. Zur Uberwachung und
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Beurteilung der Reaktionen der Pferde dienen unterschiedliche Instrumentarien
zur Lungendruckmessung und Kreislaufiiberwachung. Bronchiale
Provokationstests mit verschiedenen Allergenen wie Micropolyspora faeni
(DERKSEN et. al, 1988; McGORUM et al., 1993c; McPHERSON et al., 1979),
Aspergillus fumigatus (McGORUM et al., 1993c; McPHERSON et al., 1979) und
Heustaub (McPHERSON et al., 1979; PIRIE et al., 2002) fuhrten bei
pradisponierten Pferden innerhalb von Stunden zu einer Obstruktion der
Atemwege, wohingegen gesunde Kontrolltiere keine Reaktion zeigen. Damit

scheint dieser Test sehr zuverlassig.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Patientengut

Insgesamt wurden 15 Pferde in die Studie aufgenommen. Das Alter der
Probanden lag zwischen 6 und 28 Jahren, das Durchschnittsalter betrug 15,3
Jahre. 6 lungengesunde klinikeigene Pferde der Klinik fur Pferde der LMU
Minchen dienten als gesunde Kontrollgruppe (s. Tab. 1). 1 Pferd der Klinik fir
Pferde der LMU und 8 Patienten der Tierarztpraxis Thurmading stellten die
lungenkranke Patientengruppe mit 9 Tieren (s. Tab. 2). Die Einteilung der Pferde
erfolgte nach einer ausflhrlichen Lungenuntersuchung und anschlieBender
Beurteilung nach einem modifizierten Punkte-Score-System nach Ohnesorge
(1998).

Voraussetzung fur die Teilnahme an der Studie war, dass die Pferde frei von
weiteren, den Besitzern bekannten Erkrankungen waren (insbesondere andere
allergische Erkrankungen wie Insect Bite Hypersensitivity), sich die Werte des
Differentialblutbildes innerhalb der Normwerte befanden und die Pferde mind. 6
Wochen vor Studienbeginn nicht mit Glukokortikoiden behandelt wurden. Alle
weiteren Medikamente, insbesondere Bronchodilatatoren mussten spétestens 3

Wochen vor Studienbeginn abgesetzt werden.

Alle Untersuchungen wurden bei der Regierung von Oberbayern nach 831 der
Tierschutz-Versuchstierverordnung angezeigt und genehmigt (Tierversuchsantrag
Nr. 55.2-1-54-2531-151-10). Die Studie wurde durch die DFG gefordert.
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Tabelle 1: Grunddaten der Pferde in Gruppe 1 (Kontrollgruppe)

Pferd Rasse Geschlecht Alter Gewicht Grofe
1 Traber Stute 15 478 158
2 Traber Stute 14 524 163
3 Traber Stute 14 538 161
4 Haflinger Hengst 6 403 142
5 Warmblut Stute 25 610 165
6 Haflinger Stute 28 430 140

Tabelle 2: Grunddaten der Pferde in Gruppe 2 (RAO-Gruppe)

Pferd Rasse Geschlecht Alter Gewicht Grofe
7 Traber Stute 15 430 149
8 Traber Wallach 18 451 156
9 Tinker Wallach 15 520 154
10 Warmblut Stute 12 500 149
11 Andalusier Wallach 22 510 151
12 Warmblut Wallach 10 478 156
13 Warmblut Wallach 6 543 172
14 Pinto Wallach 13 433 152
15 Quarter Horse Wallach 16 418 147

Die Untersuchungen gliederten sich in drei Teile: die Lungenuntersuchung, die

Allergietests und die Inhalationsprovokationen.
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2. Methode

Zwei Wochen vor Beginn der Untersuchungen wurden bei allen Pferden in ihrer
gewohnten Umgebung Blutproben fir die Durchfiihrung der Allergietests
genommen. Die Vollblutproben (EDTA) fur die Durchfiihrung des Funktionellen
in Vitro Tests (FIT) wurden sofort mit einem Express-Dienst iber Nacht an die
Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover, Arbeitsgruppe Immunologie
geschickt. Die Serumproben fur die Durchfiihrung des Fc-Epsilon-Rezeptor-Tests
(ALLERCEPT™, Heska Allergy Products) und des IBL-Tests (Synlab) wurden

bei -20°C tief gefroren und gesammelt in die entsprechenden Labore gesandt.

Alle weiteren Untersuchungen der Pferde der Klinik fur Pferde der LMU wurden
an der Klinik durchgefiihrt, die der Patienten der Tierarztpraxis Thurmading
entsprechend in  den Praxisrdumen. Die Untersuchungen liefen alle nach

folgendem Zeitschema ab:

Tabelle 3: Zeitlicher Ablauf der Untersuchungen

14 Tage vor Beginn der | Blutprobenentnahme fiir Allergietests
Untersuchungen
Tag 1 Anamneseerhebung
(Tag der Einstallung) Klinische Untersuchung
(Mdglichkeit zur Gewohnung an Inhalation)
Tag 2 Arterielle Blutgasanalyse
Blutentnahme fur Differentialblutbild
- Sedierung -
Bronchoskopie mit Probenentnahme TBS und BAL
Intrakutantest (IKT)
(Mdglichkeit zur Gewdhnung an Inhalation)
Tag 3 Letzte Auswertung IKT nach 24 h
—> Entscheidung (ber die Allergenauswahl fur die
Inhalation
Histamin-Inhalations-Provokations-Test (HIPT)
Tag 4 Allergen-Inhalations-Provokationstets (AIPT) Allergen 1
Tag 5 Allergen-Inhalaions-Provokationstest (AIPT) Allergen 2
Tag 6 Abholung der Pferde
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2.1. Untersuchungen am Pferd

2.1.1.  Vorbericht

Die Erhebung des Vorberichts erfolgte gemeinsam mit den Besitzern unter
Zuhilfenahme des im Anhang aufgefuhrten Anamneseformulars. Besonderer Wert
wurde im Hinblick auf eine mdgliche allergische Ursache der Erkrankung vor
allem auf jahreszeitliche Verschlechterung des Gesundheitsstatus der Pferde
sowie auf Qualitat und Art von Einstreu und Futter, die Haltungsform und das
Ansprechen auf vorhergegangene Therapieversuche gelegt. Vorberichtlicher

Husten wurde im Score-System (nach Ohnesorge) berlicksichtigt.

2.1.2. Klinische Untersuchung und Differentialblutbild

Die erweiterte klinische Untersuchung wurde in Anlehnung an den im Anhang
beschriebenen Untersuchungsbogen durchgefiihrt. Neben einer
Allgemeinuntersuchung ~ umfasste  die  spezielle  Untersuchung  des
Atmungsapparates eine genaue Lungenauskultation auf beiden Thoraxseiten,
einschlieBlich der Trachea, eine Hammer-Plessimeter Perkussion der Lunge und
es wurde durch Druck auf den ersten Trachealring geprift, ob Husten auslosbar
war. Weiter wurde die Atemfrequenz, der Atemtypus, das Vorhandensein einer
Hypertrophie der schrdgen Bauchmuskulatur, die Mandibularlymphknoten
palpatorisch untersucht und eventuell vorhandener Nasenausfluss dokumentiert.
Um akute infektiose Erkrankungen auszuschlieRen, wurde zusétzlich bei allen
Pferden unmittelbar vor den weiteren Lungenuntersuchungen venoses Blut zur
Erstellung eines Differentialblutbildes entnommen sowie die innere

Korpertemperatur gemessen.

2.1.3. Blutgasanalyse

Fir die Gewinnung arteriellen Blutes wurde die rechte Arteria carotis communis
dextra eine Hand breit oberhalb der Apertura thoracis mit einer kleinlumigen
Kanile (20G) punktiert (Abb. 1). Das Blut wurde mit einer Blutgasmonovette
blasenfrei aspiriert und unmittelbar darauf mit Hilfe eines Blutgasanalysegerétes
(IRMA TruPoint®, Blood Analysis System, Keller Medical GmbH, Bad Soden
oder IDEXX VetStat™, Electrolyte and Blood Gas Analyzer, IDEXX, Maine
USA) analysiert. Das IDEXX VetStat™ Blutgasanalysegerat gibt den aktuellen
Barometerdruck in mmHg an, fur die genaue Berechnung der Messungen mit dem

IRMA TruPoint® Gerét wurde der tagesaktuelle Barometerdruck des deutschen
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Wetterdienstes fir Minchen verwendet. Beide Gerdte messen den pH-Wert,
PCO,, HCO3, AnGAP, BE, pO, und Elektrolytkonzentrationen. Um
Fehlinterpretationen durch die Beeinflussung des Sauerstoffpartialdrucks durch
den schwankenden Barometerdruck zu vermeiden wurde die alveoloarterielle
Sauerstoffdifferenz (A-aDO,) mit folgender Gleichung berechnet und der

ermittelte Wert fur die Einteilung der Pferde verwendet:

p40; [mmHg] = (P8 [mmHg] — pH,O [mmHg]) x FiO; - p,CO, x F [mmH(g]

paO: alveolarer Sauerstoffpartialdruck

Ps: aktueller Barometerdruck

pH;O: Wasserdampfdruck (= 47 mmHg)

FiO;: prozentualer Anteil des Sauerstoffs in der Inspirationsluft ( bei Atmung von
Raumluft immer 20,95%)

P.CO;: arterieller CO,-Partialdruck

F: Faktor, der vom respiratorischen Quotienten des Probanden abhéngt (in der

Klinik vernachléssigbar)

Gleichung 1: Berechnung der alveolo-arteriellen Sauerstoffdruckdifferenz
(nach Klein und Deegen 1986)

Abbildung 1: Punktion der A. carotis communis dextra
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2.1.4.  Tracheobronchoskopische Untersuchung

Alle Pferde wurden mit einer Kombination aus 0,01-0,02 mg/kg KGW
Detomidin-Hydrochlorid (Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland) und 0,01-
0,02 mg/kg KGW Butorphanol-Tartrat (Fort Dodge Veterindr GmbH, Wirselen,
Deutschland) in die Vena jugularis sediert und wenn notwendig zusatzlich mit
einer Oberlippennasenbremse fixiert. Die Tracheobronchoskopie erfolgte mit
einem flexiblen Videoendoskop (Olympus Evis CF Typ 230 L, Olympus Europa
GmbH, Hamburg, Deutschland/ Olympus CLK-4, Olympus Optical Company,
LTD, Japan) und der dazugehdrigen Lichtquelle.

Die Beurteilung der tracheobronchoskopischen Untersuchung umfasste
Auffalligkeiten der ventralen Nasengénge, des Siebbeins, des Pharynx und
Larynx, des Waldeyerschen Rachenrings, der Trachea und der Bifurcatio tracheae

(Abb. 2). Besondere Aufmerksamkeit galt der Schleimhautbeschaffenheit sowie

der Sekretmenge und —viskositat in der Trachea und den Hauptbronchien. Die
Bewertung des Tracheobronchialsekrets erfolgte nach DIECKMAMM (1987,
Tabelle 4) und ging in den Score zur Ermittlung des Schweregrades der RAO
nach OHNESORGE (1998) mit ein. Alle Befunde wurden in einem
Untersuchungsbogen festgehalten (s. Anhang).

Abbildung 2: Durchfihrung der Tracheobronchoskopie
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Tabelle 4: Kilassifizierung der Sekretmenge und -viskositat (nach
DIECKMANN 1987)

Klassifizierung der Sekretmenge

0 | keine Sekretansammlungen, keine Flocken

1 | keine Sekretansammlungen, einzelne Flocken

2 | flache ventrale Sekretansammlungen, einzelne groRRere Sekretflocken

3 | deutliche ventrale Sekretstral3e, Sekretseenbildung

4 | durchgehende ventrale Sekretestralle, Sekretseenbildung

5 | mehr als ¥ des Tracheallumens fillende(r) Sekretstralle bzw. —see

Klassifizierung der Sekretviskositat

0 | Schleimhaut feucht, nur geringgradige Mengen wassrigen Sekrets aspirierbar

1 | Schleimhaut feucht, einzelne feine Flocken in wassrigem Sekret, leicht

aspirierbar

2 | Schleimhaut feucht, seromukdses Sekret, ventral gelegen, leicht aspirierbar

3 Schleimhaut feucht, seromukdses Sekret mit einzelnen konsistenteren
Sekretflocken, ventral gelegen, leicht aspirierbar

4 | Schleimhaut feucht / pappig, mukdses bis mukopurulentes Sekret, einige
dorsale Schleimflocken, deutlich erschwerte Aspiration

5 | Schleimhaut pappig / trocken, mukdses bis purulentes Sekret, reichlich
dorsale Schleimflocken, teilweise spinnenwebenartige Schleimformationen,
erschwerte Aspiration (kaum maoglich)

Proben des Tracheobronchialsekrets wurden wahrend der Endoskopie mit Hilfe
eines Polyvinylkatheters tber den Arbeitskanal des Endoskops abgesaugt und auf
mehrere beschriftete Objekttrager ausgestrichen und luftgetrocknet. Nach einer
Féarbung mit Diff-Qick® (Medion Diagnostics AG, Diidingen, Schweiz) folgte die
zytologische Auswertung der Proben. Hierfir wurden 200 Zellen je Pferd
differenziert, ausgezahlt und mit neg (-), gar. (+), mgr. (++), hgr. (+++) und das
Zellbild dominierend (++++) bewertet. Das Ergebnis floss ebenfalls in die

Bewertung ein.
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Abbildung 3: Sekretbildung in der Trachea

2.15. Bronchoalveolare Lavage

AnschlieBend wurden (ber einen zweiten sterilen Polyvinylkatheter mit einer
Mischung aus 10 ml 2%igem Lokalan&sthetikum (Minocain®) und 10 ml steriler
Kochsalzlésung unter endoskopischer Kontrolle die Carina tracheae und die
beiden Eingénge der Hauptbronchien andsthesiert. Das Endoskop wurde bis vor
den Kehlkopf zuriickgezogen und tber die zweite, desinfizierte Nuster ein steriler
BAL-Schlauch (Bivona, Smith Medicals, St. Paul, USA) eingeflhrt. Dadurch
konnte der BAL-Schlauch unter Sichtkontrolle in die Trachea und die Bronchien
vorgeschoben werden, bis ein Widerstand splrbar war. Daraufhin wurde das
Endoskop entfernt und der Ballon des BAL-Schlauches mit einer 10 ml Spritze
aufgeblasen. AnschlieBend wurden 200 ml sterile Kochsalzlésung zlgig durch
den Schlauch injiziert und sofort wieder aspiriert. In der Regel konnte mindestens
die Halfte der instillierten Flussigkeit wieder aspiriert werden. Die gewonnene
bronchoalveolare Lavage wurde bei den Untersuchungen an der Universitatsklinik
mit Hilfe einer Zytospot-Zentrifuge weiter bearbeitet, wobei der zellreiche Anteil
direkt auf einen Objekttrager zentrifugiert wurde. Bei der Untersuchung der

Patienten in der Praxis stand eine solche Zentrifuge nicht zur Verfugung. Deshalb
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wurden ca. 20 ml der zurickgewonnenen BAL-Flissigkeit in EDTA-R6hrchen
abgefullt und 10 min. bei 800 g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abpipettiert und der zellreiche Bodensatz auf einen Objekttrdger ausgestrichen.
Die somit gewonnen Proben wurden nach Trocknung mit einer Diff-Quick®

Farbung angefarbt und analog den TBS-Ausstrichen ausgewertet.
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2.1.6. Bewertung der Untersuchungsergebnisse

Die bisher ermittelten Untersuchungserbgebisse dienten der Einteilung des

Schweregrades der Lungenerkrankung der Probanden und der Kontrolltiere sowie

dem Ausschluss zusétzlicher, die weiteren Untersuchungen beeinflussenden

Erkrankungen. Fur eine objektive Bewertung und Einteilung der Pferde wurde die

Score-Bewertung nach Ohnesorge gewéhlt (Tab. 5 und 6).

Tabelle 5: Bewertung der Untersuchungsbefunde (hnach OHNESORGE et al.,

1998)
Untersuchungsparameter Ergebnis Score
Husten vorberichtlich, spontan oder 1
mehrmals auslésbar
Ruhedyspnoe verstarkt abdominal 1
Dampfrinne, Nisternblahen 3
Auskultation Rasseln und Giemen 2
Perkussion des Lungenfeldes > 1 handbreit erweitert 1
> 2 handbreit erweitert 2
A-aDO2 7—14 mmHg 1
> 14 mmHg 2
Bifurcatio Tracheae Deutlich verdickt 1
Tracheobronchialsekret a) Deutlich vermehrt 1
b) MaRig viskds
a) Menge
b) Viskositat a) Hochgradig vermehrt 2
b) zahviskos
Anzahl an Makrophagen und Zahlreich oder dominierend 1

neutrophilen Granulozyten im TBS

Tabelle 6: Einteilung des Schweregrades (hach OHNESORGE et al., 1998)

Score Schweregrad der Erkrankung
0-1 gesund

2—-3 geringgradige RAO

4-6 mittelgradige RAO

>7 hochgradige RAO
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2.2. Allergietests

2.2.1. Intrakutantest

Fur den Intrakutantest (auch Intradermaltest genannt, im Folgenden als IKT
bezeichnet) wurde an der linken Halsseite ein Areal von ca. 20 cm x 30 c¢cm
geschoren und Markierungen im Abstand von mindestens 3 cm mit einem
wasserfesten Filzstift gesetzt (Abb. 4). Die Injektionen erfolgten jeweils ventral
und dorsal der Markierung. Um Abwehrreaktionen und reflektorische
Hautzuckungen zu vermeiden, erfolgte die Durchfiihrung noch in der Sedierung
der zuvor durchgefiihrten endoskopischen Untersuchung. Die konzentrierten
Allergenlosungen wurden von einem kommerziellen Allergenlabor (Firma ARTU,
jetzt ALK, Niederlande) bezogen. Gemal} Tabelle 7 wurden diese weiter mit PBS
auf die notigen Gebrauchskonzentrationen geméalR dem Standardprotokoll flr
Intrakutantests beim Pferd des Dermatologie- und Allergologieservice des
Zentrums fur klinische Tiermedizin der LMU Minchen verdinnt und bei 4°C
gelagert. Frihestens 24 Stunden vor Durchfihrung des Tests wurden die
Losungen mit einem Volumen von 50 pl in Tuberkulinspritzen mit aufgesetzter
25 G Nadel (Omnifix, Firma Braun, Melsungen) blasenfrei aufgenommen. Mit
deren Hilfe wurden an die zuvor markierten Stellen intradermal je 50 ul
Allergenldsung, Positiv- (Histaminlésung) und Negativkontrolle (PBS Dulbecco,
Biochrom, Deutschland) zligig injiziert, wobei stets die gleiche Reihenfolge der
Substanzen eingehalten wurde. Die Injektion erfolgte in einem Winkel von 15-20°
mit dem Anschliff nach oben. Die Hautareale wurden nach 30 min, 1 Stunde, 2
Stunden, 4 Stunden und 24 Stunden kontrolliert und die entstandenen Quaddeln
auf Grund ihrer palpatorischen Gréf3e, Derbheit und Ausdehnung im Vergleich zu
den beiden Kontrollquaddeln (PBS = 0; Histamin = 4) mit O bis 5 bewertet und
protokolliert (Abb. 5). Alle Injektionen und Bewertungen wurden von derselben
Person durchgefiihrt. Reaktionen, die mit 2 oder mehr bewertet wurden, wurden
als positiv angesehen. Bei allen Pferden wurde 38 verschiedene Allergenldsungen
ausgetestet, wobei 4 Allergene (Knéuelgras, Spitzwegerich, Glaskraut und Raps)
jeweils in zwei verschiedenen Konzentrationen getestet wurden. Jede positive
Reaktion auf ein Allergen wurde nur einmal zum Zeitpunkt der ersten positiven
Bewertung (> 2) registriert. Wurde zum Beispiel eine Reaktion auf ein Allergen
nach 30 min. positiv bewertet, konnte dieses nach 4 Stunden nicht noch einmal

positiv sein, selbst wenn die Grol3e der Quaddel weiter zunahm.
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Abbildung 4: Intradermale Injektion der Allergenlésungen

Abbildung 5: Intrakutantest 10 Minuten nach Injektion der
Allergenlésungen
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Tabelle 7: Allergenauswahl und Verdunnungen fir den Intrakutantest

Nr. |Allergen Verdlnnung
1 Neg (PBS)
2 Pos (Histamin)
3 Schafwolle 1:10
4 Alternaria 1:100
5 Aspergillus 1:100
6 Cladosporium 1:100
7 Epithelia Mix 1:100
8 Kakerlake 1:2
9 Stubenfliege 1:10
10 Mosquito 1:5
11 Buche 1:5
12 |Ahorn 1.5
13 | gemeine Hasel 1:5
14 | Silberpappel 1:5
15 | Quecke 1:5
16 | Weidelgras 1:5
17 | weiller Génsefuld 1.5
18 Beiful} 1:5
19 |echte Goldrute 1:5
20 Knduelgras 1:5
21 | weildes Strauligras 1:5
22 | Wiesenrispengras 1:100
23 | Wiesenfuchsschwanz 1:5
24 Hundszahngras 1:5
25 | Ambrosie 1.5
26 kleiner Sauerampfer 1:5
27  |wolliges Honiggras 1:5
28 | Spitzwegerich 1:100
29 Glaskraut 1:100
30 Raps 1:100
31 Baumpollen 1 unverdinnt
32 Baumpollen 2 unverdinnt
33 Derm. farinae unverdinnt
34 Derm. pteronyssinus unverdinnt
35 | Tyrophagus unverdinnt
36 | Acarus siro unverdinnt
37 Katzenepithelien unverdinnt
38 Floh unverdinnt
39 Heumilbe/Lepidoglyphus unverdinnt
40 Kréuterpollenmix unverdinnt
41 Spitzwegerich 1.5
42 | Glaskraut 1:5
43 Raps 1:5
44 Knéulgras 1:100
45 Neg (PBS)
46 Pos (Histamin)
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2.2.2. Fc-Epsilon-Rezeptortest

Fur den Fc-Epsilon Rezeptortest wurden von jedem Pferd 2 ml gefrorenes Serum
direkt zu CMG-Heska Allergy Procucts in die Schweiz versandt. Dort wurde
mittels eines kommerziellen Ezyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
(ALLERCEPT™, Heska Allergy Products) die allergenspezifischen IgE Level fir
36 Allergene gemessen (Tab. 8). Hierbei handelt es sich um einen ELISA zum
Nachweis von allergen-spezifischem IgE mit Hilfe einer genetisch modifizierten
Form der IgE-Rezeptor a-Kette (Fc-Epsilon-Rezeptor lo, FceRla). Die Bindung
zwischen IgE und dem Fc-Epsilon-Rezeptor | ist weitgehend spezifisch und hoch
affin, so dass andere Antikorper nicht gebunden werden und Kreuzreaktionen
vermieden werden. Zur Testdurchfiihrung wurde verdunntes Pferdeserum auf
allergenbeschichtete Mikrotiterplatten pipettiert und ber Nacht bei 4°C inkubiert.
Nach einer Waschung wurde der FceRlIo hinzugefiigt, der nun an die Allergen-
gebundenen IgE-Molekiile binden konnte und nach zwei Stunden erfolgte eine
weitere Waschung. Bindungen zwischen FceRlo und IgE wurden nach Zugabe
eines enzymhaltigen Sekundérkonjugates (Streptavidin-Alkalin-Phosphatase) und
eines Substrates (p-nitrophenylphophate) enzymatisch sichtbar gemacht. Die
Konzentration des somit entstandenen gefarbten Stoffwechselprodukts ist
proportional zur Menge an Allergen-gebundenem IgE und wurde anschlielend
photometrisch bestimmt. Die genaue Durchfiihrung des Tests entspricht der
ausfihrlichen Beschreibung bei LORCH et al. (2001b). Das Labor hatte keine
Kenntnisse (ber den Gesundheitszustand der Pferde oder bereits bekannte
Ergebnisse anderer Allergietests. Die allergenspezifischen IgE Konzentrationen
wurden in ELISA absorbance (EA) Units von 0 — 4000 angegeben, wobei Werte
uber 150 als positiv zu bewerten sind. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
mit anderen Allergietest zu ermdglichen, wurden die EA Units ebenfalls, wie in

Tabelle 9 beschrieben, in Klassen von 0 — 5 eingeteilt.
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Tabelle 8: Allergenauswahl des Fc-Epsilon-Rezeptortests

Nr. |Allergen Deutscher Name
1 Ctenophalides salivae Floh
2 Derm. farinae Hausstaubmilbe
3 Derm. Pteronyssinus Hausstaubmilbe
4 Tyrophagus putrescentiae Modermilbe
5 Lepidoglyphus destructor Heumilbe
6 Acarus siro Mehlmilbe
7 Felis catus epithelium Katzenepithelien
8 Blattela germanica Deutsche Schabe
9 Alternaria alternate
10 | Cladosporium herbarum
11 | Aspergillus fumigatus
12 Peicillium sp.
13 | Gramineae mixtum SlRgraser — Mix
14 | Agrostis alba Weil3es Strau3gras
15 | Cynodon dactylon Hundszahngras
16 | Sorghum halepensis Wilde Mohrenhirse
17 Rumex crispus Krauser Ampfer
18 | Plantago lanceolata Spitzwegerich
19 | Artemisia vulgaris Beifuly
20 | Chenopodium album Weiller Gansefuly
21 Urtica dioica Brennessel
22 Ambrosia mixtum Ambrosia — Mix
23 Parietaria officinalis Aufrechtes Glaskraut
24 Salsola kali Kali — Salzkraut
25 Betula sp. Birke
26 | Alnus sp. Erle
27 Quercus sp. Eiche
28 | Cypressus sp. Zypresse
29 | Corylus avellana Haselnuss
30 Ulmnus campestris Feldulme
31 Fagus sylvatica Rotbuche
32 | Populus sp. Pappel
33 | Acer pseudoplatanus Bergahorn
34 Salix sp. Weide
35 | Olea europaea Olivenbaum
36 Cryptomeria sp. Zeder
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Tabelle 9: Bewertungsskala der Ergebnisse des Fc-Epsilon-Rezeptortests

EA units Interne Bewertung

0-150

151 — 250

251 - 500

501 — 1500

Arlw|Nv|R o

1501 — 3000

> 3000 5

Einteilung der Reaktionsgrade nach Thom et al. (2009). Werte >150 EA Units
gelten als positiv.

2.2.3. IBL- Hamburg (IgE)

Bei dem IBL-Serumtest (vollstdandiger Name: Allergie-40 Profil IgE (Pferd)
ELISA) handelt es sich ebenfalls um einen ELISA bei dem IgE Level bestimmt
werden (Tab. 10). Dieser Test befindet sich noch in der Versuchsphase und wurde
von Synlab.vet GmbH Augsburg durchgefuhrt. Er basiert auf dem Prinzip eines
Enzym-lmmunoassays (EIA) zur quantitativen Bestimmung von Pferde-IgE.
Hierfur wird verdlnntes Pferdeserum bzw. gebrauchsfertige Kontrollen/Standards
in die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen pipettiert, auf deren Oberflache
Allergene gebunden sind. Nach einer Inkubation Uber Nacht wird die Platte
gewaschen und mit Anti-Pferd-IgE Peroxidase Konjugat 60 min. inkubiert. Nach
einer weiteren Waschung wird eine Substratlésung hinzugegeben, wodurch eine
Farbung entsteht, deren Intensitat direkt proportional zur Konzentration der IgE-
Antikdrper ist. Die resultierende Farbe wird spektometrisch bei 450 nm gemessen.
Fur diesen Test wurden von uns ebenfalls ca. 2 ml gefrorene Serumproben aller
Pferde in das Labor Muinchen Zentrum gebracht. Die Ergebnisse wurden uns vom
durchfihrenden Labor in Units/ml inklusive der in Tabelle 11 gezeigten
validierten Bewertungsskala Ubermittelt. Das Spektrum reicht von 0- >50
Units/ml, wobei Werte ab 0,7 als positiv angesehen werden kénnen. Folgende 40
Allergene wurden hierbei ausgetestet:
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Tabelle 10: Allergenauswahl des IBL

Nr. |Allergenbezeichnung Labor Deutscher Name
1 Ctenophalides salivae Floh
2 Tabanus spp. Bremse
3 Culicoides spp. Gnitze
4 Stomoxis spp. Wadenstecher
5 Simulium spp. Kriebelmiicke
6 Acarus siro
7 Dermatoph. Farinae
8 Dermatoph. Pteronyssinus
9 Tyrophagus putrescentiae
10 | Glycophagus domesticus
11 Lepidoglyphus destrictor
12 Birke
13 Buche
14 Erle
15 Hasel
16 | Weide
17 Grésermix
18 | Roggen
19 Raps
20 Ragweed Traubenkraut
21 Sauerampfer
22 Wegerich
23 | WeiRer Gansefull
24 Lowenzahn
25 Brennessel
26 Beiful}

27 | Alternarium alternata
28 | Aspergillus fumigatus
29 Epicoccum nigrum

30 | Cladosporium herbarum

31 Penicillium notatum

32 Ustilago tritici

33 Weizen

34 Gerste

35 Hafer

36 Mais

37 Melasse

38 | Soja

39 Hefe

40 Luzerne
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Tabelle 11: Bewertungsskala der Ergebnisse des IBL

Units/ml Bewertung Bewertungsskala
<0,35 negativ 0
0,35 - 0,69 grenzwertig positiv 1
0,7 3,49 schwach positive 2
3,5-17,49 positive 3
17,5 — 49,99 stark positive 4
> 50 sehr stark positiv S
2.2.4. FIT

Der funktionelle in vitro Test (FIT) wurde von der Arbeitsgruppe Immunologie
der Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover durchgefiihrt. Es handelt sich
hierbei um einen Stimulationstest an lebenden Immunzellen, vor allem der
basophilen Granulozyten. Da die dafiir notwendigen Blutproben bei Erreichen des
Labors max. 24 Stunden alt sein dirfen wurden den Pferden am frihen
Nachmittag jeweils 30 ml vendses Blut steril in EDTA — Réhrchen abgenommen
und die Proben (ber einen Expressdienst (TNT) 0ber Nacht in das Labor
verschickt. Dort wurden die Vollblutproben durch Waschen weitgehend von
freien Antikorpern befreit, sodass nur die an Fc-Rezeptoren auf Leukozyten
gebundenen Antikorper zurlckblieben. Die basophilen Granulozyten und
Mastzellen wurden anschlielend mit den in Tabelle 12 gelisteten spezifischen
Allergenen fiir 1 Stunde inkubiert und dann der zellfreie Uberstand abgenommen.
Das bei ausreichend vorhandenen, sensibilisierten Zellen freigesetzte Histamin im
Uberstand wurde mittels eines ELISA gemessen. Da nur Zellen mit
membrangebundenen Antikérpern mit einer Histaminfreisetzung reagieren
kdnnen, war der FIT in der Lage, ausschlieBlich die funktionelle Sensibilisierung
der Effektorzellen der Typ-I-Allergie zu bestimmen. Genauere Angaben zur
Durchfuhrung des FIT wurden bereits an anderer Stelle ausfiihrlich dargestellt
(KAUL, 1998; BRUNNLEIN, 2001; DIRSCHERL, 2001; GEIBEN, 2003). Die
Ergebnisse wurden vom Labor mit negativ bis 4+ angegeben. Um eine
Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen aus den anderen Allergietests zu

ermoglichen wurden die Bewertungen wie in Tabelle 13 dargestellt umgewandelt.
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Tabelle 12: Allergenauswahl des FIT

Nr. Allergenbezeichnung Labor
1 Culicoides nubeculosus
2 Wandenstecher
3 Kriebelmicke
4 Eintagsfliege
5 Motte
6 Stechmiicke
7 Pferdebremse
8 Hausfliege
9 Feuerameise
10 Gréser Mix (Pollen)
11 Baum Mix (spét)
12 Baum Mix (frih)
13 Spétpollen Mix
14 Derm. pteron.

15 Lep. Destr.

16 Acarus siro
17 Mais
18 Roggen
19 Weizen
20 Hafer
21 Gerste
22 Haselnuss
23 Raps
24 Birke
25 Gréser Mix (Korn)
26 Schimmelpilz Mix
27 Hautpilz Mix

Tabelle 13: Bewertungsskala der Ergebnisse des FIT

Bewertung Interne
Bewertungsskala Labor Labor Bewertungsskala

Negativ negativ 0

0,5+ grenzwertig positiv 1

1+ eindeutig positiv 2

2+ 3

3+ 4

4+ hdchstgradig positiv 5
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2.3. Provokationstests

2.3.1. Histamin-Inhalations-Provokations-Test (HIPT)

2.3.1.1. Testlosungen

Die Testlosungen bestanden aus Histamindihydrochlorid und phosphatgepufferter
physiologischer Kochsalzlosung in aufsteigenden Konzentrationen. Das
Histamindihydrochlorid wurde kristallin bezogen (Firma Fargon) und auf einer
Mikrowaage (Mettler Toledo UMX2, Mettler, Greifensee, Schweiz) eingewogen,
so dass eine Stammldsung von 64 mg/ml entstand. Davon ausgehend wurde eine
Verdinnungsreine im Verhdltnis 1:2 hergestellt, so dass folgende zehn

Testlosungen zur Verflgung standen:

64 mg/ml, 32 mg/ml, 16 mg/ml, 8 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml,
0,25 mg/ml, 0,125mg /ml.

2.3.1.2. Vernebler und Inhalationsmaske

Als Vernebler diente die Safety Horse Mask (SaHoMa™-IlI mobile ultrasonic
nebulizer, Typ: HM-200) mit der dazugehérigen Inhalationsmaske (SaHoMa™-||
Inhalationsmaske, Typ: HM-210) die uns von der Firma NEBU-TEC Medical
Products zur Verfugung gestellt wurde. Der Vernebler wird mit einem Akku
betrieben, der direkt an der Inhalationsmaske befestigt wird (Abb. 6). Dadurch
kann das Pferd trotz aufgesetzter Maske bewegt werden und die Toleranz seitens
der Versuchspferde war sehr hoch. Die Verneblerleistung wird mit 0,35 — 0,7
ml/min angegeben, das Aerosolspektrum bei der Verneblung von 0,9%-iger

Kochsalzlgsung verteilt sich wie in Abb. 7 dargestellt.
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Abbildung 6: Inhalationsmaske mit aufgesetztem Vernebler (Bild NEBUTEC
Medical Products)

6.3 Aerosolspektrum SaHoMa™-Il mobile ultrasonic nebulizer
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Die Aerosolcharakieristika wurde anhand des Laserdiffraktometer HELOS VARIO KF bestimmt.
Als Testmedium wurde 0,9 %ige Kochsalzlésung (NaCl) verwendet.

Abbildung 7: Aerosolverteilung des Ultraschallverneblers SaHoMa-I11 (Bild
NEBUTEC Medical Products)
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2.3.1.3. Lungendruckmessung

Wiéhrend der Durchfuhrung des Inhalations-Provokationstests erfolgte zeitgleich
eine indirekte Lungendruckmessung mit Hilfe einer Osophagusballonsonde. Die
Lange der verwendeten Osophagussonde betragt 170 cm und ihr
AuRendurchmesser 13 mm, womit sie deutlich kleinlumiger ist als gewohnliche
Nasenschlundsonden und das Kehlkopfvolumen kaum einengt. Um die korrekte
Lage der Sonde zu ermitteln wurde diese zundchst vom ventralen Nasengang bis
auf Hohe der Herzbasis seitlich an das Pferd gehalten, um die richtige VVorschub-
Lange zu bestimmen (Abb. 8). Das Pferd wurde wenn notwendig mittels einer
Oberlippenbremse beruhigt und der angefeuchtete Ballonkatheter Uber eine
gesauberte Nister blind in den Osophagus bis zum Bereich Herzbasis
vorgeschoben. Anschliefend wurde die Oberlippenbremse abgenommen, die
Inhalationsmaske aufgesetzt und das freie Ende der Osophagussonde durch eine
zuvor ausgeschnittene Offnung im Atemflies der Maske gefiihrt und an das
transportable Messgerat (Venti-Graph®, Bohringer Ingelheim Vetmedica GmbH,
Ingelheim) angeschlossen (Abb. 9). Das Geréat besteht aus einem Druckwandler
mit Leuchtdiodenanzeige und einem Schreibwerk, bei welchem ein
Papiervorschub von 2 oder 10 mm/sec eingestellt werden kann. AuBerdem besteht
die  Wahlmdglichkeit zwischen drei Empfindlichkeitsstufen, die bei einer
Druckdifferenz von 2 mmH,0O je nach Einstellung einen Zeigerausschlag von 2,5
mm, 10 mm oder 20 mm wiedergeben. Fur alle Messungen im Rahmen dieser
Studie wurde die Empfindlichkeitsstufe eins (kleinster Zeigerausschlag) und ein
Papiervorschub von 2 mm/sec gewéhlt, da bei dieser Empfindlichkeitsstufe die
grofiten Druckunterschiede (bis 70 mmH,O) registriert werden kdnnen. Nach etwa
5 Minuten Eingew6hnungszeit wurde mit der Aufzeichnung begonnen. Bei jedem
Pferd wurde zuerst ein Nullwert Uber mind. 10 regelméRige Atemziige
aufgezeichnet. Im Zuge der Durchfiihurng des HIPT und auch der Allergen-
Inhalations-Provokations-Tests  (AIPT) wurde wéhrend der gesamten
Inhalationsdauer der indirekte Lungendruck mit Hilfe des Venti-Graphen®
aufgezeichnet und spéater vermessen und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte
durch Ausmessen der Druckdifferenz von je zehn regelmaligen Atemzigen mit

Hilfe einer Schablone und Ermittlung des Mittelwertes.

43



1. Material und Methoden

Abbildung 9: Lungendruckmessung wahrend der Inhalation
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2.3.1.4. Durchfihrung

Fur die Durchfiihrung des Histamin-Inhalations-Provokationstests (HIPT) wurde
den Pferden in ihrer gewohnten Umgebung zuerst der Osophaguskatheter wie
beschrieben eingefiihrt und die Atemmaske aufgesetzt. AnschlieRend wurde erst
ein Leerwert ohne Inhalation gemessen, dann ein Nullwert durch Verneblung von
Pufferlosung (PBS) und dann Werte unter Inhalation von Histaminlésungen in
aufsteigender Konzentration. Bei den lungengesunden Kontrolltieren wurde mit
einer Konzentration von 0,5 mg/ml Histamindihydrochlorid begonnen, bei den
lungenkranken Pferden lag die Anfangskonzentration bei 0,125 mg/ml. Jede
Konzentration wurde 2 Minuten lang inhaliert, nach 3 Minuten Pause folgte die
nachsthohere Konzentration. Wahrend jeder Inhalation wurde von einer Person
das Pferd locker am Halfter fixiert, wéhrend von einer zweiten Person die Herz-
und Atemfrequenz sowie das Allgemeinbefinden Uberwacht und dokumentiert
wurden. Ebenso wurde die Lungendruckmessung Uber den Venti-Graphen
aktiviert und aufgezeichnet. Der Provokationstest wurde abgebrochen wenn das
Pferd Abwehrbewegungen, ausgepragte Dyspnoe, vermehrtes Husten, eine
Herzfrequenz tber 60 b/min oder einen interpleuralen Druckanstieg von mehr als

70% Uber dem Ausgangswert zeigte.

2.3.2.  Allergen-Inhalations-Provokations-Test (AIPT)

Analog zur Durchfiihrung des HIPT wurde an den nédchsten beiden Tagen (Tag 4
und 5) je ein Allergen-Inhalations-Provokations-Test (AIPT) durchgefihrt.
Anhand der vorliegenden Ergebnisse aus den bereits durchgefuhrten Allergietests
und der allergologischen Vorgeschichte eines jeden Pferdes wurden je Pferd zwei
Allergene ausgewahlt, auf die das Pferd am wahrscheinlichsten allergisch
reagieren sollte. VVon jeder zu inhalierenden Allergenlésung (Artu Biologicals
Europe B.V., Lelystad, Niederlande) wurden unmittelbar vor der Durchfiihrung
des Provokationstests drei Verdinnungen der Ursubstanz mit PBS hergestellt, so
dass die Konzentrationen 1: 10, 1: 100 und 1: 1000 vorlagen (Abb. 10). Wenn ein
Pferd auf Allergen 1 an Tag 4 eine positive Reaktion auf die Inhalation zeigte,
wurde an Tag 5 kein zweites Allergen inhaliert, da davon auszugehen ist, dass
sich die immunologischen Folgen einer allergischen Reaktion Gber mehrere Tage

erstrecken und somit die Reaktion auf Allergen 2 nicht deutlich abgrenzbar war.
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Den Pferden wurde wie bereits im HIPT beschrieben eine Osophagussonde zur
interpleuralen  Lungendruckmessung (Venti-Graph®, Bohringer Ingelheim)
eingefiihrt und eine Inhalationsmaske (SaHoMa™-I1) aufgesetzt. Es wurde bis
zum Eintreten einer gleichméafliigen Atmung gewartet und dann mit der Inhalation
von PBS begonnen. Nach zwei Minuten Pause folgte die Inhalation der
individuellen Allergenlosung 1 in der Verdiinnung 1: 1000. Zeigte das Pferd keine
Reaktion, folgte nach einer zweiminitigen Pause die néchste Verdinnungsstufe,
bis zur Verdinnung 1:10. Wahrend jeder Inhalation wurde die Herz- und
Atemfrequenz sowie das Allgemeinbefinden tberwacht und protokolliert. Ebenso
erfolgte wahrend der gesamten Inhalation die Aufzeichnung der interpleuralen
Druckdifferenz tber den Venti-Graphen®. Als Abbruchkriterien galten wie im
HIPT Abwehrbewegungen, ausgeprégte Dyspnoe, vermehrter Husten, eine
Herzfrequenz tber 60 b/min und ein interpleuraler Druckanstieg von mehr als

70% Uber dem Ausgangswert.

Um Spatreaktionen nicht zu tbersehen wurden die Probanden noch dber einen
Zeitraum von 24 Stunden klinisch Gberwacht. Zusatzlich wurde 6 Stunden nach

Beendigung des AIPT nochmals eine Osophagussonde eingefiinrt und die

interpleurale Druckdifferenz erneut mittels Venti-Graphen® gemessen.

Abbildung 10: Verdinnte Allergenldésungen fiir die Provokationsinhalation
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2.4. Statistische Untersuchungen

Alle statistischen Analysen wurden Hilfe der Software IBM SPSS 23 Statistics fur
Windows® und Microsoft Office Exel 2007 durchgefiihrt. Fir alle ermittelten
Ergebnisse  wurden der durchschnittliche  Mittelwert + und die

Standardabweichung (SD) errechnet. Des Weiteren wurden die erhobenen Daten

auf Normalverteilung Uberprift.

Zur Bestimmung der Ubereinstimmung der Testergebnisse in den verschiedenen
Allergietests wurde der McNemar-ChiQuadrat-Test verwendet. Zur Beurteilung
der Blutgasparameter diente der einfache T-Test. Zur statistischen Untersuchung
der Ergebnisse der Inhalations-Challenges, insbesondere der Pleuraldruckwerte,
dienten der T-Test, der Mann-Whitney-Test und der Wilcoxon-Test.

Fur alle statistiscnen Verfahren wurden folgende Signifikanzstufen in
Abhangigkeit von der Irrtumswahrscheinlichkeit p festgelegt:

p<0,001 hoch signifikant (***)

p<0,01 signifikant (**)

p < 0,05 schwach signifikant (*)

p>0,05 nicht signifikant (n.s.)
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IV. Ergebnisse

V. ERGEBNISSE

1. Ergebnisse der Untersuchungen am Pferd

1.1. Allgemeine Angaben zur Studienpopulation

Insgesamt wurden 15 Pferde in die Studie aufgenommen, davon 6 lungengesunde
Pferde (Kontrollgruppe) und 9 Pferde mit RAO (RAO-Gruppe). Das
durchschnittliche Alter der Pferde in der Kontrollgruppe betrug 17 Jahre
(SD=8,1), das der RAO-Pferde 14,1 Jahre (SD=4,6). Die durchschnittliche Grolie
der Kontrolltiere lag bei 155 cm (SD=11), die der RAO Pferde lag bei 154 cm
(SD=7,5). Das Durchschnittsgewicht in der Kontrollgruppe betrug 497 kg (SD=
76), in der RAO Gruppe 475,9 kg (SD=44,9). Die Geschlechterverteilung der
Kontrollpferde belief sich auf einen Hengst und 5 Stuten, in der RAO-Gruppe gab

es zwei Hengste, zwei Stuten und 4 Wallache.

Drei Pferde der Kontrollgruppe waren Traber (50%), zwei Haflinger (33%) und
ein Warmblut (17%). In der RAO-Gruppe gab es drei Warmbliter (33%), zwei
Traber (22%), und je ein Pferd der Rasse Tinker, Andalusier, Pinto und Quarter
Horse (je 11%).

1.2. Ergebnisse des Vorberichts

Der Vorbericht wurde gemeinsam mit den Besitzern unter Zuhilfenahme des im
Anhang aufgefiihrten Anamneseprotokolls erhoben. Keines der Pferde der
Kontrollgruppe (Nr. 1 bis Nr. 6) zeigte vorberichtlich Leistungsschwéche,
Dyspnoe oder Husten. Bei der Patientengruppe zeigten 89% (8 von 9) der Pferde
eine Leistungsschwéche, 67% zumindest gelegentlich Dyspnoe (6 von 9) und alle
Pferde (100%) fielen in der Vergangenheit schon mehrmals durch Husten auf.
Lediglich eins (Nr. 11) von neun Pferden der Patientengruppe zeigte Symptome
fast ausschliel3lich im Fruhjahr/Sommer, bei allen anderen Tieren konnte eine
Verschlechterung des Gesundheitszustands bei schlechter Stallluft und

minderwertiger Heuqualitét v.a. im Winter beobachtet werden (Tab. 14).
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Tabelle 14: Ergebnisse des Vorberichts

Leistungs-
Pferd Nr.| schwéche | Dyspnoe | Husten | Symptome am deutlichsten bei
ja=1,nein=0
1 0 0 0 -
2 0 0 0 -
3 0 0 0 -
4 0 0 0 -
5 0 0 0 -
6 0 0 0 -
7 0 0 1 Ganzjahrig, Heu trocken
Ganzjahrig, v.a. bei schlechter
8 1 0 1 Heuqualitat
9 1 1 1 Ganzjahrig
Ganzjahrig, v.a. bei schlechter
10 1 0 1 Stallluft
11 1 1 1 Frihjahr/ Sommer
Winter bei Stallhaltung (im
Sommer bei ausschlieBlich
12 1 1 1 Weidehaltung symptomfrei)
13 1 1 1 Ganzjahrig
Ganzjahrig, v.a. bei schlechter
14 1 1 1 Heuqualitét
Ganzjahrig, deutliche
Verschlechterung an heifl3en
15 1 1 1 Sommertagen
1.3. Ergebnisse der erweiterten klinischen Untersuchung und

Differentialblutbild
Die Ergebnisse der klinischen Untersuchung der lungengesunden Pferde
(Kontrollgruppe) zeigte keine Auffalligkeiten. Lediglich bei einem Pferd (Nr. 5)
war Husten auslosbar. Die durchschnittliche Atemfrequenz in dieser Gruppe lag
bei 11 Atemziigen/min, bei keinem Pferd konnte Nasenausfluss, Ruhedyspnoe
oder abnorme Befunde bei der Auskultation und Perkussion der Lunge festgestellt
werden. In der Patientengruppe lag die durchschnittliche Atemfrequenz bei 20
Atemzilgen/min, 89% (8 von 9) der Pferde hatten Nasenausfluss, bei allen konnte
Husten beobachtet oder ausgeltst werden, 67% (6 von 9) der Pferde zeigten eine
Ruhedyspnoe und bei 78% (7 von 9) konnten abnorme Gerdusche wie Rasseln
oder Giemen bei der Auskultation der Lunge befundet werden. Ein ein handbreit

vergroliertes Lungenfeld war bei 22% (2 von 9) der Pferde in der Patientengruppe
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feststellbar. Die innere Korpertemperatur befand sich bei allen Pferden im
Normbereich und das Differentialblutbild zeigte bei keinem der Probanden
auffallige Werte, die auf eine akute Infektionskrankheit schlief3en liel3en.

Tabelle 15: Ergebnisse der klinischen Untersuchung

=
a3 <5}
s| § & o & & s
Z S = 2 2 2 2
5 g c > 2 2 2
= = & = 5 3 o
g 2 @ < o
<
1 10 0 0 0 0 0
2 10 0 0 0 0 0
3 12 0 0 0 0 0
4 14 0 0 0 0 0
5 10 0 1 0 0 0
6 10 0 0 0 0 0
7 18 1 1 1 0 0
8 16 1 1 0 0 0
9 24 1 1 3 2 1
10 12 1 1 0 2 0
11 24 0 1 0 2 0
12 22 1 1 3 2 0
13 20 1 1 3 2 0
14 18 1 1 3 2 0
15 | 28 1 1 3 2 1

Die Punktevergabe nach OHNESORGE (1998) ist in Tabelle 5 genauer erlautert.
Keine Auffélligkeiten bei allen Parametern = 0; Nasenausfluss: vorhanden = 1,
Husten: spontan oder auslésbar = 1; Ruhedyspnoe: verstarkt abdominale Atmung
= 1, Dampfrinne oder Nisternbldhen = 3; Auskultation: Rasseln oder Giemen = 2;
Perkussion: Lungenfeld 1 handbreit erweitert = 1.

1.4, Ergebnisse der Blutgasanalyse
Die arterielle Blutgasanalyse erfolgte durch Punktion der Arteria carotis
communis dextra und unmittelbarer Analyse durch ein Blutgasanalysegerat und

anschlielender Berechnung des A-aDO, wie unter Il1. 2.1.3. beschrieben.

Der durchschnittliche arterielle pO, in der Kontrollgruppe war mit 94,52 mmHg
(SD=5,92) signifikant gréRer (p=0,03) als der durchschnittliche pO, in der RAO-
Gruppe mit 85,11 mmHg (SD=7,87). Der durchschnittliche pCO, in der
Kontrollgruppe mit 42,07 mmHg (SD=2,62) unterschied sich nicht signifikant von
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dem in der RAO-Gruppe mit 44,44 mmHg (SD=4,69). Die alveolo-arterielle
Sauerstoffpartialdruckdifferenz  (A-aDO,) betrug in der Kontrollgruppe
durchschnittlich 0,5 mmHg (SD=0,84) und war damit signifikant Kkleiner
(p=0,005) als die durchschnittliche A-aDO, in der RAO-Gruppe mit 10,14 mmHg
(SD=7,63).

Tabelle 16: Ergebnisse der arteriellen Blutgasanalyse

Pferd
Nr PaO2 PaCO2 A-aDO2 Blutgaspunkte
mmHg nach Ohnesorge
1 105 37 0 0
2 89 44 1 0
3 89 43 2 0
4 93 43 0 0
5 95,3 43,8 0 0
6 95,8 41,6 0 0
7 90 37 7 1
8 87 47 4 0
9 73 41 25 2
10 95 42 2 0
11 93 39 10 1
12 82 49 11 1
13 73 48 19 2
14 87 49 7 1
15 86 48 5 0

Die Blutgaspunkte nach Ohnesorge beziehen sich auf die Alveolo-arterielle
Sauerstoffpartialdruckdifferen (A-aDO,): < 7 mmHg = 0 Punkte; 7-14 mmHg = 1
Punkt; > 14 mmHg = 2 Punkte.

1.5. Ergebnisse der Tracheobronchoskopie

Bei 4 der 6 Pferde in der Kontrollgruppe konnte Sekret in der Trachea festgestellt
werden, hierbei handelte es sich jedoch ausnahmslos um einzelne Sekretflocken
(Grad 0-2), groRRere Sekretansammlungen konnten hier nicht beobachtet werden.
Die Aufzweigung der Trachea war nur bei einem Pferd geringgradig verbreitert.
Somit wurden in der Kontrollgruppe bei allen sechs Pferden null vergeben. In der
RAO-Gruppe konnten bei allen neun Pferden deutliche Sekretansammlungen
festgestellt werden und die Bifurcatio war bei allen neun Pferden zumindest

geringgradig verbreitert.
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Tabelle 17: Ergebnisse der Tracheobronchoskopie (Punkte nach Diekmann,

1987)
Endoskopiepunkte nach
Pferd | Sekretmenge | Sekretviskositat | Carina Ohnesorge (1998)
Nr. Trachea Trachea Tracheae TBS +Carina
1 1 3 0.b.B. 0
2 0 0 0.b.B. 0
3 0 0 0.b.B. 0
4 2 1 0.b.B. 0
5 1 2 gar. verbr. 0
6 1 3 0.b.B. 0
7 3 2 mgr. verbr. 2
8 3 3 mgr. verbr. 2
9 2 4 hgr.verbr. 2
10 3 3 ggr. verbr. 1
11 3 3 mgr. verbr. 2
12 5 4 mgr. verbr. 3
13 4 4 mgr. verbr. 3
14 4 3 mgr. verbr. 3
15 5 4 hgr.verbr. 3
1.6. Ergebnisse der zytologischen Untersuchung von TBS und BAL

Bei einem Pferd in der Kontrollgruppe und bei allen neun Pferden in der RAO-

Gruppe waren neutrophile Granulozyten zahlreich oder das Zellbild dominierend

vorhanden. Bei zwei Pferden in der RAO-Gruppe wurde auf Grund der Dyspnoe

und der

massiven Schleimansammlung

in den Hauptbronchien auf die

Durchfuhrung einer BAL- Beprobung verzichtet. Die ausfiihrlichen Ergebnisse
aus TBS und BAL sind im Anhang aufgefiihrt.
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1.7. Bewertung der Ergebnisse

Nach Auswertung aller bisherigen Ergebnisse konnten die Pferde anhand des
Bewertungsscore nach Ohnesorge in vier Klassen eingeteilt werden (Tab. 18). Die
Beurteilung ergab 6 lungengesunde Pferde (Gesamtscore 0-1), drei mittelgradig
erkrankte Pferde (je einmal Score 4, 5 und 6) und sechs Pferde wurden als
hochgradig an RAO erkrankt eingestuft (Score 7-12).

Tabelle 18: Gesamtscore nach Ohnesorge

— c I < c N 2 Eg ®
£ I &lx* < <] E ég NI @
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 1 1
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 1 0 0 0 0 0 0 0 1
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 1 1 0 0 1 1 1 1 6
8 1 0 0 0 0 1 1 1 4
9 1 3 2 1 2 1 1 1 12
10 1 0 2 0 0 0 1 1 5
11 1 0 2 0 1 1 1 1 7
12 1 3 2 0 1 1 2 1 11
13 1 3 2 0 2 1 2 1 12
14 1 3 2 0 1 1 2 1 11
15 1 3 2 1 0 1 2 1 11
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2. Ergebnisse der Allergietests

2.1. Ergebnisse des Intrakutantests

Bei allen Tieren beider Gruppen gab es mehr als eine positive Reaktion.
Insgesamt gab es bei den Kontrollpferden 85 positive Reaktionen bei 252
mdoglichen Reaktionen (34%), bei den RAO-Pferden waren es 111 positive
Reaktionen bei 378 moglichen Reaktionen (29%). 47% der positiven Reaktion der
Kontrollgruppe und 67% der positiven Reaktionen der RAO-Gruppe zeigten sich
als Sofortreaktionen innerhalb der ersten Stunde nach der Injektion. Alle
Reaktionen traten innerhalb der ersten 4 Stunden nach der Injektion auf, nach 24

Stunden konnte bei keinem Pferd eine positive Reaktion befunden werden.

Bei den getesteten Schimmelpilzen konnte lediglich eine positive von 18
mdoglichen Reaktionen bei den Kontrolltieren und 3 positive von 27 mdglichen
Reaktionen bei den RAO-Pferden registriert werden. Dagegen reagierten alle
Kontrollpferde und 8 von 9 RAO-Pferden mit einer deutlich positiven Reaktion

auf das Mosquito-Allergen.

Auf die beiden Hautmilben D. farinae und D. pteronyssinus zeigten 5 der 6
Kontrollpferde und alle 9 RAO-Pferde eine positive Reaktion, wéhrend auf die
Heumilbe Lepidoglyphus destructor nur ein Pferd in der Kontrollgruppe, jedoch 8
der 9 RAO-Pferde positiv reagierten.

Bei den Pollen gab es die meisten positiven Reaktionen auf Weidelgras
(Kontrollgruppe 4/6, RAO-Gruppe 9/9), Raps (Kontrollgruppe 6/6, RAO-Gruppe
7/9) und Baumpollen 1 und 2 (Kontrollgruppe 10/12, RAO-Gruppe 1/18).
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Tabelle 19a: Anzahl der positiven Reaktionen (Score > 2) im Intrakutantest
zu den unterschiedlichen Zeitpunkten bei den Pferden in der Kontrollgruppe
und der RAO-Gruppe im Vergleich

Kontrollgruppe (N = 6) RAO-Gruppe (N=9)

Early Late Early Late

All
ergene (0,5-1h) | (2-4h) |Gesamt|(0,5-1h) |(2-4h) | Gesamt

Schimmelpilze

Alternaria alternata 1 0 1 0 1 1
Aspergillus fumigatus 0 0 0 0 1 1
Cladosporium herbarum 0 0 0 0 1 1
Milben
D. farinae 4 1 5 5 4 9
D. pteronyssinus 3 2 5 4 5 9
T. putrescentiae 1 2 3 5 0 5
Acarus siro 3 1 4 3 0 3
Lepidoglyphus destructor 1 0 1 7 1 8
Pollen
Buche 0 0 0 0 0 0
Ahorn 1 0 1 3 1 4
Hasel 1 0 1 2 0 2
Silberpappel 1 0 1 1 0 1
Quecke 1 0 1 3 2 5
Weidelgras 1 3 4 4 5 9
WeilRer Gansefull 3 1 4 2 1 3
Beifull 2 3 5 2 0 2
Echte Goldrute 1 3 4 1 3 4
Kné&uelgras 1:100 0 0 0 0 0 0
Kné&uelgras 1:5 1 0 1 1 0 1
Weiles Straulgras 1 0 1 0 0 0
Wiesenrispengras 0 0 0 2 0 2
Wiesenfuchsschwanz 0 0 0 3 0 3
Hundszahngras 0 0 0 1 0 1
Ambrosie 1 0 1 3 0 3
Kleiner Sauerampfer 1 2 3 1 1 2
Wolliges Honiggras 1 2 3 1 0 1
Spitzwegerich 1:100 0 0 0 0 0 0
Spitzwegerich 1:5 0 0 0 0 0 0
Glaskraut 1:100 0 0 0 0 0 0
Glaskraut 1:5 1 4 5 3 2 5
Raps 1:100 1 0 1 0 0 0
Raps 1:5 0 6 6 4 3 7
Baumpollen 1 1 4 5 1 0 1
Baumpollen 2 0 5 5 0 0 0
0 3 3 2 0 2

Kréuterpollenmix
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Tabelle 19b: Anzahl der positiven Reaktionen (Score > 2) im Intrakutantest
zu den unterschiedlichen Zeitpunkten bei den Pferden in der Kontrollgruppe
und der RAO-Gruppe im Vergleich

Kontrollgruppe (N = 6) RAO-Gruppe (N=9)
Earl Late Earl Late

Allergene (0,5-31/ hy | (2-4 )| Gesamt (0,5-)1/ h) | (2-4 h) | Gesamt
Insekten
Kakerlake 2 1 3 3 0 3
Stubenfliege 0 0 0 0 0 0
Mosquito 4 2 6 4 4 8
Floh 1 0 1 3 1 4
Andere
Schafwolle 1 0 1 0 0 0
Epithelia Mix 0 0 0 0 0
Katzenepithelien 0 0 0 1 0 1
Gesamtpositive
(Tabelle 19 a + b) 40 45 |85 (34%)| 75 36 | 111 (29%)
2.2. Ergebnisse des Fc-e-Rezeptortests

Drei der 6 Kontrollpferde (50%) und 7 der 9 RAO-Pferde (78%) hatten auf
mindestens ein Allergen ein positives Resultat im IgE-ELISA. Insgesamt zeigten
die Kontrollpferde mehr positive Ergebnisse (26 positive von 216 moglichen,
12%) als die RAO-Gruppe (23 positive von 324 mdoglichen, 7%), aber der
Unterschied war nicht signifikant. Bei keinem der 15 Pferde aus beiden Gruppen
konnte ein IgE-Level liber dem ,,Cut off* von 150 Allergy Units (AU) gegen eine
der vier verschiedenen Schimmelpilzarten gemessen werden. 33% der
Kontrollgruppe und 56% der RAO-Pferde hatten positive IgE-Level gegen D.
farinae, 33% der Pferde in beiden Gruppen hatten positive IgE-Level gegen D.
pteronyssinus und 17% der Kontrolltiere und 44% der RAO-Pferde hatten positive
IgE-Level Uber dem ,,Cut off gegen Tyrophagus putrescentiae, jedoch gab es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Kein Pferd zeigte
ein positives IgE-Level gegen die Heumilbe Lepidoglyphus destructor. Darlber
hinaus gab es 21 positive IgE-Level auf Pollen bei der Kontrollgruppe im
Gegensatz zu 10 positive Resultate in der RAO-Gruppe.
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Tabelle 20a: Allergen-spezifische Serum IgE Level, gemessen mit dem Fc-
Epsilon-Rezeptortests (Allercept™) bei den Pferden der Kontrollgruppe und
der RAO-Gruppe im Vergleich

Kontrollgruppe (N = 6) RAO-Gruppe (N=9)
M

Allergene MW | Min |Max| N (%) + | W | Min| Max | N (%) +
Schimmelpilze
Alternaria alternata 28 6 71 0 2 0 19 0
Aspergillus fumigatus 20 4 51 0 8 0 52 0
Cladosporium herbarum | 23 5 68 0 2 0 15 0
Penicillium sp. 19 1 59 0 1 0 5 0
Milben
D. farinae 163 | 32 | 377 | 2(33%) | 219 | 33 | 708 | 5 (56%0)
D. pteronyssinus 119 | 27 [ 301 | 2(33%) | 170 | 52 | 591 | 3(33%)
Tyrophagus p. 104 | 38 | 237 | 1(17%) | 238 | 40 | 703 | 4 (44%)
Acarus siro 78 2 | 145 0 86 | 12 | 376 | 1(11%)
L. destructor 51 16 | 148 0 26 5 55 0
Pollen
Gramineae mixtum 34 8 58 0 28 6 77 0
Agrostis alba 42 19 | 78 0 48 0 121 0
Cynodon dactylon 36 19 | 94 0 48 0 138 0
Sorghum halepensis 42 11 | 76 0 64 | O 170 | 1(11%)
Rumex crispus 56 13 (212 | 1(17%) | 84 | O 301 | 3(33%)
Plantago lanceolata 158 | 20 | 414 13(50%) | 39 | O 138 0
Artemisia vulgaris 20 10 | 32 0 16 0 41 0
Chenopodium album 58 25 | 114 0 55 | 17 | 117 0
Urtica dioica 50 11 | 147 0 5 0 27 0
Ambrosia mixtum 1 0 4 0 3 0 14 0
Parietaria officinalis 54 17 [ 185 | 1(17%) | 24 | 8 45 0
Salsola kali 78 8 208 |2(33%) | 123 | 2 377 | 2(22%)
Betula sp. 108 6 214 3(50%)| 20 | O 94 0
Alnus sp. 140 0 |333[2(33%)| 81 | 5 289 | 2(22%)
Quercus sp. 35 8 79 0 5 0 24 0
Cypressus sp. 10 0 29 0 19 0 111 0
Corylus avellana 79 6 | 184 |2(33%)| 51 | 11 | 116 0
Ulmus campestris 27 6 88 0 42 0 172 | 1(11%)
Fagus sylvatica 85 0 | 277 |1(17%) | 36 | O 133 0
Populus sp. 117 0 | 266 |2(33%) | 46 | 5 177 | 1(11%)
Acer pseudoplantus 46 1 ]110 0 23 0 77 0
Salix sp. 68 0 [209|1(17%) | 8 0 30 0
Olea euopaea 201 8 646 | 2(33%) | 42 0 146 0
Cryptomeria sp. 22 1 52 0 45 0 111 0

N (%) + = Anzahl und Prozentsatz der Pferde mit einem positiven Ergebnis.
MW = Mittelwert aller gemessenen AU in dieser Gruppe;
Min = kleinster gemessener Wert; Max = groter gemessener Wert.
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Tabelle 20b: Allergen-spezifische Serum IgE Level, gemessen mit dem Fc-
Epsilon-Rezeptortests (Allercept™) bei den Pferden der Kontrollgruppe und
der RAO-Gruppe im Vergleich

Insekten

Ctenocephalides salivae | 22 0 | 105 0 10 0 31 0
Blattela germanica 79 5 292 |11(17%)| 14 | 0 109 0
Andere 0 0 0 0

Felis catus epithelium 25 0 | 104 0 11 0 37 0
Gesamt Positive 26 23
(Tabelle 20 a + b) (12%) (7%)

N (%) + = Anzahl und Prozentsatz der Pferde mit einem positiven Ergebnis.
MW = Mittelwert aller gemessenen AU in dieser Gruppe;
Min = kleinster gemessener Wert; Max = groter gemessener Wert.

2.3. Ergebnisse des FIT

Die Ergebnisse des FIT dokumentieren laut Laborbericht den aktuellen
funktionellen  Sensibilisierungsgrad (Reaktionsbereitschaft) der basophilen
Granulozyten in der untersuchten Blutprobe. Ein positives Ergebnis spricht
demnach flr eine funktionell deutlich ausreichende bis hochstgradige Typ-I-

allergische Reaktionsbereitschaft gegen die eingesetzten Allergenpraparationen.

Alle Pferde beider Gruppen zeigten auf mindestens eine der 27 getesteten
Allergenpréaparationen ein positives Testergebnis. Insgesamt gab es in der
Kontrollgruppe 77 positive Ergebnisse von 162 Mdglichen (48%), in der RAO-
Gruppe gab es 104 positive Ergebnisse von 243 Mdglichen (43%). Alle 9 RAO-
Pferde und 4 von 6 Pferden in der Kontrollgruppe zeigten ein positives Ergebnis
auf die Praparation ,,Schimmelpilz-Mix“. Ahnlich viele positive Resultate zeigten
sich auch gegen Milben und Insekten, gegen die mit Ausnahme der Heumilbe
Lepidoglyphus (33%  Positive in der Kontrollgruppe, 44% Positive in der
Patientengruppe) durchwegs in beiden Gruppen tber 50% der Tiere ein positives
Resultat hatten. Gegen die getesteten Pollen-Préparationen zeigten in beiden
Gruppen 0-50% der Pferde eine positive Reaktionsbereitschaft, mit Ausnahme
von Raps, bei dem die Reaktionsbereitschaft in der Kontrollgruppe mit 83% und
in der RAO Gruppe mit 67% positiven Ergebnissen deutlich hoher lag. Die

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen waren jedoch nicht signifikant.
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Tabelle 21: Ergebnisse des Funtktionellen In Vitro Tests (FIT) beider
Gruppen im Vergleich

Kontrollgruppe (N = 6) RAO-Gruppe (N =9)
Allergene MW N (%) + MW N (%) +
Schimmelpilze
Schimmelpilz-Mix 2 4 (67%) 3 9 (100%0)
Hautpilz-Mix 1 1(17%) 0 1 (11%)
Milben
D. pteronyssinus 2 4 (67%) 2 5 (56%0)
L. destructor 1 2 (33%) 1 4 (44%)
Acarus siro 2 4 (67%) 2 6 (67%0)
Pollen
Graser-Mix (Pollen) 0 0 0 1 (11%)
Baum-Mix (friih) 1 1 (17%) 1 3(33%)
Baum-Mix (spat) 1 2 (33%) 1 3 (33%)
Spétpollen-Mix 1 1 (17%) 1 2 (22%)
Mais 1 2 (17%) 1 2 (22%)
Roggen 1 3 (50%) 1 2 (22%)
Weizen 0 1 (17%) 1 2 (22%)
Hafer 1 1(17%) 1 4 (44%)
Gerste 1 2 (33%) 1 2 (22%)
Haselnuss 0 0 0 1 (11%)
Raps 3 5 (83%) 2 6 (67%0)
Birke 1 1(17%) 1 2 (22%)
Gréaser-Mix (Korn) 1 3 (50%0) 1 3 (33%)
Insekten
Culicoides nubeculosus 2 5 (83%) 1 4 (44%)
Wadenstecher 2 4 (67%) 1 3(33%)
Kriebelmicke 2 4 (67%) 1 4 (44%)
Eintagsfliege 3 5 (83%) 2 6 (67%)
Motte 3 5 (83%) 2 8 (89%)
Stechmiicke 3 5 (83%) 2 9 (100%0)
Pferdebremse 3 5 (83%) 1 4 (44%)
Hausfliege 2 3 (50%) 1 3 (33%)
Feuerameise 2 4 (67%) 2 5 (56%0)
Gesamt Positive 77 (48%) 104 (43%0)

MW = Mittelwert; N (%) + = Anzahl und Prozentsatz der Pferde mit einem
positiven Ergebnis. Als positiv galten alle Testergebnisse mit einem Wert >2
(Interne Einteilung), das entspricht dem vom Labor Gbermittelten Wert 1+, der
laut Labor als eindeutig positiv zu bewerten ist.
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2.4. Ergebnisse des Allergie-40 Profil IgE (Pferd) ELISA

Insgesamt gab es im Allergie-40 Profil IgE (Pferd) ELISA der Firma IBL-
Hamburg (im nachfolgenden IBL genannt) 11 positive Ergebnisse von 240
Madoglichen (5%) in der Kontrollgruppe und 28 positive Ergebnisse von 360
mdoglichen Ergebnissen (8%) in der RAO-Gruppe. Wahrend in der Kontrollgruppe
keines der 6 Kontrollpferde ein positives Resultat auf eine der sechs
Schimmelpilzgattungen aufwies gab es bei den Pferden in der RAO-Gruppe
insgesamt 10 positive Ergebnisse von 54 mdoglichen Reaktionen auf
Schimmelpilze (19%). Ebenso gab es kein positives Resultat in der
Kontrollgruppe auf die sechs verschiedenen Milbenarten, wobei auch in RAO
Gruppe lediglich ein Pferd einen positiven IgE-Spiegel gegen Tyrophagus aufwies
(1 aus 54, entspricht 2%). Auf Pollenallergene gab es in der Kontrollgruppe 7
positive Ergebnisse (5%), in der RAO-Gruppe 15 positive Ergebnisse (7%), die
sich tberwiegend gleichmaRig auf die 23 getesteten Pollenallergene verteilen (s.
Tab. 22). Die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen waren jedoch nicht

signifikant.
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Tabelle 22: Anzahl positiver Testergebnisse des IBL (Synlab) beider

Pferdegruppen im Vergleich

Kontrollgruppe (N=6)

RAO Gruppe (N=9)

Allergene N (%) + N (%) +
Schimmelpilze

Alternarium alternata 0 1(11%)
Aspergillus fumigatus 0 3 (33%)
Epicoccum nigrum 0 0
Cladosporium herbarum 0 2 (22%)
Penicillium notatum 0 4 (44%)
Ustilago tritici 0 0
Milben

Acarus 0 0

D. farinae 0 0

D. pteronyssinus 0 0
Tyrophagus 0 1(11%)
Glycyphagus domesticus 0 0
Lepidoglyphus destructor 0 0
Pollen

Birke 0 0
Buche 0 0
Erle 1 (17%) 1(11%)
Hasel 0 0
Weide 0 2 (22%)
Grasermix 1(17%) 1(11%)
Roggen 1 (17%) 2 (22%)
Raps 0 1(11%)
Ragweed 0 1(11%)
Sauerampfer 1 (17%) 2 (22%)
Wegerich 1(17%) 1(11%)
Weiler Ganseful3 0 2 (22%)
Léwenzahn 0 1(11%)
Brennnessel 0 0
Beiful 0 0
Weizen 1(17%) 0
Gerste 0 1(11%)
Hafer 0 0
Mais 1 (17%) 0
Melasse 0 0
Soja 0 0
Hefe 0 0
Luzerne 0 0
Insekten

Floh 2 (33%) 1(11%)
Bremse (Tabanus spp.) 0 0
Gnitze (Culicoides spp.) 0 0
Wadenstecher (Stomoxis spp.) 2 (33%) 1(11%)
Kriebelmiicke (Simulium spp.) 0 0
Gesamt Positive 11 (5%0) 28 (8%0)

N (%) + = Anzahl und Prozentsatz der Pferde mit einem positiven Ergebnis. Als

positiv  galten alle

Testergebnisse mit

Einteilungsklasse des Laborberichtes).
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IV. Ergebnisse

2.5. Vergleich der Allergietests

Die Gesamtzahl der positiven Ergebnisse aus den vier verschiedenen Allergietests
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der
RAO-Gruppe. Bei drei der vier Tests gab es in der Kontrollgruppe prozentual
sogar mehr positive Ergebnisse als in der RAO-Gruppe (s. Abb. 11).

Anzahl aller positiven Ergebnisse in den vier Allergietests in %

60%

50%

40%

30%

20%

N .
0%

IKT FcEpsilonRT FIT IBL

H Kontrollgruppe RAO-Gruppe

Abbildung 11 : Anzahl der gesamtpositiven Ergebnisse in den vier
Allergietests in %

Betrachtet man die positiven Ergebnisse auf die getesteten Schimmelpilz-
Préparationen, so zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den angewandten
Allergietests. Wahrend es im Fc-Epsilon-Rezeptor-Test in beiden Gruppen kein
einziges positives Resultat bei den vier getesteten Schimmelpilzen gab, wiesen im
FIT 100% der RAO-Pferde und 67% der Pferde in der Kontrollgruppe eine
Sensibilisierung gegen den dort getesteten Schimmelpilz-Mix auf. Im
Intrakutantest gab es in der Kontrollgruppe eine positive Reaktion auf Alternaria
alternata (1 von 18; 6%) und in der RAO-Gruppe je eine positive Reaktion auf
Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus und Cladosporium herbarum (3 von
27; 11%). Im IBL wurden mit 6 verschiedenen Schimmelpilzen die meisten

Schimmelpilzarten getestet. Hier gab es in der Kontrollgruppe kein einziges
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positives Ergebnis, wahrend in der RAO-Gruppe insgesamt 10 positive
Ergebnisse zu verzeichnen waren (10 von 54; 19%). Diese teilten sich wie folgt
auf: Alternaria alternata: 1 positives Resultat (PR), Aspergillus fumigatus: 3 PR,
Cladosporium herbarum: 2 PR, Penicillium notatum: 4PR (Abb. 12).

Vergleich der positiven Ergebnisse auf Schimmelpilze in %

120%
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IKT FcEpsilonRT FIT IBL

W Kontrollgruppe RAO-Gruppe

Abbildung 12: Vergleich der positiven Ergebnisse aus den vier Allergietests
auf Schimmelpilze in %

Ebenfalls sehr unterschiedliche Ergebnisse zwischen den Allergietest erhielt man
bei der Betrachtung der Reaktionen auf Milbenantigen. Wahrend im IKT und im
FIT in beiden Gruppen é&hnlich viele Pferde eine Sensibilisierung gegen die
getesteten Milbenarten aufweisen (IKT: 60% in der Kontrollgruppe und 76% in
der RAO-Gruppe; FIT: 56% in beiden Gruppen), wiesen die Serumtests deutlich
weniger positive Resultate (PR) auf. So gab es im Fc-g-Rezeptortest 17% PR in
der Kontrollgruppe und 29% PR in der RAO-Gruppe, wéhrend im IBL kein Pferd
in der Kontrollgruppe und lediglich ein Pferd in der RAO-Gruppe ein PR auf eine
der sechs getesteten Milbenarten aufwies (2%) (s. Abb. 13).
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Vergleich der positiven Ergebnisse auf Milben in %
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Abbildung 13: Anzahl der positiven Ergebnisse in den vier Allergietests auf
Milben in %
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3. Ergebnisse der Provokationstests

3.1. Ergebnisse des Histamin-Inhalations-Provokations-Test (HIPT)

Zur objektiven Beurteilung der Reagibilitat der Atemwege und um eine Referenz
fir den spéater durchgefuhrten Allergen-Inhalations-Provokations-Test (AIPT) zu
erhalten, wurde bei allen 6 Kontrollpferden und bei 8 der 9 Pferde aus der
Patientengruppe ein Histamin-Inhalations-Provokations-Test (HIPT)
durchgefuhrt. Bei einem Pferd (Nr. 15) war auf Grund des starken Hustenreizes
ein Vorschieben der Ventigraphen-Sonde nicht mdglich und die Durchfiihrung
des HIPT und des AIPT wurde deshalb auf Grund des schlechten
Gesundheitsstatus unterlassen. Bei allen 14 Pferden, bei denen der HIPT
durchgefuhrt wurde, konnte auf Grund der klinischen Symptome wie Husten,
deutlich ~ forcierte  Atmung oder plotzliche  Abwehrreaktionen  die
Histaminkonzentration, die bei dem jeweiligen Pferd zu einer deutlichen
Bronchokonstriktion und somit zum Abbruch des Testes gefiihrt hat, eindeutig
bestimmt werden. In der Kontrollgruppe zeigte sich eine deutliche Reaktion bei
einer Histaminkonzentration zwischen 4 und 64 mg/ml (MW: 26 mg HDC/ml), in
der RAO-Gruppe lag die Abbruchkonzentration zwischen 0,125 und 4 mg
HDC/ml (MW: 1,95 mg HDC/ml). Dieser Unterschied war signifikant (p=0,003).
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Abbruch HIPT bei einer Histaminkonzentration von
0,125 - 64 pg HDC/ml
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Abbildung 14: Abbruchkonzentrationen im HIPT

Pferd Nr. 1 bis Pferd Nr. 6 = Kontrollgruppe
Pferd Nr. 7 bis Pferd Nr. 14 = RAO Gruppe

Die Lungendruckmessung stellte sich dagegen nicht in allen Féllen als hilfreiche
objektive Messapparatur dar. Das Vorschieben der Sonde in den Osophagus bis
auf Hohe der Herzbasis gelang bei allen Pferden (bis auf Pferd Nr. 15) mit Hilfe
einer Nasenbremse ohne groRere Schwierigkeiten. Einige Pferde schienen
allerdings auch nach 30 min immer noch irritiert durch die Sonde, atmeten flach
und unregelmaRig, versuchten scheinbar immer wieder das ungewohnte Gefihl
durch Kauen oder Husten zu verdrangen oder spielten mit der Ndister an der
Sonde. Aulerdem unterschieden sich die gemessenen Lungendrucke bei den
Leerwerten (Messung ohne Inhalation und mit Inhalation von Pufferlésung PBS)
an den unterschiedlichen Untersuchungstagen und Tageszeiten zum Teil
erheblich.
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3.2 Ergebnisse des Allergen-Inhalations-Provokations-Tests (AIPT)

Bei zwei Pferden (Nr. 9 und Nr. 15) wurde auf Grund des schlechten
respiratorischen Allgemeinbefindens und der nicht absehbaren gesundheitlichen
Folgen bei einer positiven Reaktion auf eine Allergeninhalation verzichtet. Bei
drei Pferden (Nr. 4, 13 und 14) wurde eine postitive Reaktion auf die Inhalation
von Allergen 1 vermutet und daher an Tag 5 kein zweites Allergen inhaliert. Bei
zwei Pferden (Nr. 13 und Nr. 14) war nach der Inhalation von Allergen 1 eine
bronchodilatatorische (Salbutamol, Salbutamol Ratiopharm®) und
immunsuppressive  (Beclomethason,  Sanasthmax®) Inhalationstherapie
notwendig, da die Pferde eine ausgeprdagte Dyspnoe zeigten. Somit wurden
insgesamt 23 Allergeninhalationen durchgefihrt, je zwei Allergene bei 10 Pferden
und je ein Allergen bei 3 Pferden.

Wiéhrend den Allergen-Inhalationen und 6 h danach wurden bei allen Pferden die
Atem- und Herzfrequenz und der Interpleuraldruck gemessen sowie das
Allgemeinbefinden dokumentiert. Fur die weitere Auswertung der erhobenen
Daten wurde fur alle Werte der relative prozentuale Anstieg im Vergleich zur
Inhalation mit PBS (=100%) berechnet. Zu keinem Zeitpunkt konnte in einer der
beiden Gruppen ein signifikanter Anstieg der Atem- und Herzfrequenz gemessen
werden. Einen signifikanten Anstieg des Intrapleuraldruckes beim AIPT im
Vergleich zur PBS-Inhalation wurde in der RAO-Gruppe 6 Stunden nach
Inhalation von Allergen 1 verzeichnet (p=0,016). Dies ist vor allem auf die
Reaktion von Pferd Nr. 13 (Allergen: Cladosporium herbarum) und Nr. 14
(Allergen: Aspergillus fumigatus) zurlickzufiihren, die sechs Stunden nach der
Allergen-Challenge einen um 336,8% (Nr. 13) und 367.5% (Nr. 14) erhohten
Interpleuraldruck aufwiesen, obwohl wahrend der Inhalationen zundchst kein
Druckanstieg zu verzeichnen war. Bei beiden Pferden fiel wahrend der
Allergeninhalation vermehrtes Husten auf, weswegen bei Pferd Nr. 14 nur die

niedrigste Allergenkonzentration (1:1000) inhaliert wurde.

Bei der Inhalation von Allergen 2 konnte bei keinem Pferd zu keinem Zeitpunkt
eine klinische Reaktion oder ein Anstieg des Lungendrucks festgestellt werden.

67



V. Diskussion

V. DISKUSSION

1. Auswahl und Einteilung der Pferde nach dem Score-

System

Alle Pferde wurden anhand anamnestischer, klinischer, endoskopischer und
zytologischer Befunde sowie arterieller Blutgasbefunde mit Hilfe eines Score-
Punktesystems bewertet und in die Gruppen gesund, geringgradig, mittelgradig
und hochgradig an RAO erkrankt eingeteilt. Diese Bewertung war vor allem fir

die Verifizierung der lungengesunden Kontrolltiere unerlasslich.

Bei den Pferden der lungengesunden Kontrollgruppe handelte es sich um
universitatseigene Pferde, die in den Stallungen der veterindrmedizinischen
Universitat in Minchen gehalten werden. Obwohl sie nach der Einteilung nach
dem Ohnesorge-Score als lungengesund galten und bei keinem der Pferde in den
letzten Jahren Husten oder Dyspnoe aufgefallen war, waren diese Pferde auf
Grund ihrer bewegungsarmen Haltung, der fehlenden Fitness und auf Grund ihres
fortgeschrittenen Alters in einigen Untersuchungsmerkmalen, insbesondere den
gemessenen Lungendriicken, keine ideale Referenz als lungengesunde
Kontrollgruppe. Dennoch haben wir uns bewusst dafir entschieden in die
Kontrollgruppe Pferde &hnlichen Alters wie in der Patientengruppe aufzunehmen,
da die Ergebnisse aus den Allergietests und Provokationstests somit klinisch

relevanter und vergleichbarer waren.

2. Diskussion der Ergebnisse aus den Allergietests

2.1. Diskussion der Ergebnisse aus dem Intrakutantest

Die Durchfuhrung des Intrakutantests verlief bei allen 15 Pferden problemlos. Das
betreffende Hautareal wurde lediglich geschoren und nicht wie von einigen
Autoren bevorzugt (HAMPEL et al., 2008; LORCH et al., 2001a & b) rasiert und
mit Alkohol desinfiziert, um keine Mikroldsionen und Schwellungen der Haut zu
produzieren. Dennoch wurden bei keinem Pferd Hautinfektionen oder &hnliche
Komplikationen beobachtet. Die nach der Injektion entstandenen Quaddeln

wurden wie beschrieben optisch und palpatorisch nach GréRRe und Derbheit im
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Vergleich  zu den Kontrollsubstanzen PBS und Histamin bewertet
(=Referenzverfahren). Die von FADOK und GREINER (1990) beschriebene und
seitdem von einigen Autoren (HAMPEL et al., 2008; MCGORUM et al., 1993a3;
WONG et al., 2005; TAHON et al., 2009) bevorzugte Methode, bei der die
Quaddelgrélle mit Hilfe einer Schiebelehre vermessen wird, wurde nach einem
Probeversuch als zu aufwendig eingestuft um die groBe Anzahl der getesteten

Allergene ohne grole Zeitverzdgerung bewerten zu kénnen.

Der Intrakutantest lieferte mit insgesamt 31% (196 von 630) eindeutig positiven
Resultaten auffallend viele positive Ergebnisse. Dabei gab es keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (34% Positive) und der RAO-Gruppe
(29% Positive). Diese Zahlen decken sich mit den Ergebnissen anderer Studien.
So protokollierten SCHATZMANN u. GERBER (1972) 40% positive Reaktionen
nach 15 bis 30 min bei der Anwendung des Intrakutantest mit 16 verschiedenen
Antigen-Praparationen bei 386 Pferden mit RAO. LORCH et al. (2001a) fiihrten
bei 22 Pferden ohne Atopie und 16 Pferden mit RAO einen Intrakutantest mit 73
Allergenen durch. Sie konnten nach 30 min. 48% positive Reaktionen in der
Kontrollgruppe und 55% positive Reaktionen in der RAO Gruppe feststellen,
wobei die durchschnittliche Anzahl positiver Reaktionen je Pferd nach 30 min, 4
und 6 Stunden in der Kontrollgruppe signifikant groRer war als in der RAO
Gruppe. Auch in der vorliegenden Arbeit gab es in der Kontrollgruppe zu diesen
Zeitpunkten mehr positive Reaktionen als in der RAO-Gruppe. Im Gegensatz
dazu wurden in drei Studien (EVANS et al., 1992; HALLIWELL et al., 1979;
TAHON et al., 2009) bei Pferden mit RAO (COPD) ein signifikant hoherer
Prozentsatz an positiven Reaktionen im IKT beobachtet als bei Pferden ohne
RAO. TAHON et al. (2009) konnten lediglich nach 4 Stunden eine signifikant
groRere Anzahl an positiven Reaktionen in der RAO Gruppe feststellen, nicht
jedoch zu den anderen Ablesezeitpunkten nach 30 min, 1h, 4h, 8h, 10h, 24h und
48h. HALLIWELL et al. (1979) stellten bei ihrem IKT mit Schimmelpilze,
Heustaub, Stallstaub, Getreidemix, Sojabohne oder thermophile Actinomyceten
nach 30 min. und vier Stunden signifikant mehr positive Reaktionen bei Pferden
mit einer chronischen Lungenerkrankung (n=25) fest als bei gesunden Pferden
(n=25). Die Allergenauswahl unterscheidet sich dabei stark wvon der
Allergenauswahl der vorliegenden Arbeit und somit kdnnen die Ergebnisse nicht

miteinander verglichen werden. Da es insgesamt allerdings etwa gleich viele
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Veroffentlichungen gibt, in denen entweder in der RAO-Gruppe oder in der
Kontrollgruppe mehr positive Reaktionen im IKT beobachtet wurden, kann daraus
geschlossen werden, dass die Gesamtanzahl positiver Reaktionen im IKT nicht im
Zusammenhang mit der Erkrankung ,,RAO* steht, sondern vielmehr unabhangig
von einer Lungenerkrankung lediglich eine  Ubersicht (ber die

Reaktionsbereitschaft der Hautmastzellen darstellt.

Auch die Betrachtung der positiven Reaktionen zu den unterschiedlichen
Ablesezeitpunkten ergibt sehr inhomogene Ergebnisse bei den verschiedenen
Studien. So gibt es im IKT von TAHON et al. (2009) mit 17 verschiedenen
Allergenen im Gegensatz zu den meisten anderen Studien einschlielich der
vorliegenden Arbeit auffallend wenige friihe Reaktionen (0,5-1h), daftr aber
mehrere spéate Reaktionen (24-48h) bei einem rekombinanten Aspergillus und
Candida albicans. Mdglicherweise sind die vermehrten Spétreaktionen bei
TAHON et al. auf die verwendeten rekombinanten Allergene bzw. Candida
albicans zuruckzufiihren, die in anderen Studien kaum verwendet wurden. Diese
Hypothese steht im Einklang mit den Ergebnissen von HALLIWELL et al.
(1979), die nach 48 Stunden nur noch bei der Praparation aus Candida albicans
eine positive Reaktion verzeichnen konnten, nicht jedoch auf alle anderen
getesteten Allergene. EVANS et al. (1992) registrierten nach 15-30 min 38% und
nach 4-6 h 36% positive Ergebnisse bei RAO-Pferden (n=6) und 31% bzw. 21%
bei den gesunden Kontrolltieren (n=11). Dieses Ergebnis deckt sich weitgehend
mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, bei dem alle positiven Reaktionen
innerhalb der ersten 4 Stunden festgestellt werden konnten. Nach 24 h konnten
EVANS et al. nur noch 6% positive Ergebnisse bei den RAO Pferden und 2% in
der Kontrollgruppe verzeichnen, wahrend in der vorliegenden Arbeit nach 24 h

keine positive Reaktion mehr beobachtet werden konnte.

Auch die auffallend vielen positiven Testergebnisse auf Milbenantigene in der
vorliegenden Arbeit (60% in der Kontrollgruppe, 76% in der RAO-Gruppe) und
Mosquito (Gesamt: 93% Positive) decken sich mit den Ergebnissen anderer
Studien (TAHON et al., 2009). Ebenfalls viele positive Ergebnisse zeigten sich
auf die Allergenlosungen Raps (Gesamt: 87% Positive) und Weidelgras (Gesamt:
87% Positive), zu denen es allerdings nach Wissen der Autorin keine publizierten
Zahlen aus anderen Studien gibt. Dagegen gab es in der vorliegenden Arbeit wie
auch in vergleichbaren Studien (LORCH et al, 2001; TAHON et al., 2009) wenige
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positive Reaktionen auf die getesteten Schimmelpilze (6% in der Kontrollgruppe,
11% in der RAO-Gruppe). Lediglich MCPHEARSON et al. (1979) konnten bei
den Schimmelpilzen Aspergillus fumigatus und Micropolyspora faeni zahlreiche
und signifikant mehr positive Reaktionen in der COPD-Gruppe (17/34 und 25/35)
als in der Kontrollgruppe (5/39 und 14/45) feststellen. WONG et al. (2005a)
fordern eine hohere Konzentration der Schimmelpilz-Praparationen fir den IKT,
insbesondere bei Aspergillus fumigatus konnten WONG et al. somit mehr positive
Resultate erzielen.

Zusammenfassend kann die Aussage von SCHATZMANN u. GERBER (1972),
dass der IKT zu viele falsch positive Ergebnisse gegen gewdhnliche Stall-

Antigene liefert, mit den vorliegenden Ergebnissen bestétigt werden.

Die Schwierigkeiten einer prézisen Diagnose ausldsender Agentien allergiescher
Symptome sehen NORMAN et al. (1973) auch bei der Anwendung des IKT am

Menschen. Sie fassen die Probleme wie folgt zusammen:

- Positive Hauttest- Ergebnisse werden auch bei Patienten festgestellt, die
abstreiten auf Kontakt mit dem entsprechenden Antigen allergisch zu
reagieren

- Patienten mit charakteristischen allergischen Symptomen und positiven
Ergebnis eines Schleimhaut Provokationstests konnen im IKT negativ
reagieren

- Der Gleiche Extrakt in gleicher Konzentration, in verschiedene
Hautbereiche injiziert, kann deutlich unterschiedliche Reaktionen
hervorrufen

- Antigen-Extrakte kdnnen sich hinsichtlich ihrer Potenz von
Herstellungscharge zu Herstellungscharge betréchtlich unterscheiden

- Im Patienten vorhandene Wirkstoffe, die Histamin-Rezeptoren blockieren,

konnen das Ergebnis des IKTs verfalschen

Diese Probleme fiir den IKT in der Humanmedizin sind auch nach tber 40 Jahren
noch aktuell und auf den Intrakutantest beim Pferd (bertragbar. Die
unterschiedliche Auspragung der Quaddeln an unterschiedlichen Lokalisationen
stellen laut WONG et al. (2005b) kein limitierendes Problem dar. Die Autoren
konnten nach intradermaler Histamininjektion bei 12 gesunden Pferden

wiederholbar Quaddeln von einheitlicher GréRe an unterschiedlichen

71



V. Diskussion

Lokalisationen erzeugen. Dieser Aussage wiedersprechen allerdings die
Ergebnisse aus der Studie von HAMPEL et al. (2008), die bei Injektion der
gleichen Menge der gleichen Test- und Kontrollsubstanz an unterschiedlichen
Lokalisationen am selben Tier zeitgleich deutlich unterschiedliche Ergebnisse
erzielten. Das Problem unterschiedlicher Hautdicke und Empfindlichkeit bei
unterschiedlichen Pferderassen wurde daher in der vorliegenden Arbeit dadurch
umgangen, dass alle Reaktionen in Bezug auf die Negativ- (PBS) und
Positivkontrollquaddeln (Histaminldsung) bewertet wurden.

Hinzuzuflgen ist das Problem der Herstellung jeglicher Allergenlésungen, bei der
unweigerlich Epitope zerstort werden. Sind diese Epitope entscheidend fir die
Bindung an den Mastzellantikérpern, kann das Testresultat trotz vorhandener
Sensibilisierung der Mastzellen negativ ausfallen. Dagegen kann bei einem
positiven Hauttest-Resultat lediglich die Aussage getroffen werden, dass die
Mastzellen der Haut gegentber diesem Allergen sensibilisiert sind. Um jedoch
tatsachlich eine allergische Reaktion ausldsen zu konnen, sind viele weitere
Immunmechanismen involviert. Das erklart moglicherweise die zahlreichen
positiven Reaktionen in dieser Studie ohne dazugehoriges Kklinisches
Krankheitsbild einer Allergie. Dartber hinaus kann sich die Sensibilisierung der
Effektorzellen der Haut entscheidend von der Sensiblisierung der Immunzellen in
anderen Geweben, wie z.B. den Mastzellen und basophilen Granulozyten in der
Lunge unterscheiden (MCGORUM et al., 1993a).

2.2. Diskussion der Ergebnisse aus dem FIT

Der Funktionelle In Vitro Test zeigte mit insgesamt 45% (181 von 405 getesteten
Allergenpraparationen) eindeutig positiven Resultaten (Labor: 1+ bis 4+) die
meisten positiven Ergebnisse bei den verwendeten Allergietests. Dabei gab es
jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (48%) und
der RAO-Gruppe (43%). Die Erkenntnisse von BRUNNLEIN (2001), dass RAO
(COB)-Pferde signifikant h&ufiger eine Sensibilisierung gegen Milbenantigene
aufweisen als gesunde Tiere konnte nicht bestatigt werden, da es bei der
vorliegenden Untersuchung in beiden Gruppen gleich viele positive Resultaten
auf Milbenantigen (56%) gab. Auch die Ergebnisse der Histaminfreisetzung nach
Inkubation mit einer Schimmelpilz-Mischung unterscheiden sich deutlich von den
Ergebnissen von BRUNNLEIN (2001). Wahrend in der vorliegenden Arbeit bei
100% der Pferde in der RAO-Gruppe und 67% der Pferde in der Kontrollgruppe
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eine Sensibilisierung nachgewiesen wurde, konnte BRUNNLEIN nur bei 4 von 46
RAO-Pferden (9%) und bei keinem der 10 Kontrollpferden eine positive Reaktion
auf die gleiche Schimmelpilzmischung nachweisen. DIRSCHERL (2001) konnte
im FIT ebenfalls nur bei 7% der RAO Pferde (n=14) und bei keinem der gesunden
Pferde (n=8) ein positives Ergebnis auf die gleiche Schimmelpilzmischung
erzielen. Obwohl das Vorhandensein einer IBH (Insect Bite Hypersensitivity;
Sommerekzem) ein Ausschlusskriterium fir die Aufnahme in die vorliegende
Studie darstellte, gab es 74% (40 von 54) positive Resultate bei den 9 getesteten
Insektenallergenen in der Kontrollgruppe und 56% positive Resultate (46 von 81)
in der RAO-Gruppe. Somit liegt zwar eine deutliche Sensibilisierung der
basophilen Granulozyten gegen Insekten bei den untersuchten Pferden vor,
allerdings scheinen regulative Mechanismen des Immunsystems eine Auspragung
der Erkrankung bei diesen Pferden zumindest zum jetzigen Zeitpunkt zu

verhindern.

Der FIT ist nach Aussage vieler Untersucher (KAUL, 1998; GEIBEN, 2003) sehr
empfindlich im Nachweis einer Sensibilisierung der basophilen Granulozyten auf
die entsprechenden Allergene ohne dass es jedoch zur Ausprdgung eines
klinischen Krankheitsbildes kommen muss. Eine Sensibilisierung der basophilen
Granulozyten ist eine entscheidende Grundvoraussetzung fir eine Typ-I-
Immunreaktion, ohne die diese nicht erfolgen kann. Kommt es dennoch nicht zu
klinischen Symptomen, sind laut TRAUB (2005) folgende Griinde in Betracht zu

ziehen:

- Die in vitro eingesetzten Allergenpraparationen unterscheiden sich von
den Antigenen, denen das Tier in vivo ausgesetzt ist.

- Die in vivo vorkommenden Antigene stimmen mit denen im in-vitro-Test
uberein, kommen jedoch nicht in ausreichender Menge und Form an die
sensibilisierten Zellen heran, um sie zu einer Typ-I-Reaktion zu aktivieren.

- Die sensibilisierten Zellen unterliegen im lebenden Organismus
regulativen Immunkontrollen, so dass die Ausprédgung der Aktivierung

und somit die Entwicklung klinischer Symptome unterdriickt wird

Dartiber hinaus stellt sich im Hinblick auf die RAO die Frage, ob die Mastzellen
der Lunge die gleiche Sensibilisierung erfahren haben, d.h. den gleichen Besatz

von aktivierenden Fc-Rezeptoren haben wie die basophilen Granulozyten im Blut.
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TRAUB (2005) konnte die Mastzellen aus der bronchoalveolaren Lavage (BALF)
von RAO-Pferden im Gegensatz zu den basophilen Granulozyten im Blut
derselben Pferde nicht mit Antikorpern gegen equines IgE und 1gG zu einer
Histaminfreisetzung aktivieren. Als Grund sieht TRAUB den mangelnden
Antikorperbesatz der pulmonalen Mastzellen oder aber andere Zellen in der
BALF mit regulativ hemmendem Einfluss. Somit kénnte eine Sensibilisierung der
Blutzellen ohne groRe Relevanz fur allergische Lungenerkrankungen sein und
ware somit fur die atiologische Diagnose der RAO ungeeignet.

Da in beiden Pferdegruppen der vorliegenden Arbeit in allen Allergengruppen,
insbesondere gegen Schimmelpilze und Milben &hnlich viele positive
Sensibilisierungen nachgewiesen wurden, ist der praktische Nutzen der Aussage

aus diesem Test flr die RAO lediglich begrenzt.

2.3. Diskussion der Ergebnisse aus dem FcEpsilon-RT und dem IBL

Obwohl beide Tests nach dem gleichen Prinzip freie IgE-Antikdrper im Serum
der Pferde messen, das fur beide Tests aus der gleichen Blutprobenentnahme
stammte, gab es keine grundsatzlichen Ubereinstimmungen zwischen den
Ergebnissen aus beiden Tests auf gleiche Allergene oder Allergengruppen.
Insgesamt gab es ahnlich viele positive Ergebnisse in beiden Tests (Gesamt 9%
im HESKA vs. 7% im IBL), jedoch auf unterschiedliche Allergengruppen. So
zeigte im HESKA kein Pferd ein positives Resultat auf eine der vier getesteten
Schimmelpilze (0 von 60), wéhrend es im IBL 10 positive Ergebnisse bei den
sechs getesteten Schimmelpilzen gab (10 von 90; 11%). Dagegen gab es im IBL
nur ein positives Ergebnis bei der Gattung Milben (1 von 90; 1%), wahrend es im
HESKA 18 positive Resultate auf die funf getesteten Milbenarten (18 von 75;
24%). Die Gesamtzahl positiver Resultate auf Pollenallergene ist mit 8% in
beiden Tests (HESKA: 30 von 360; IBL: 19 von 225) gleich hoch. Allerdings gibt
es keine Korrelation zwischen den Ergebnissen in beiden Tests, weder bei
Betrachtung der Gesamtpositiven bei gleichen Pollen-Allergenen noch bei der
Betrachtung der gleichen Pollen-Allergene bei den einzelnen Pferden. Zum
Beispiel gibt es auf das Allergen ,,Birke” im HESKA-Test 3 positive Ergebnisse
(3 von 15; 20%), im IBL gibt es bei keinem der 15 Pferde ein positives Ergebnis
auf das Allergen ,Birke”. Andererseits kann ein Allergen, z.B. ,,Erle® beim
gleichen Pferd im IBL hoch positiv sein, wahrend das Ergebnis im HESKA

negativ ist und umgekehrt. Da beide Tests freie IgE-Antikérper messen, sind diese
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unterschiedlichen Ergebnisse wohl auf das unterschiedliche Bindungsvermdégen

der verwendeten Allergenldsungen an die Fc-g-Rezeptoren zuruckzufihren.

Kritisch muss auch hier wieder angemerkt werden, dass beide Tests mit
unterschiedlich hergestellten Allergenldsungen arbeiten und sie somit nicht
vergleichbar sind. AuBerdem sagt der Nachweis freier Antikorper im Serum
gegen ein bestimmtes Antigen nichts aus uber eine ausreichende Sensibilisierung
der Typ-l-Effektorzellen des Patienten und ihre Reaktionsfahigkeit auf dieses
Antigen (LEIBOLD et al.,, 2011). HALLIWELL et al. (1993) konnten eine
erhohte Konzentration lokaler IgE und IgA Antikorper gegen M. faeni und A.
fumigatus in der BALF von Pferden mit COPD nachweisen, nicht jedoch im
Serum. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen von
SCHMALLENBACH et al. (1998), die bei COPD Pferden eine signifikant hohere
Konzentration von IgE und IgG gegen A. fumigatus und ein rekombinantes A.
fumigatus 1/a Allergen in der BALF messen konnten als in der Kontrollgruppe.
Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass es sich bei der RAO mdglicherweise um
ein lokales Geschehen ohne Auswirkung auf die Antikorperkonzentration im
Serum handelt und die Messung von Serum-Antikorperkonzentrationen somit fur
die Diagnostik von allergischen Lungenerkrankungen ungeeignet ist. Dadurch und
durch die grundlegend unterschiedlichen Resultate in beiden Tests auf gleiche
Allergengruppen stellt sich die Frage nach der Bewertung und dem klinischen

Nutzen dieser Testergebnisse.

2.4. Vergleich der Allergietests

Ein Vergleich der Ergebnisse aus den durchgefuhrten Allergietests gestaltete sich
problematisch, da in jedem Allergietest viele unterschiedliche Allergene getestet
wurden. Selbst bei Ubereinstimmenden Allergenen blieb das Problem der
unterschiedlich produzierten Allergenlésungen, da bei deren Herstellung
unweigerlich verschiedene Epitope zerstdrt wurden. Es ist bekannt, dass selbst
verschiedene Chargen des gleichen Herstellers zu unterschiedlichen Ergebnissen
fuhren kdnnen. AuRerdem werden in den verschiedenen Tests unterschiedliche
immunologische Parameter gemessen. So kann man die Sensibilisierung der
Hautmastzellen (IKT) nicht mit der Sensibilisierung der basophilen Granulozyten
im peripheren Blut (FIT) oder der Konzentration freier Antikérper im Serum
(HESKA und IBL) vergleichen, da es sich hierbei um grundsétzlich

unterschiedliche immunologische Mechanismen handelt. Weitere Studien, die die
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Ergebnisse verschiedener Allergietests miteinander verglichen haben kamen zu
ahnlich unterschiedlichen Ergebnissen wie in der vorliegenden Arbeit. So
verglichen LORCH et al. (2001b) die Ergebnisse des IKT mit 73 Allergenen bei
insgesamt 55 Pferden (10 Pferde mit Recurrent Urtikaria, 7 mit atopischer
Dermatitis, 16 mit COPD und 22 ohne Atopie) mit drei verschiedenen Serum-
Allergietests. Die Autoren stellten insgesamt eine niedrige Sensitivitat fur alle
Serum-Allergietests fest und raten daher ab, einen dieser drei Allergietests als
Screeningtest fiir eine Allergen-Hypersensitivitat zu verwenden. TAHON et al.
(2009) flhrten bei 14 gesunden Kontrollpferden und 14 Pferden mit RAO einen
IKT mit 17 verschiedenen Allergenen durch und verglichen die Ergebnisse mit
denen aus dem CAST und dem Fc-Epsilon-Rezeptortest der gleichen Pferde. Sie
stellten wie auch in der vorliegenden Studie in allen drei Tests am haufigsten
positiven Resultate gegen Milbenextrakt fest (64%, 74% und 88%) und sehr
wenige positive Reaktionen bei Schimmelpilzen, jedoch ohne einen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Dennoch sollen die Ergebnisse aller hier angewandten Tests eine Aussage Uber
die Bereitschaft zu einer Typ-I-Allergie treffen. Daher (berraschen die
grundlegend unterschiedlichen Ergebnisse in den vier Allergietests dennoch und
stellen die Aussagekraft der Tests vor allem fur den praktischen Tierarzt und den
Pferdebesitzer in Frage. Die Ergebnisse aus den bisher verfligbaren Allergietests
sollten daher sehr vorsichtig interpretiert werden und nur von erfahrenen Personen
zur Unterstlitzung einer ausfuhrlichen Anamnese und klinischen Untersuchung

verwendet werden.
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3. Diskussion der Ergebnisse der Provokations-Inhalationen

3.1. Durchfihrung und Ergebnisse des Histamin-Inhalations-
Provokations-Test (HIPT)
Die Testlosungsapplikation und die Lungendruckmessung mit dem Ventigraphen
bereiteten wahrend der Durchfihrung des HIPT keine Schwierigkeiten. Die
Abbruchkonzentration konnte auf Grund klinischer Symptome wie starke Unruhe,
anhaltender Husten, deutliche Erhohung der Herz- oder Atemfrequenz oder
deutliche Anzeichen flr eine Dyspnoe bei allen Pferden gut erkannt werden.
GroRere Schwierigkeiten bereitete dagegen die Beurteilung der gemessen
Lungendriicke mit dem Ventigraphen. Da man beim Pferd auf die individuelle
physiologische Atmung angewiesen ist, schwankten die Messwerte zum Teil
betrachtlich. Einige Pferde in der lungengesunden Gruppe hatten wéhrend der
gesamten  Messdauer inklusive den  Basiswerten deutlich  erhohte
Lungendruckwerte, die fir sich allein genommen fiir eine obstruktive
Lungenerkrankung sprechen wirden, obwohl alle anderen
Untersuchungsparameter, inkl. der Histamin-Abbruchkonzentration keine
Hinweise auf eine Lungenerkrankung ergaben. Bei einigen der gesunden
Kontrollpferde wurde die Messung des Lungendrucks daher zu einem spéteren
Zeitpunkt wiederholt, um technische Fehler auszuschlie3en. Die Pplmax war auch
bei den wiederholten Messungen annahernd konstant, so dass eine fehlerhafte
Lage der Sonde bei der Durchfiihrung des HIPT und der AIPTs ausgeschlossen
wurde. Daher kann nur vermutet werden, dass bei diesen Pferden auf Grund des
hohen Alters und durch die Giberwiegende Boxenhaltung bei wenig Bewegung und
Training die Elastizitdt und Compliance der Lunge stdrker nachlasst. In der
Humanmedizin ist bekannt, dass fehlende sportliche Betdtigung zu einer
schnelleren ,,Erstarrung®™ des knochernen Brustkorbes und somit zusatzlich zur
altersbedingten Fibrosierung des Bindegewebes, zu einem erhdhten Lungendruck
mit zunehmenden Alter fihrt (HAINBUCH, 2005; SCHMIDT u. THEWS, 2013).
Im Gegenzug dazu konnten bei einigen Pferden in der RAO-Gruppe, die sich zum
Zeitpunkt der Untersuchungen in einer klinischen Remissionsphase befanden,
Pplmax-Werte unter 10 mmH20O und somit im physiologischen Bereich gemessen
werden. Daher wurden fur die statistischen Berechnungen die Drucksteigerungen
in % zum Ausgangswert verwendet. Bei den eigenen Untersuchungen stieg die

Pplmax meist mit steigenden HDC-Konzentrationen an. Bei einigen Pferden mit
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einer drastischen Erhoéhung der Atemfrequenz fiel die Pplmax aber auch
gelegentlich ab. Dieses Phanomen konnte auch KLEIN (1984) bei seinen
Untersuchungen zum HIPT feststellen. Ein Grund fur die schwierige Auswertung
der Ergebnisse stellte auch die in individuell unterschiedlichen Testphasen
aufgetretenen Verbesserungen der Lungendruckwerte dar. Diese kurzfristigen
Lungenfunktionsverbesserungen konnten auf Grund einer Adrenalinausschittung
nach Aufregung zu Stande kommen und somit auch die Ergebnisse in der
vorliegenden Studie erklaren. Diese Verbesserung halt nach KLEIN (1984) fir
eine Dauer von 5-10 Minuten an, was auch mit unseren Beobachtungen

weitgehend Ubereinstimmt.

Fur die Beurteilung der bronchopulmunalen Antwort auf inhalierte
Histaminldsungen eignet sich nach den Untersuchungen von KLEIN (1984) am
besten der Compliance-Abfall. Diese konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch
nicht bewertet werden, da sie nur mit den Werten einer zusétzlichen
pneumotachographischen  Untersuchung wéhrend der Durchfiihrung der
Inhalationen errechnet werden konnen. Ein Pneumotachograph stand fir die
eigenen Untersuchungen jedoch nicht zur Verfiigung. Die alleinige Bewertung des
HIPT anhand der gemessenen  Lungendruck-Anderung mit  einer
Osophagusdrucksonde ist moglicherweise nicht ausreichend sensibel und zu
storanféllig flr eine objektive Beurteilung. Deshalb ware es ratsam, fir zukinftige
Studien  dieser Art eine zusatzliche  pneumotachographische  oder

plethysmographische Messung vorzunehmen.

3.2 Durchfihrung und Ergebnisse des Allergen-Inhalations-
Provokations-Test (AIPT)
Die Allergen-Inhalationen beim AIPT wurden analog zur Versuchsanordnung des
HIPT gestaltet. Bei allen 13 Pferden, bei denen Allergeninhalationen durchgefihrt
wurden, konnte ohne gréRere Schwierigkeiten die Osophagusdrucksonde bis auf
Hohe der Herzbasis vorgeschoben werden. Bei keinem der Pferde konnte ein
signifikanter Anstieg der Atem- oder Herzfrequenz gemessen werden. Der
Lungendruck war in der RAO Gruppe sechs Stunden nach Inhalation von
Allergen 1 signifikant gestiegen, nicht jedoch wéhrend der Inhalationen. Dies ist
vor allem auf den deutlichen Lungendruck-Anstieg um Uber 300% bei zwei
Pferden (Nr. 13 und Nr. 14) nach der Inhalation von Aspergillus fumigatus bzw.

Cladosporium herbarum zurickzufiihren. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
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mit den Ergebnissen von MCGORUM et al. (1993c), die nach der Inhalation der
Schimmelpilze Aspergillus fumigatus und Faenia rectivirgula in der COPD-
Gruppe (n=8) einen erhdhten Atemwegswiderstand ebenfalls erst nach 5 Stunden
messen konnten, nicht jedoch nach 1,5 Stunden. In der Kontrollgruppe (n=8)
konnten dort ebenso wie in unserer Studie keine signifikanten Anderungen der
Lungenfunktionsparameter nach der Inhalation ermittelt werden. Dieselben
Autoren konnten nach einer naturlichen Heustaubexposition mit schimmligem
Heu und Stroh eine erhdhte Histaminkonzentration in der ,,pulmonary epithelial
lining fluid“ dieser Pferde ebenfalls erst nach 5 Stunden, nicht aber nach 30
Minuten  nachweisen (MCGORUM et al., 1993e). Nach einer
transendoskopischen endobronchialen Provokation mit PBS, Micropolyspora
faeni und Schimmelheu-Extrakt konnten die Autoren im Gegensatz zur
Inhalations-Provokation mit den gleichen Substanzen keine signifikanten
Unterschiede in der Anzahl der neutrophilen Granulozyten in der BALF nach 5
Stunden zwischen der Kontrollgruppe und der COPD-Gruppe feststellen
(MCGORUM et al., 1993d), die Vernebelung der Allergene scheint damit

notwendig um eine Bronchokonstriktion zu verurschachen.

DERKSEN et al. (1988) konnten nach einer endotrachealen Inhalation von 30 ml
aerosolisiertem Micropolyspora faeni Antigen in ihrer Studie mit 12 Ponies mit
RAO in klinischer Remission und 6 gesunden Kontrollieren bei allen Pferden eine
erhdhte Anzahl an neutrophilen Granulozyten, Leukozyten, eine erhohte
Albuminkonzentration und eine verminderte Anzahl an Makrophagen in der
BALF nach 5 Stunden feststellen. Verdnderungen in der Lungenfunktion wie ein
erhdhtes respiratorisches Minutenvolumen, ein erhéhter Lungenwiederstand und
ein erniedrigter arterieller Sauerstoffpartialdruck fanden dagegen wie in der
vorliegenden Arbeit nur in der RAO-Gruppe statt. DERKSEN et al. schlieRen aus
ihren Ergebnissen, dass eine Erhéhung der neutrophilen Granulozyten an sich
keine Einschrankung der Lungenfunktion verursacht. M. faeni sprechen sie eine
groRe Bedeutung in der Atiologie der RAO zu. Leider stand fiir die vorliegenden
Untersuchungen kein M. faeni Antigen-Extrakt zur Verfligung und die Ergebnisse
der vorangegangenen Autoren konnten daher nicht wiederholt werden.

MCPHEARSON et al. (1979a & b) versuchten wie in der vorliegenden Studie die
Ubereinstimmung der Ergebnisse aus dem Intrakutantest mit denen einer gezielten

Allergeninhalation zu vergleichen. Hierfir wurde bei 100 Pferden (unterteilt in 3
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Gruppen: COPD erkrankt, fragliche Kategorie und nicht erkrankt) ein IKT mit
Graserpollen, Baumpollen, Schimmelpilzmix, C. herbarum, Actinomycete spp.,
A. fumigatus und M. faeni durchgefuhrt. Bei der anschlieBenden Inhalations-
Provokation mit A. fumigatus, Schimmelheuextrakt und Weidelgras-Pollen
zeigten ausschlieBlich Pferde der Gruppe A (erkrankt) eine positive Reaktion, bei
M. faeni zumindest tberwiegend. Eine positive Antwort auf die Inhalations-
Provokation wurde nach Definition der Autoren bereits bei einer Steigerung der
APpl von 15% erreicht. Diese Steigerung liegt allerdings im Rahmen der
individuellen und tageszeitlichen Druckschwankung und wurde daher in der
vorliegenden Arbeit noch nicht als positive Reaktion bewertet. MCGORUM et al.
(1993c) kritisieren, dass es sich bei den Pferden der Gruppe A um symptomatisch
erkrankte Tiere handelt und es sich daher auch um eine unspezifische Reaktion
auf die inhalierten Substanzen handeln kann. MCPHEARSON et al. (1979a)
kamen in oben genannter Studie wie wir ebenfalls zu der Schlussfolgerung, dass
die Ergebnisse des Intrakutantests nicht gut mit den Ergebnissen der Inhalations-

Provokation korrelieren.

In der vorliegenden Arbeit haben lediglich zwei Pferde in der RAO-Gruppe (n=9)
auf die Allergeninhalation nach 6 Stunden mit einer deutlichen Erh6hung des
Lungendrucks reagiert. Bei den anderen Pferden in dieser Gruppe gibt es folgende

Madglichkeiten:

- Es liegt eine allergische Genese ihrer Erkrankung vor, allerdings wurden
nicht die ursachlichen Allergene fur die Inhalation ausgewahlt

- Eswurden die ursachlichen Allergene ausgewadhlt, allerdings waren sie auf
Grund der Aufbereitung, Konservierung oder zu niedriger Konzentration
nicht wirksam

- Es liegt keine allergische Ursache fir die Erkrankung vor

- Eine positive Reaktion auf die Allergeninhalation hat stattgefunden,
jedoch war die Lungendruckmessung und die klinischen Parameter nicht

sensibel genug um diese zu erkennen

Da es bei allen erhobenen Parametern wahrend der Allergeninhalation in der
vorliegenden Arbeit groRe individuelle Schwankungen auch bei den Basalwerten
ohne Inhalation, bzw. bei der Inhalation von PBS gab, wurden mdoglicherweise

mildere positive Reaktionen nicht erkannt, da sie sich z.B. wvon
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erregungsbedingten Verénderungen nicht unterscheiden lielen. Da jedoch auch
aufwendigere Methoden zur Lungenfunktionsanalyse diesen Einschrankungen
unterliegen bleibt die Erkennung milder allergischer Reaktionen auf
Allergeninhalationen  weiterhin  schwierig. Madglicherweise konnen diese
Probleme umgangen werden, indem die Lungendruck-Werte Uber einen langeren
Zeitpunkt gemessen und Durchschnittswerte errechnet werden. Eine
Lungendruckmessung Uber mehrere Stunden bis Tage wére (ber eine

Plethysmographie mit einem elastischen Gurt moglich.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestéatigen die Hypothese vieler Autoren,
(DEATON et al., 2007, McGORUM et al., 1993 a-c, TAHON et al., 2009) dass es
sich bei der RAO nicht um eine reine Typ-1-Allergie vom Soforttyp handeln kann.
Da Dbei zwei Pferden in der vorliegenden Studie eine allergen-induzierte
Exazerbation 6 Stunden nach Allergeninhalation nachgewiesen wurde, jedoch bei
keinem Pferd eine Sofortreaktion messbar war, miissen zumindest bei einigen an
RAO erkrankten Pferden andere Allergiemechanismen involviert sein. Eine
Zytokin induzierte Spatform der Typ-I-Allergie kann hierfir ebenso
verantwortlich sein wie eine Typ-Ill oder Typ-IV Allergie, eine Kombination
mehrerer Mechanismen oder eine noch unbekannte lokale Hypersensitivitat. Bei
den RAO-Pferden in dieser Studie, die auf die Allergeninhalation keine Reaktion
zeigten, liegt entweder keine allergische Genese fur ihre Erkrankung vor, oder es
wurden nicht die urséchlichen Allergene fur die Inhalation ausgewahlt. Da alle in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Allergietests (bis auf die Spatreaktionen im
IKT) ausschlieRlich die Allergiebereitschaft fir eine Typ-I-Allergie nachweisen
konnen, ist die Aussage dieser Tests fir die Diagnose der Ursache einer RAO
nicht hilfreich. Nach derzeitigen Erkenntnissen ist daher eine gezielte
Allergeninhalation die einzige Madglichkeit, eine allergische Ursache flr eine
Lungenerkrankung beim Pferd nachzuweisen. Da die Durchfliihrung, v. a. fir die
Austestung mehrerer Allergene, in der Routinediagnostik jedoch zeit- und
materialaufwendig ist, bleibt sie wohl vorerst Einzelfallen und der Forschung
vorbehalten. Weitere Studien mit groReren Patientenzahlen und moglicherweise
sensibleren Messapparaturen sind notwendig, um weitere Erkenntnisse Uber das
komplexe, aber sehr bedeutende Krankheitsgeschehen der RAO in Erfahrung zu

bringen.

82



V1. Zusammenfassung

VI. ZUSAMMENFASSUNG

Inhalationsprovokationstest mit spezifischen Allergenen bei Pferden mit
»Recurrent Airway Obstruction“ (RAO)

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Ergebnisse vier verschiedener
Allergietests bei Pferden mit und ohne RAO zu vergleichen und die Wertigkeit
der Testergebnisse mittels einer gezielten Allergen-Inhalations-Provokation zu
evaluieren. Dazu wurden bei 9 Pferden mit RAO und bei 6 lungengesunden
Kontrollpferden neben einer erweiterten klinischen Lungenuntersuchung, eine
arterielle Blutgasanalyse und eine Bronchoskopie mit Gewinnung von
Tracheobronialsekret (TBS) und bronchoalveoldrer Lavage-Flussigkeit (BALF)
durchgefuhrt. Fir die Allergietests wurde venéses Vollblut fur den Funktionellen-
In-Vitro-Test (FIT) und Serumproben (Fc-Epsilon-Rezeptortest und IBL) in die
entsprechenden Labore zur weiteren Auswertung gesandt. Ein Intrakutantest mit
38 verschiedenen Allergenen wurde bei allen 15 Pferden selbst durchgefiihrt.
Anschlielend wurde unter indirekter Lungendruckmessung mit Hilfe einer
Osophagusdrucksonde ein Histamin-Inhalations-Provokationstest (HIPT) und im
Abstand von 24 Stunden zwei Allergen-Inhalations-Provokationstests (AIPT) mit

individuell ausgewahlten Allergenen durchgefihrt.

Bei keinem der vier Allergietests konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
der RAO- Gruppe und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Ebenso gab es
keine Kaorrelation zwischen den Ergebnissen der verschiedenen Tests. Die
Histamin-Abbruchkonzentration im HIPT war jedoch in der Kontrollgruppe
signifikant niedriger als in der RAO-Gruppe. Die gemessenen Interpleuraldriicke
zeigten grofRe individuelle Schwankungen und waren auch bei den Pferden in der
Kontrollgruppe zum Teil deutlich erhoht. Eine eindeutige positive Reaktion auf
den AIPT konnte nur bei zwei Pferden 6 Stunden nach der Allergeninhalation
(Aspergillus fumigatus und Cladosporium herbarum) in der RAO-Gruppe
festgestellt werden. Bei beiden Pferden war der Intrapleuraldruck um tber 300%

im Vergleich zum Ausgangswert bei der Inhalation von PBS angestiegen.

Somit scheint ein Typ-I allergisches Geschehen vom Soforttyp als Ursache fir die
Auspragung einer RAO unwahrscheinlich. Da bei zwei Pferden eine eindeutige

Reaktion auf die Allergeninhalation nach 6 Stunden festgestellt werden konnte,
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sollten zumindest bei einigen an RAO-erkrankten Pferden andere
Allergiemechanismen vermutet werden. Da alle hier verwendeten Allergietests
lediglich die Bereitschaft fur eine Typ-1 Allergie nachweisen kénnen, scheinen

diese nicht fir die atiologische Diagnose einer RAO geeignet.

Madoglicherweise wurden weitere, weniger deutliche positive Reaktionen auf die
Allergen-Inhalation auf Grund der erheblichen individuellen Schwankungen der
Ausgangswerte bei allen Parametern nicht erkannt. Daher sind weitere Studien
mit groReren Patientenzahlen und maoglicherweise sensibleren Messapparaturen
notwendig, um weitere Erkenntnisse Uber das komplexe, aber sehr bedeutende

Krankheitsgeschehen der RAO in Erfahrung zu bringen.
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VII. SUMMARY

Inhalation provocation with specific allergens in horses affected with
Recurrent Airway Obstruction (RAO)

The aim of this study was to compare results of four different allergy tests from
healthy and RAO-affected horses and to evaluate the clinical relevance of positive
tested allergens via specific inhalation provocation test. Nine RAO-affected
horses and 6 healthy horses underwent a complete lung examination including
clinical parameters, arterial blood gas analysis, bronchoscopy with cytology of
tracheobronchial secretion (TBS) and bronchoalveolar lavage (BAL). For allergy
testing venous blood samples were collected for the functional in vitro test (FIT)
and serum samples for the Fc-Epsilon receptor test and the Allergie-40 Profil IgE
(Pferd) ELISA (IBL-Hamburg), and were submitted to specialized laboratories.
An intradermal skin test (IDT) with 38 different allergens was performed by the
author in all 15 horses. Subsequently a histamine inhalation provocation test
(HIPT) was performed in all horses and the intrapleural pressure was indirectly
measured via an esophageal probe. For each horse two individual allergens were
chosen for allergen inhalation provocation test (AIPT) based on ICT results and
were inhaled in increasing concentrations (one allergen per day).

None of the four allergy tests revealed a significant difference between healthy
and RAO-affected horses. There was also no correlation between the results of the
allergy tests. The histamine concentration which caused signs of dyspnoea was
significantly lower in the group of healthy horses. The intrapleural pressure results
showed a large individual variability and were also increased in some healthy
horses. A significantly positive reaction within the AIPT was only detectable
within two RAO-affected horses 6 hours after allergen inhalation with Aspergillus
fumigatus and Cladosporium herbarum. The measured intrapleural pressure of
these two horses increased close to 300% in comparison to baseline (PBS
inhalation). During inhalation no changes of pressure were detectable in these two
horses. Therefore, a pure type | immediate hypersensitivity reaction is unlikely to
be involved in causing the symptoms of RAO in this group of horses. Because of
the delayed reaction after allergen provocation other immune mechanisms (e.g.

type 1V hypersensitivity) could be reasonable.
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Because all allergy tests used in this study can only detect type | immune
reactions, these tests are probably not suitable for an etiological diagnosis of RAO
according to these results.

It is plausible that in this study low intensity immune reactions against the
allergen challenge remained undetected because of great individual variations of
baseline parameters. Further studies with a larger sample size and more sensitive
evaluation parameters are needed in order to eludicate the complex and important

immunopathogenesis of RAO.
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IX.

1.

ANHANG

Informationsblatt und Einverstandniserklarung

TIERARZTLICHE FAKULTAT DER LMU
ZENTRUM FUR KLINISCHE TIERMEDIZIN
LUDWIG-

MAXIMILIANS- | | KLINIK FOR PFERDE
UNIVERSITAT ABTEILUNG FUR INNERE MEDIZIN

MUNCHEN PROF. DR. HEIDRUN GEHLEN, DIPL. ECEIM

Informationsblatt und Einverstiandniserkldarung des .
Pferdebesitzers fiir eine vollstandige Lungenuntersuchung inkl.
Endoskopie, arterieller Blutentnahme, Intrakutantest sowie
Provokoations-Inhalationen von Histamin und Allergenlésungen

Sehr geehrte Pferdebesitzerin, sehr geehrter Pferdebesitzer,

lhnen wurde angeboten, mit lhrem Pferd an einer klinischen Forschungsstudie
teilzunehmen.

Beschreibung der Studie

Die chronisch_obstruktive Bronchitis des Pferdes wird als eine (berwiegend
allergische Uberempfindlichkeit des Immunsystems auf Staubpartikel,
Schimmelpilzsporen und andere Allergene angesehen. Die zurzeit etablierte
Therapiemethode der COB des Pferdes ist der Einsatz von Bronchodilatatoren,
Schleimlésern und Kortikosteroiden. Die medikamentése Behandlung kann aber
nur eine voriibergehende Verbesserung der Symptome erreichen. Das
Hauptaugenmerk sollte immer auf einer Verbesserung der
Haltungsbedingungen hinsichtlich einer Vermeidung von Kontakt zu Stroh und
staubigem Heu und der Umstellung der Haltung zur Offenstallhaltung bzw.
einer Uberwiegenden Weidehaltung liegen.

Ziel dieser Studie ist es herauszufinden, ob ihr Pferd eine Allergie gegen ein
bestimmtes inhalatives Allergen hat.

Praktische Durchfiihrung

Zur Erhebung des aktuellen Lungenstatus erfolgt eine klinische,
laborchemische, endoskopische und zytologische Untersuchung. Zur Erfassung
der Reagibilitat der Bronchien wird ein Histamin-Inhalations-Provokationstest
durchgefthrt. Zur Verifizierung eines in den vorhergegangenen Allergietests
pc;]sigiven Ergebnisses werden maximal 2 Allergene im Abstand von 24 Stunden
inhaliert.

Nebenwirkungen

Als Reaktion auf die Inhalation kann es in seltenen Fallen zu voriibergehendem
vermehrtem Nasenausfluss und kurzfristigem Hustenreiz kommen.

Equine Clinic LMU Manchen o

Veterinarstr. 13 Leopoldstr. 3/1 Bayerische Landesbank Minchen
80539 Munich 80802 Minchen Kto. 24 868 BLZ 700 500 00
Germany USt-IdNr. DE 811 205 325
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LUDWIG-MAXIMILIANS-UNIVERSITAT MUNCHEN SEITE 2 VON 3

Ziel der Studie

Ziel dieser Studie ist es, Ergebnisse herkdmmlicher Allergietests bei Pferden
mit reversiblen Atemwegsobstruktionen zu vergleichen und die Bedeutung der
positiv getesteten Allergene in Bezug auf die tatsachliche Reaktion der
Atemwege durch eine Inhalations-Provokation zu testen.

Vertraulichkeit

Die gewonnenen Daten werden vertraulich behandelt. Es werden keine
persdnlichen Daten von Patienten und Besitzern veroéffentlicht.

Kosten

Die anfallenden Kosten fur die Lungenuntersuchung und die Allergietests
werden nicht berechnet. Wir erheben lediglich eine Kostenpauschale von 185 €
um die Eigenkosten der Praxis fur Medikamente, Laborkosten und Unterkunft
ihres Pferdes zu decken.

Einverstindniserkldrung des Pferdebesitzers zur Teilnahme an einer
klinischen Forschungsstudie nach vorheriger Aufkldrung

1. lch erklare mich damit einverstanden, dass mein Pferd in die oben aufgefuhrte
Studie der Pferdeklinik der LMU Minchen aufgenommen wird.

2. lch bestatige hiermit, dass ich Eigentumer (bzw. bevoliméachtigter Vertreter des
Eigentiimers) des teilnehmenden Pferdes bin.

3. Der Tierarzt hat mir den Ablauf der Studie erklart. Der Tierarzt hat alle meine Fragen
bezliglich der Studie beantwortet.

4. Ich habe den Tierarzt nach bestem Wissen tUber alle Medikamente aufgeklart, die
meinem Pferd wéhrend der letzten 2 Monate verabreicht worden sind. Ich verpflichte
mich, meinem Pferd wahrend der Studie keine anderen Medikamente ohne vorherige
Absprache mit dem Tierarzt zu verabreichen.

5. lIch lasse mein Pferd freiwillig an dieser Studie teilnehmen und bin mit seiner Behandlung
einverstanden.

6. Ich bin einverstanden mit dem Tierarzt so zusammenzuarbeiten, dass die Studie nach
dem Prifplan durchgeftihrt werden kann. Ich weil3, dass es mir freisteht, die Studie
jederzeit abzubrechen. Ich werde den Tierarzt sofort informieren, sollte ich beschlieRen,
mein Pferd nicht weiter an der Studie teilnehmen zu lassen.

7. lch bin einverstanden, mein Pferd dem Tierarzt zu den vereinbarten Untersuchungstagen
vorzustellen und mein Pferd fur die Dauer der Untersuchungen in der Tierarztpraxis
Thurmading einzustellen.

Equine Clinic LMU Minchen R

Veterinarstr. 13 Leopoldstr. 3/1 Bayerische Landesbank Miinchen
80539 Munich 80802 Miinchen Kto. 24 868 BLZ 700 500 00
Germany USt-IdNr. DE 811 205 325
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8.

Fur etwaige, durch die Studie dem Pferd entstehende Schéden, vereinbaren die
Parteien einen umfassenden Haftungsausschluss. Hiervon ausgenommen ist
die Haftung fur Schaden aus der Verletzung des Lebens, des Kérpers oder der
Gesundheit, die auf einer mindestens fahrldssigen Pflichtverletzung der
Hochschule, ihres gesetzlichen Vertreters oder Erflllungsgehilfen beruht sowie
fur sonstige Schaden, die durch eine mindestens grob fahrldssige
Pflichtverletzung der Hochschule, ihres gesetzlichen Vertreters oder Erflllungs-
gehilfen entstanden sind.

9. Sollte eine Vereinbarung dieses Vertrages unwirksam sein, bleiben die tbrigen
dennoch bestehen.
Mit der Unterschrift erklart der Pferdeeigentimer, die Vereinbarung gelesen
und verstanden zu haben, sowie einverstanden zu sein.
Name des Pferdes
Vor- und Nachname des
Besitzers
Unterschrift des Besitzers
Datum
52;‘;2:;,2{}’?13 tr;xg:tfhg;; Bayerische Landesbank Minchen
80539 Munich 80802 Minchen Kto. 24 868 BLZ 700 500 00
Gemmany USt-IdNr. DE 811 205 325
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2. Untersuchungsprotokolle
2.1. Vorbericht
Vorbericht
Patient NR

Name des Besitzers

Name des Pferdes

1) Lebensnummer

2) Schlachttier

3) Equidenpass liegt vor
4) Alter des Pferdes

5) Geschlecht

6) Gewicht

7) Stockmaf}

8) Verwendungszweck

9) Haltung

10) Einstreu

01 02
[0 staubig

O Ja O Nein
O Ja O Nein
Jahre
[0 Hengst [J Wallach []JStute
kg
__cm
[ Turnierpferd (Disziplin: )

[ Freizeitpferd
[J Zucht
[] sonstiges:

[0 Beistellpferd

Das Pferd wird ca */Woche, jeweils ca Stunden bewegt.

[J Aussenbox [0 Innenbox
Stunden Auslauf/ Weide am Tag
[0 Paddockbox [ Offenstall

[J Sonstiges:

[ Stroh
[ Stgemehl [Jgereinigte Ségespéine

[] sonstiges:

Beurteilung der Qualitét der Einstreu:

O3 0O¢4
[] schimmlig

s [

[ verschmutzt
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11) Futter O Heu trocken [ Heu nass
[ Silage/ Heulage [[] Gras-/Heucobs
[ Kraftfutter:

[J Mineralfutter:

Beurteilung der Qualitéit des Futters (insbesondere Heu)
1 2 3 4 s 16
[J staubig [] schimmlig [ verschmutzt

[0 sonstiges:

12) Krankengeschichte

Wann traten das erste Mal Symptome auf?

Welcher Art waren die Symptome zu Beginn?

Wie war der weitere Verlauf?

Bisherige Untersuchungen/ Ergebnisse/ Unterlagen?

Gibt es jahreszeitliche Besonderheiten?

13) Derzeitiger Gesundheitszustand

Welche Medikamente wurden dem Pferd in den letzten 3 Monaten verabreicht?

Derzeitige Symptome:
» Husten: [] nur bei Belastung [] auch in Ruhe

Beschreibung:

» Atemnot: [] nur bei Belastung [[] auch in Ruhe
» Nasenausfluss:;[] nur bei Belastung [ auch in Ruhe

Beschreibung:

» Weitere Symptome:

Sind ihnen weitere Erkrankungen oder Allergien bei ihrem Pferd bekannt? Wenn ja,

welche?

(Datum und Unterschrift Pferdebesitzer)
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2.2. Klinische Untersuchung

B) Klinische Untersuchung

Patient NR
Name des Besitzers

Name des Pferdes

Tierarztpraxis Thurmading, Thurmading 2, 84568 Pleiskirchen

1) Allgemeinverhalten und Kérperhaltung: [] ruhig und aufmerksam (obB)

a

O
2) Erndhrungszustand Oegut O
3) Haarkleid [ glatt, glanzend, anliegend
O
4) Hautoberflache [] obB
O
5) Hautelastizitit [ erhalten O
6) IKT *C
7) Maulschleimhaut [] blassrosa []
KFZ: [ <2 sec O sec
8) Nase, Nasenschleimhaut, Nebenhéhlen: [] obB
O
NAF: [ keiner O ger. O mgr. O hgr.
[ serss [ mukés O purulent
9) Obere Halsgegend, Kehlkopf, Husten: [] obB

O

[] spontaner Husten

[ trockener Husten

[ Husten auslésbar

[ sekret/ Auswurf

10) Hals, Drosselrinne, Blutangebot: [J obB

11) Lymphknoten:

[J obB

106




IX. Anhang

Tierarztpraxis Thurmading, Thurmading 2, 84568 Pleiskirchen

12) Puls, Kreislauf : Schldge/min
[ kraftig, regelmiRig und gleichmaRig, Arterie ist gut gefiillt und

gespannt

O

13) Atmung : Atemziige/min
[ Kostoabdominaler Typus, regelmaRig, ggr. vertieft

O

[ Dyspnoe:

[ Atemgeriusche:

[ Dampfrinne [ Afteratmung
[ Intercostale Atmung [] Niisternblidhen

[ verlsngerte Ausatmung
14) Perkussion Lunge  : Mittlere Lungengrenzen im ICR

[ beiderseits heller und lauter Schall

[ tberlauter Schall [ pampfung
[
Erweiterung Lungenfeld:
[J 3 Finger [J handbreit [J mehr als handbreit

15) Auskultation Lunge

[ vesikulires Atmungsgeriusch, tiefes Inspirium rein

[ Rasseln [ Giemen [ Knistern
O
16) Auskultation Herz: Schldge/min

[ Kraftig, regelmaRig, Herztone gut abgesetzt, keine Herzgerausche

O
17) Abdomen: O obB
O
Weitere Anmerkungen:
Thurmading, den Untersucher:
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2.3.

Endoskopie

Tierarztpraxis Thurmading, Thurmading 2, 84568 Pleiskirchen

Endoskopie

Patient NR
Name des Besitzers

Name des Pferdes

Sedation mit

1) Nasenginge

2) Siebbein

3) Rec. Pharyngicus

4) Pharynx

5) Luftsack

[J Nasenbremse
ml Detomidinhydrochlorid (Domosedan)
ml 1% Butorphanoltartrat (Torbugesic)

mi

: [J o.b.B

[ Befunde:

: 0 obB

[ Befunde:

: O o.bB. [J Rrétung O zubildung

[ Sonstiges:

: O o.b.B. [ Rétung [ zubildung

[ sonstiges:

[0 sekret aus Luftsacklappen

Ore O [ beidseits
: O obB
Befunde: [Jre O i O beidseits
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Tierarztpraxis Thurmading, Thurmading 2, 84568 Pleiskirchen

6) Larynx : [0 o.b.B.
[J Rétung [] Zubildung [] Sekret
[0 Hemiplegia O links [ rechts

Sekretmenge (Skala 0-5) :

Sekretviskositat (Skala 0—5) :

7) Trachea : O o.baB.
[] Rétung [ Zubildung  [] Sekret

Sekretmenge (Skala 0 -5) :

Sekretviskositat (Skala 0-5) :

8) Hauptbronchien : [J o.b.B. [0 Rétung O sekret
9) Carina tracheae : [ obB
[0 Befunde:
O ggrd. [ mgrd. [ hgrd. verbreitert
10) Mikrobiologie : [ durchgefiihrt [ nicht durchgefiihrt
O eigenes Labor O Fremdiabor
Ergebnis(se) :
11) TBS Analyse (Laborergebnisse der TBS Analyse als Anhang)
12) BAL (Laborergebnisse der BAL Analyse als Anhang)
Sonstige Anmerkungen:
Thurmading, den Untersucher:
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2.4.

Intrakutantest

Pferd:

Datum:
Uhrzeit (Beginn):

<

. | Allergen

30 min

1h

2h

4 h

24 h

neg

pos

Schafwolle 1:10

Alternaria 1:100

Aspergillus 1:100

Cladosporium 1:100

Epithelia Mix 1:100

Kakerlake 1:2

OO |INoOO|O|d~|W|IN |-

Stubenfliege 1:10

[ERY
o

Mosquito 1:5

-
-

Buche 1:5

=
N

Ahorn 1:5

=
w

gemeine Hasel 1:5

H
o

Silberpappel 1:5

=
(@)

Quecke 1:5

[ERY
»

Weidelgras 1:5

-
\l

weiler Ganseful’ 1:5

=
oo

BeifuB 1:5

[ERY
©

echte Goldrute 1:5

N
o

Knduelgras 1:5

N
[

weilRes Straufigras 1:5

N
N

Wiesenrispengras 1:100

N
w

Wiesenfuchsschwanz 1:5

N
~

Hundszahngras 1:5

N
(6}

Ambrosie 1:5

N
(o))

kleiner Sauerampfer 1:5

N
By

wolliges Honiggras 1:5

N
(o0}

Spitzwegerich 1:100

N
©

Glaskraut 1:100

w
o

Raps 1:100

w
e

Baumpollen 1

w
N

Baumpollen 2

w
w

Derm. farinae

w
&

Derm. pteronyssinus

w
(&}

Tyrophagus

w
[ep}

Acarus siro
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37

Katzenepithelien

38

Floh

39

Heumilbe/Lepidoglyphus

40

Krauterpollenmix

41

Spitzwegerich 1:5

42

Glaskraut 1:5

43

Raps 1:5

44

Knéulgras 1:100

45

neg

46

pos
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2.5. Histamin-Inhalations-Provokationstest (HIPT)

Patient NR

Name des Besitzers

Name des Pferdes

Anfangskonzentration Histamin: mg/ml

Messungen:

Dosis  (mg | Herz- Atem- Allgemein- | ApPl
Histamin) frequenz | frequenz | befinden (mmH,0)

Besonderheiten

Leerwert

Pufferldsung

mg/ml HDC

mg/ml HDC

mg/ml HDC

mg/ml HDC

mg/ml HDC

mg/ml HDC

mg/ml HDC

mg/ml HDC

mg/ml HDC

mg/ml HDC

mg/ml HDC

Abbruch HIPT bei einer Histaminkonzentration von

mg auf Grund

Bemerkungen:

Durchfiihrender Tierarzt;

Weitere Anwesende Personen:

Datum und Unterschrift
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2.6. Allergen-Inhalations-Provokationstest (AIPT)

Patient NR

Name des Besitzers

Name des Pferdes

Allergen

Ursprungskonzentration Allergenldsung: mg/ml

Messungen:

Dosis Herz- Atem- Allgemein- | ApPI Besonder-
frequenz | frequenz befinden (mmH,0) | heiten

Leerwert

Pufferldsung

1:1000

1:100

1:10

Abbruch AIPT bei einer Allergenkonzentration von auf Grund

Bemerkungen:

Durchfiihrender Tierarzt:

Weitere Anwesende Personen:

Datum und Unterschrift
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Auflistung aller Ergebnisse

3.

Grunddaten Vorbericht klinische Untersuchung Blutgase Tracheobronchoskopie
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Histamin-Inhalations-Provokationstest
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L [da|lg|T|da|gs|[T|d||T[adf|T|d|g[T|d|<C|T|df|T || |T|Q||T|Q|[s|T|d]|]<|T|(Q ||
AF = Atemfrequenz, HF = Herzfrequenz, APpl = Mittelwert der intrapleuralen Druckanderung aus 10 Atemziigen in cm H,O
#01 | 15,5/ 8,0(32,0[21,1| 11,0| 36,0 21,1] 9,0[36,0[ 24,9] 10,0| 36,0 25,4 9,0| 36,0| 28,5[ 11,0| 36,0| 25,9| 19,0 44,0| 26,7| 27,0| 52,0
#02 | 7,0] 80|32,0[ 66 7,0/32,0 7,1f 9,0{32,0] 7,8 80[32,0] 9,6/ 7,0/32,0[12,1] 9,0|32,0] 7,9|10,0]32,0] 64|11,0[32,0]|13,2]|16,0(36,0[ 9,2|16,0|44,0
#03 | 29,7| 13,0] 48,0 28,6 11,0| 48,0 27,6( 12,0 52,0| 32,7| 13,0{ 56,0| 30,4 14,0| 48,0| 37,8| 29,0 60,0
#04 | 27,5| 14,0| 44,0| 28,8| 15,0| 40,0 23,1{ 12,0{ 36,0| 27,1| 16,0| 32,0| 22,1{ 17,0| 36,0| 26,2| 16,0| 36,0| 44,1| 36,0| 48,0
#05 | 29,1| 10,0] 36,0 32,3 11,0| 36,0 29,1 9,0 40,0] 29,1| 10,0] 32,0| 24,2 11,0| 32,0] 18,6| 10,0| 36,0| 17,1| 11,0| 32,0| 25,7 11,0| 32,0| 32,0| 18,0|36,0
#06 | 10,4| 12,0] 40,0 10,4 13,0| 40,0 10,0 13,0/ 40,0] 9,7| 14,0[ 36,0 9,9| 14,0]| 32,0] 9,9| 13,0| 36,0| 17,5| 21,0| 60,0| 17,7| 20,0] 48,0| 13,5| 15,0(52,0
#07 | 6,9| 9,0/32,0[ 7,5 9,0|28,0 7,2| 8,0[28,0 81|10,0|28,0] 9,2|10,0(32,0| 16,1| 12,0| 36,0
#08 | 3,3| 18,0/ 32,0 3,9|22,0| 36,0 2,6| 24,0| 32,0 4,5|39,0|40,0| 4,0|30,0| 48,0
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#10 | 8,0|10,0]|36,0[ 8,1(11,0|36,0| 8,0|12,0(44,0| 7,5/14,0|44,0| 7,8|12,0(36,0| 7,4|14,0|40,0[ 7,7|14,0| 36,0 8,6|26,0(44,0
#11 | 6,9 23,0/ 44,0 7,9 26,0| 44,0 12,8| 26,0| 48,0| 19,8| 36,0 60,0
#12 | 4,8|30,0(28,0[ 5,2|16,0|28,0[ 5,1f15,0|32,0| 17,6 18,0[ 36,0
#13 | 4,3|12,0|36,0[ 5,6[13,0]32,0] 4,9|13,0[36,0[ 6,0]13,0| 36,0] 4,0[13,0({56,0] 8,4|16,0|44,0[ 7,2({19,0| 36,0| 6,8|22,0]36,0
#14 | 19,1] 20,0| 40,0| 29,4| 22,0| 40,0| 30,4 21,0| 60,0
#15
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AF = Atemfr., HF = Herzfr., APpl = MW der Druckdnd. aus 10 Atemz. in cm H,0
#01 | 15,1 9,0| 40,0| 21,8| 9,0 40,0| 22,7| 11,0| 48,0]| 22,1| 8,0[ 60,0 14,8 9,0| 28,0| 17,1| 10,0| 32,0| 17,7 10,0| 36,0| 23,7| 10,0| 36,0
#02 | 59| 9,0/36,0] 6,5 9,0]32,0[ 6,9]|10,0]|32,0]| 6,2|10,0(32,0( 6,4/10,0|32,0] 7,5/ 9,0[32,0[ 6,5]|10,0]|32,0] 7,9/ 9,0[32,0] 7,7| 9,0|32,0 7,1 9,0{36,0
#03 | 16,5( 12,0 36,0| 14,2| 13,0| 36,0 15,0| 11,0] 36,0| 13,7| 12,0 32,0| 15,0 15,0| 32,0| 15,2| 12,0 32,0| 15,7| 12,0| 32,0| 17,5| 15,0| 36,0| 22,8]| 15,0| 36,0| 13,8( 15,0(32,0
#04 | 23,4 16,0| 36,0| 30,5( 20,0] 40,0| 35,5| 19,0| 44,0
#05 | 27,0[ 12,0] 40,0| 31,9| 14,0| 32,0{ 32,3| 15,0 36,0| 30,1| 14,0 36,0| 2,9 10,0| 32,0| 29,5| 10,0| 40,0 32,7| 10,0| 40,0| 28,4| 11,0| 40,0| 26,4| 10,0{ 32,0
#06 | 6,4 14,0| 32,0| 5,7|21,0|44,0[ 4,5|18,0{32,0| 4,4|16,0[32,0] 4,8/17,0|32,0] 6,2[12,0]32,0] 6,6/13,0|32,0[ 71|13,0]{32,0( 7,6|14,0{32,0f 5,1|16,0(36,0
#07 | 6,9(11,0|32,0] 7,9/ 9,0/32,0[ 83| 90320 84| 9,0[280| 7,7/10,0(32,0] 82| 7,0|32,0 81| 70280 85| 6,0|28010,5 6,0[28011,0| 7,0[(32,0
#08 | 2,9(20,0|32,0| 3,4|24,0|32,0[ 3,8|20,0|26,0| 2,7|18,0[32,0] 3,1|20,0|36,0] 3,1 20,0|36,0| 3,2|20,0|36,0[ 3,3|22,0|36,0[ 3,1|24,0(32,0 3,3]|22,0(32,0
#09
#10 | 9,7 13,0] 32,0| 11,4| 15,0] 32,0| 15,1| 13,0| 36,0| 15,4| 14,0 40,0| 12,6| 13,0| 36,0| 14,8 11,0| 40,0| 19,2| 10,0| 40,0| 16,9| 11,0 36,0| 16,7| 12,0{ 40,0| 14,4| 11,0{40,0
#11 | 6,1 16,0| 40,0| 5,5/ 18,0| 36,0 5,6| 19,0| 36,0 6,9| 23,0 32,0| 13,1| 15,0| 40,0| 13,2| 14,0| 40,0| 15,2| 18,0| 36,0| 10,0| 17,0| 36,0| 11,4| 16,0( 40,0 6,1| 23,0{40,0
#12 | 5,9(15,0|40,0] 4,5|16,0| 40,0 6,7|17,0|28,0] 4,5|17,0(32,0| 7,2|14,0|36,0] 5,0|15,0[36,0[ 5,9|15,0|40,0| 6,2|15,0[28,0| 6,0|14,0| 28,0 5,9(15,0(36,0
#13 | 6,8] 15,0/ 32,0 8,3|16,0|32,0[ 7,8|17,0]|36,0] 6,6|16,0|44,0(22,9(17,0|48,0
#14 | 8,0( 27,0| 40,0| 12,8| 29,0| 60,0 29,4| 27,0| 44,0
#15
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