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Abklrzungen

AA/BA Acrylamid/Bisacrylamid

APS Ammoniumpersulfat

CNA Caolistin-Nalidixin-Agar

EDTA Ethylendiamin-Tetraacetat

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Fab antigenbindendes Fragment der Immunglobuline
Fc kristallines Fragment der Immunglobuline

HBSS Hank's Balanced Salt Solution

HMW-Marker High Molecular Weight Marker

IgA Immunglobulin A

1gG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

K BE koloniebildende Einheiten

kD kiloDalton

|og-Phase logarithmische Vermehrungsphase

OPD ortho-Phenylendiamin

PAGE Polyacrylamid-Gel-El ektrophorese

PBS phosphatgepufferte K ochsal zldsung

RT Raumtemperatur

S Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

S. equi Streptococcus equi subspecies equi

S. equisimilis Streptococcus equisimilis

SFM Standardfehler des Mittelwertes

slgA sekretorisches IgA

S. zooepi demicus Streptococcus equi subspeci es zooepidemicus
TEMED Tetramethylethylendiamin

THB Todd-Hewitt-Bouillon mit 0,2% Hefeextraktzusatz
well Mikrotiterplattenvertiefung

xg multipliziert mit der Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
1. Einleitung

Die Druse der Pferde stellt eine durch Streptococcus equi hervorgerufene, hoch ansteckende Infektionskrankheit dar, diein der Regel
durch eine eitrige Entziindung der Lymphknoten des Kopfes gekennzeichnet ist. Zur Zeit der militarischen Nutzung der Pferde kam der
Druse eine grof3e Bedeutung zu. Aufgrund der hohen Morbiditét, der grofRen Konditionsverluste erkrankter Tiere und der Méglichkeit
schwerer Komplikationen im Rahmen der Druse handelt es sich auch heute noch um eine gefirchtete Erkrankung mit hohen
wirtschaftlichen Einbuf3en. Mit seuchenartigen Ausbriichen und grof3en Verlusten ist bei hochempfanglichen Jungtierherden und somit
insbesondere auf Gestiiten zu rechnen. Trotz zahlreicher Immunisierungs-versuche in den letzten 50 Jahren, gelang es bisher nicht,
Pferden einen wirksamen Immunschutz gegen die Druse zu vermitteln. Neueren Untersuchungen zufolge kénnte der |mpfmierfolg auf
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das Fehlen eines lokalen Immunschutzes am Eintrittsort des Erregers zurlickzufiihren sein. Die Entwicklung eines wirksamen
Druse-Impfstoffes erfordert zunéchst ein besseres Versténdnis der durch eine S. equi-Infektion stimulierten immunol ogischen V organge.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die loka e und systemische humorale Immunantwort junger Pferde nach aktiver lokaler Immunisierung
mit einem avirulenten S. equi-Stamm und im Verlauf eines experimentell erzeugten Druseausbruches untersucht, mit dem Zidl, einen
madglichen Zusammenhang zwischen Antikorpergehalt und Infektions- bzw. Krankheitsschutz aufzudecken. Zusétzlich wurden wéhrend
des Druseausbruches epizootiol ogische und klinische Daten gesammelt, um weitergehende Einsicht in die Epizootiologie und
Infektionsdynamik der Druse in einer Herde zu gewinnen.

2. Literaturibersicht
2.1. Definition der Druse
2.1.1. Epizoctiologie

Die Druse (Adenitis equorum, Coryza contagiosa equorum) ist eine weltweit beschriebene, durch Streptococcus equi verursachte, hoch
ansteckende Infektionskrankheit der Equiden. Die Erkrankung tritt bei Pferden jeder Altersgruppe auf (NEES 1994), beféllt jedoch am
haufigsten Pferde bis zu einem Alter von 5 Jahren (BEER 1987, SWEENEY et al. 1987a). Jingere Pferde zeigen zudem in der Regel
einen schwereren Krankheitsverlauf (FALLON 1969). Transportstref3, Kéltestref3 sowie schlechte Haltungs- und Fitterungsbedingungen
fuhren zu einer erhohten Krankheitsbereitschaft und sind a s Risikofaktoren zu werten (EBERT 1969, GERBER 1982, TIMONEY
19934). Eine Rassedisposition scheint nicht zu bestehen (REIF 1979, NEES 1994). KOGER (1967) und NEES (1994) beschreiben die
zyklische Haufung von Druseerkrankungen im Abstand von etwa 5 Jahren. Diesem Phanomen konnte eine gesteigerte Erregervirulenz
oder Empfanglichkeit der Pferdepopulation zugrunde liegen. Eine gesteigerte Empfanglichkeit ist bei Erstkontakt mit dem Erreger und
daher inshesondere bei jungen Pferdepopul ationen gegeben, kénnte allerdings auch bei &lteren Tieren im Sinne eines Nachlassens der
Immunitét nach Uberstandener Druse vorliegen (BRY ANS und MOORE 1972). Morbiditatsraten von bis zu 100% bei empfénglichen
Tieren wurden beschrieben (FORD und LOKAI 1980). Die Mortalitét ist in der Regel gering (0-3%) (TODD 1910), kann bei gehduftem
Auftreten von Komplikationen jedoch bis etwa 10% (RICHTERS 1929, FORD und LOKAI 1980) oder sogar 15% (WIRTH und
DIERNHOFER 1950) betragen. Die Ubertragung erfolgt in der Regel durch Kontakt- oder Tropfcheninfektion sowohl direkt zwischen
Tieren, als auch indirekt durch kontaminierte Gegenstande jeglicher Art (REIF 1979, GEORGE et a. 1983). Als Infektionsquelle sind
neben klinisch kranken Tieren auch Pferde in der Inkubationszeit und stumme Ausscheider nach Uberstandener Erkrankung zu nennen.
Laut TIMONEY (1993a) sind diese stummen Ausscheider als Ursache der Erregerpersistenz in einem Bestand zu sehen.

2.1.2. Symptomatik

Nach Eintritt des Erregers hauptsichlich durch Rachenschleimhaut und Tonsillen (PFEIFFER und MULLER 1912, LUHRS 1927,
TIMONEY 1988a), aber auch durch die Nasenschleimhaut (SCHUTZ 1888, RICHTERS 1929), gelangt dieser auf lymphatischem Wege
Zu den regionalen Lymphknoten (TODD 1910). Die Inkubationszeit bei natirlicher Infektion wird von verschiedenen Autoren mit 2-6
(SWEENEY 1987a, TAYLOR 1992), 2-10 (WILSON 1988), 3-6 (SONEA 1987), 3-8 (TODD 1910, YELLE 1987), 3-14 (MAHAFFEY
1962, TIMONEY 1993a, AMES 1995), 4-8 (FRIEDBERGER und FROHNER 1892, CLABOUGH 1987) und 5-7 (KELLER und
JAESCHKE 1984) Tagen angegeben. Erste Krankheitszei chen bestehen aus zumeist hohem Fieber (HANCKE 1931, GERBER 1982,
KNIGHT et a. 1975, NEES 1994), gelegentlichem Husten (TIMONEY 1993a, NEES 1994), Depression, Anorexie, seromuctsem
Nasenausflufd und einer schmerzhaften Schwellung der Mandibular-, Retropharyngeal - und/oder Parotislymphknoten (KELLER und
JAESCHKE 1984). Im weiteren Verlauf der Erkrankung kommt esin den meisten Féllen zu mucopurulentem Nasenausfluf3 und zur
Bildung von Abszessen in den betroffenen Lymphknoten (BAMBAUER 1934, NEES 1994). Haufig treten Atembeschwerden (NEES
1994) sowie Schluckbeschwerden und Regurgitieren (GRATZL 1933, NEES 1994) auf und die Tiere zeigen eine unphysiologisch
gestreckte Kopfhaltung (KELLER und JAESCHKE 1984, TIMONEY 1993a). Die Abszesse der Kopflymphknoten entleeren sich in der
Regel in der zweiten Woche der Erkrankung und heilen zumeist komplikationslos aus (BRY ANS und MOORE 1972). Anschlief3end tritt
in den meisten Féllen eine rasche, vollstandige Genesung ein (TIMONEY 19933).

2.1.3. Komplikationen

Zahlreiche Komplikationen im Verlauf oder as Folge der Druse mit Komplikationsraten von 4% (PICHE 1984), 18% (NEES 1994) und
20% (SWEENEY et al. 1987b, WILSON 1988) wurden beschrieben. Abszesse der retropharyngeal en Lymphknoten kénnen durch
Kompression des Kehlkopfes oder der Luftrohre zur akuten, hochgradigen, eine Tracheotomie erfordernden Atemnot fuhren, was der
Erkrankung den Namen "strangles’ im englischen Sprachraum verlieh (FORD und LOKAI 1980, TIMONEY 1993a). Laut HANCKE
(1931) und NEES (1994) handelt es sich bei der hochgradigen Atemnot um die héufigste Komplikation im Rahmen der Druse.
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Durch die im normalen Verlauf der Druse auftretende Entleerung medialer retropharyngealer Lymphknotenabszesse in einen oder beide
Luftsdcke (GRATZL 1933, NEES 1994) kommt es zum L uftsackempyem (KNIGHT et al. 1975), dasin etwa 3,2% der Drusefédlle die
Bildung von L uftsackkonkrementen zur Folge hat (NEES 1994). In seltenen Féllen fuhrt das L uftsackempyem durch Schadigung
benachbarter Nerven zu Fazialisnervenlahmung (SARNOWSKI 1927), Horner's Syndrom oder Dysphagie (SWEENEY et a. 1987c,
AMES 1995). Letztere birgt die Gefahr der Aspirationspneumonie (GRATZL 1933), die zusammen mit den auf hdmatogenem Weg
entstandenen Bronchopneumonien die haufigste Todesursache im Rahmen der Druse darstellt (SWEENEY et al. 1987c, NEES 1994).

Bei der sogenannten "wandernden Druse” (bastard strangles) kommt es durch lymphogene und hdmatogene Ausbreitung des Erregers zur
metastatischen Abszedierung in den verschiedensten Organen (FRIEDBERGER und FROHNER 1892, BRY ANS und MOORE 1972).
Am haufigsten finden sich Metastasen im Gehirn (RAPHEL 1982, NEES 1994) und in der Bauchhohle und dort insbesondereim
Mesenterium (NEES 1994). Aber auch Organe wie die Lunge, Leber , Milz und Nieren kdnnen betroffen sein (COHRS 1941,
SWEENEY et a. 1987c, FORD und LOKAI 1980). Abszesse wurden weiterhin in der Bauchspeicheldriise, im Skrotum
(FRIEDBERGER und FROHNER 1892), im Myokard (FORD und LOKAI 1980), periorbital (SWEENEY et al. 1987b), in den
Periproktallymphknoten (KELLER und JAESCHKE 1984, PICHE 1984), Halslymphknoten (PICHE 1984), cranialen mediastinalen
Lymphknoten (RIGG et al. 1985) und an den Halswirbeln (ROONEY 1979) beobachtet. Auch Metastasierung in die Gelenke wurde
beschrieben (NEES 1994). Abszedierung der medialen retropharyngealen Lymphknoten (NEES 1994), der cranialen Halslymphknoten
(BRYANS und MOORE 1972, TIMONEY 1993a) oder der cranialen Mediastinallymphknoten (RIGG et al. 1985) kann bei manchen
Pferden durch Druckatrophie des Nervus laryngeus recurrens zum Kehlkopfpfeifen fihren (BRY ANS und MOORE 1972). Unter den
Ublichen Haltungsbedingungen kommt es nur selten zur wandernden Druse. In eéinem Bestand mit extrem schlechten
Haltungsbedingungen und fehlerhaftem Management wurden jedoch in 10% der Drusefélle innere Abszesse nachgewiesen (FORD und
LOKAI 1980). Mit Mesenterialabszessen ist in weniger als 1% aller Drusefélle zu rechnen (WILSON 1988, NEES 1994).

Myokarditis ist eine weitere mdgliche Komplikation der Druse (FORD und LOKAI 1980, SWEENEY et a. 1987c) und kann zum
pl6tzlichen Tod durch Herzversagen fuhren. Bedeutende EK G-V erénderungen wurden bei Pferden in der akuten Phase (BERGSTEN und
PERSSON 1966) und der Erholungsphase der Erkrankung (BRY ANS et al. 1964) beobachtet. BERGSTEN und PERSSON (1966) raten
deshalb zur Anfertigung eines Elektrokardiogrammes vor Aufnahme des Trainings nach Uiberstandener Druse. Es wurde bisher nicht
geklart, ob es sich bei der Myokarditis um ein immunpathol ogisch oder toxisch bedingtes Phéanomen handelt (TIMONEY 1993a).

Die Blutfleckenkrankheit (Morbus macul osus, Purpura hemorrhagica) ist eine zumeist bei erwachsenen Pferden auftretende (SWEENEY
et al. 1987c, NEES 1994), in etwa 20% der Félle fatale Komplikation (GERBER 1982, NEES 1994), die bei ungefahr 1-2% der Pferde
etwa 2 bis 4 Wochen nach der akuten Druse in Form einer leukozytoklastischen Vaskulitis in Erscheinung tritt (TIMONEY 1993a). Der
Nachweis von Immunkomplexen bestehend aus Immunglobulin A (IgA) und S. equi M-Protein im Serum erkrankter Tiere |&3t vermuten,
daR es sich um ein immunpathol ogisches Geschehen handelt (GALAN und TIMONEY 1985a).

Weitere seltene Komplikationen im Rahmen der Druse sind das Auftreten von Oberkieferhohlenempyemen und Fisteln (NEES 1994).

Ein urséchlicher Zusammenhang zwischen periodischer Augenentziindung und Druse ist in manchen Fallen nicht auszuschlief3en
(RICHTERS 1930, NEES 1994).

2.1.4. Diagnose

Die Diagnose der Druse beruht auf der Anwesenheit der klassischen Symptome der Erkrankung, insbesondere dem Auftreten von Fieber
und der Anschwellung der Kopflymphknoten mit anschlief3ender Abszedierung (SWEENEY et a. 1987a). Nasenausfluf3 tritt nicht bel
alen Tieren in Erscheinung (AMES 1995). Dain vielen Féllen eine ausschliefdliche Abszedierung der medialen retropharyngealen
Lymphknoten in einen oder beide L uftsacke vorliegt (NEES 1994) und diese haufig durch alleinige klinische Untersuchung nicht
diagnostiziert werden kann (WIRTH 1934, GERBER 1982), hat sich der Einsatz eines Laryngoskops zur Untersuchung der
retropharyngealen Lymphknoten und der Luftsdcke al's diagnostisches Hilfsmittel bewéhrt (KELLER und JAESCHKE 1984, NEES
1994). Ersatzweise kénnen Verénderungen der Luftsécke und der retropharyngealen Lymphknoten auch rontgenol ogisch dargestel It
werden (KELLER und JAESCHKE 1984, NEES 1994).

L abordiagnostische hamatol ogische Befunde bestehen aus einer hochgradigen Neutrophilie (bis zu 30.000/1) und erhéhtem
Serumfibrinogengehalt (> 0.5 g/dl) (WILSON 1988, TIMONEY 1993a, AMES 1995). Alsweitere Leitsymptome gelten die typischen
Veranderungen des roten Blutbildes, in Form einer Andmie und einer beschleunigten Blutkdrperchen-Senkungsreaktion mit ausgepragter
Schleier-senkung (KELLER und JAESCHKE 1984).

Invielen Fallen gelingt die Isolierung von S. equi aus L uftsackproben (NEES 1994), Nasen-, Rachen-, oder Abszesstupferproben
(SWEENEY et al. 1987a). Die Identifizierung von S. equi und Differenzierung von anderen 3-hamolysierenden Pferdestreptococcen
beruht auf dessen Unfadhigkeit Lactose, Sorbitol und Trehalose zu fermentieren (BAZELEY und BATTLE 1940). GRANT et al. (1993)
konnten allerdings bei atypischen S. equi-Stdmmen die Fermentation von Lactose und Trehal ose nachweisen, was die Gefahr der
Fehldiagnose als S. equisimilis birgt. Die Miteinbeziehung von Ribose in den Fermentationstest ermdglicht ihrer Meinung nach eine
eindeutige Unterscheidung atypischer S. equi-Stdmme von S. equisimilis.
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Die wandernde Druseist aufgrund der Vielzahl méglicher Symptome in Abhangigkeit der betroffenen Organsysteme schwer zu
diagnostizieren. Depression, Gewichtsverlust, wiederholte Kolikanfélle und Fieberschiibe, sowie Neutrophilie (HOFFERBER 1941,
NEES 1994), Anamie, erhdhter Serumfibrinogen- und -Globulingehalt deuten auf das V orliegen eines Abdominal abszesses hin
(RUMBAUGH et al. 1978, WILSON 1988).

2.1.5. Therapieund Kontrolle

Bezuglich der wirksamsten Behandlungsmethode gegen die Druse bestehen auch heute noch Meinungsverschiedenheiten, insbesondere
wenn es um den Einsatz von Antibiotika geht. BRY ANS und MOORE (1972) vermuten, dal3 die Anwendung von Penicillin bei Pferden
mit in Reifung befindlichen Abszessen zu einer negativen Beeinflussung der Immunantwort fuhrt und dadurch eine erhdhte Gefahr
metastatischer Abszedierung besteht. BAKER (1983), PICHE (1984) und NEES (1994) konnten jedoch keinen Zusammenhang zwischen
antibiotischer Therapie und dem Auftreten von Drusemetastasen finden. WILSON (1988) sieht die Gefahr der wanderndenden Druse und
der verzogerten Abszefdreifung bei unzureichender Dosierung und Behandlungsdauer. EBERT (1969) nimmt an, dal3 Antibiotika die
Reifung und den Durchbruch von Abszessen verzoégern. Eine dhnliche Meinung wird auch von ZELLER (1976) vertreten, der die
Entstehung chronischer Lymphknotenabszesse im Kopfbereich a's Folge einer falsch durchgefihrten Antibiotikabehandlung sieht und
folgendes konstatiert: "Eine antibiotische Allgemeinbehandlung bei der Druse fuhrt nicht zur Heilung, sondern wir produzieren ein
chronisch krankes Tier.” SWERCZEK (1980), LEEMANN (1991), TIMONEY (1993a) und NEES (1994) raten vom Antibiotikaeinsatz
bei in Reifung befindlichen Abszessen ab, da sie die Gefahr der Unterbrechung des Heilungsverlaufes und der Krankheitsverlangerung
sehen. MAHAFFEY (1962) und EVERS (1968) sehen ein mdgliches Einsatzgebiet der Antibiotikaim Rahmen der Prophylaxe oder im
Frihstadium der Erkrankung. Die friihzeitige Therapie mit Furaltadone fiihrte bei experimentell infizierten Pferden zu einem milderen
Verlauf der Erkrankung mit verkirzter Erkrankungs- und Erholungsphase (EVERS 1968). Laut TIMONEY (1993a) kann die Infektion
durch antibiotische Therapie innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Auftreten von Fieber in der Regel beseitigt werden. Beim
prophylaktischen Einsatz von Antibiotika mul3 bedacht werden, dal3 eine Immunantwort verhindert wird und das Tier nach Absetzen der
Prophylaxe hochempfanglich fiir die Infektion ist (PICHE 1984, SWEENEY et al. 1987c). FORD und LOKAI (1980) sehen die Drainage
der Abszesse und eine systemische antimikrobielle Therapie als ausreichende Mal3nahmen bei einer unkomplizierten Druse. Andere
Autoren sind der Meinung, dal3 man in umkomplizierten Fallen der Druse ihren Lauf lassen sollte und Antibiotika lediglich beim
Auftreten von Komplikationen indiziert sind (GERBER 1982, CLABOUGH 1987, TIMONEY 1993a, NEES 1994). SWEENEY et al.
(1987a) schlagen den Einsatz von Penicillin bei exponierten Pferden, Pferden in der Anfangsphase der Erkrankung und bei Pferden mit
ernsthaftem oder kompliziertem Verlauf der Druse, einschliefdlich metastatischer Abszedierung, vor.

Allgemein anerkannte Ma3nahmen im Rahmen der Druse sind die sofortige Absonderung kranker und exponierter Tiere, optimierte
Haltungs- und Fltterungsbedingungen, die Beschleunigung der Abszefdreifung durch warme Umschlége und hyperamisierende Salben
sowie die Spaltung reifer Abszesse und nachfolgende regel méfiige Spiilung mit desinfizierenden L ésungen (SWEENEY et al. 19874,
WILSON 1988, TAYLOR 1992, AMES 1995). Neben der Férderung des Eiterabflusses durch Fittern und Tranken vom Boden aus,
sollten zur Beschleunigung des Heilungsprozesses und Verhinderung der Konkrementbildung regel mafiige L uftsackspiilungen mit
milden DesinfektionslGsungen durchgefiihrt werden (GRATZL 1933, NEES 1994). Kontrollmal3nahmen bestehen in Hygiene, Reinigung
und Desinfektion kontaminierter Stélle und Gegenstande (CLABOUGH 1987), Isolierung erkrankter und rekonvaleszenter Tiere und in
einer etwa 2- bis 3-wéchigen Quarantédne von Neuzugangen (WIRTH und DIERNHOFER 1950, YELLE 1987, AMES 1995).
SWEENEY et al. (1989) sehen die Gefahr der anhaltenden Erregerausscheidung durch erkrankte Tiere und empfehlen deren
Absonderung bis zu 5 Waochen nach Verschwinden der klinischen Symptome. Drei kulturnegative Nasentupferproben im Abstand von
etwa einer Woche sind ihrer Meinung nach erforderlich, um ein Pferd frei von S. equi zu erklaren.

2.2. Geschichte

Nach Angaben von SMITH (1919) war das Krankheitshild der Druse und ihre Ansteckungsfahigkeit bereits den alten RGmern bekannt.
So beschrieb Publus Vegetius Renatus im 5. Jahrhundert typische Symptome druseerkrankter Pferde, einschliefdlich einer hochgradigen
Atemnot, und Apsyrtus bestand auf der Ansteckungsfahigkeit und besonderen Gefahr der Erkrankung fur Fohlen. Als Ursache der
Erkrankung wurden zu dieser Zeit gottlicher Zorn oder eine priméare Blutkrankheit, eine Dyskrasie, mit schadigender
Flissigkeitsansammlung im Gehirn und nachfolgendem Nasenausflufd aufgefthrt. Behandlungen bestanden aus der V erabreichung von
aus lebenden Tieren hergestellten Zubereitungen: "Ein gutes Hellmittel bestand aus |6ffelweiser V erabreichung eines Alkoholextraktes,
gewonnen aus den Uberresten eines lebend gebackenen Storches.” Derlei Methoden hielten sich bisins 17. Jahrhundert und waren nicht
beschrénkt auf die Veterindrmedizin.

SOLLEY SEL (1664) verglich die Druse mit der Pockenerkrankung des Menschen und empfahl die sofortige Isolierung erkrankter
Pferde, um die Ansteckung weiterer Tiere zu verhindern. Zur Behandlung des Nasenausflusses schlug er die lokale Verabreichung einer
Mischung aus Butter, Essig, Olivendél und Pfeffer wahrend abnehmenden Mondes vor und warnte vor alzu grof3er Besorgnis Uber die
unmittel baren Fol gereaktionen dieser Methode.

Im Jahre 1790 gelang Lafarse der experimentelle Nachweis, dal? es sich bei der Druse um eine ansteckende Erkrankung handelt (TODD
1910). Etwa zur gleichen Zeit unternahm Richard Ford erste Impfversuche gegen die Druse in Analogie zur Pockenimpfung beim
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Menschen (SMITH 1924). Anfang des 19. Jahrhunderts wurde von der dyskrasi schen Pathogenese der Erkrankung Abstand genommen
und die Druse as spezifisch katarrhalisches Leiden der oberen L uftwege mit sekundérer Beteiligung benachbarter Lymphdriisen
angesehen (SAND und JENSEN 1888, GRINI 1948).

2.3. Atiologie

Im Jahre 1873 entdeckte Rivoltain Ketten liegende Coccen im Eiter von Druseabszessen (TODD 1910). SCHUTZ (1888) gelang die
Isolierung dieser Micrococcen aus dem Eiter und ihre Anzucht in Serum und Fleischbriihe. Auf3erdem konnte er Mé&use durch subcutane
Verabreichung des Eiters infizieren und den Erreger aus den entstandenen Abszessen oder dem Blut erneut isolieren. Anschlief3ende
subcutane Verabreichung an Pferde fuhrte zur Abszef3bildung an den Impfstellen und intranasale V erabreichung zum typischen
Krankheitsbild der Druse.

SAND und JENSEN (1888) wiesen im Nasenausfluf3 und Eiter drusekranker Pferde eine Streptococcusform mit typischer
Wachstumscharakteristik auf Agar-Agar nach und nannten sie Streptococcus equi (GRINI 1948). Die experimentelle Erzeugung der
Druse bei Pferden gelang ihnen allerdings nur nach mechanischer Vorschadigung der Nasenschleimhaut mittels intranasaler Einreibung
einer Kultur.

Die Atiologie der Druse blieb trotz der aufschluRreichen Versuche von SCHUTZ (1888) und SAND und JENSEN (1888) lange
umstritten. Die Ursache dafUr lag in der Tatsache, dal? die intranasale V erabreichung einer Reinkultur im Gegensatz zur Verabreichung
streptococcenhaltigen Eitersin der Regel keine Druse erzeugte (BONGERT 1914, MAHAFFEY 1962, BRYANS et a. 1964). Dies gab
Anlal3 zu der Vermutung, dal3 es sich bei der Druse um eine primére Virusinfektion handele und der Drusestreptococcus lediglich ein
Begleitbakterium sei (RICHTERS 1935, KOBE 1939). PFEIFFER und MULLER (1912) und DORSSEN (1939), denen die Erzeugung
von Druse mittels filtriertem Druseeiter mif3ang, sahen in Streptococcus equi den alleinigen Erreger der Druse. Die endgliltige
Aufklérung dieses Dilemmas ist BAZELEY (1943) zu verdanken, der in Anlehnung an Beobachtungen von LOEWENTHAL (1938)
nachwies, dal? lediglich junge Kulturen des Streptococcus equi hochvirulent sind. Die in einer 6-Stunden-Kultur vorliegenden
Microorganismen beschreibt Bazeley als Streptococcen mit einer breiten Kapsel, aulRerst diffusem Wachstum in der FlUssigkultur, starker
3-Hamolyse und honigartigem, schleimigem Wachstum auf Blutagarplatten (BAZELEY 1942a, BAZELEY und BATTLE 1940). Der
von ihm beobachtete Virulenzverlust dterer Kulturen ging mit einer Abnahme an Kapselmaterial einher (BAZELEY 1940).

Neben SCHUTZ (1888) und SAND und JENSEN (1888) trugen auch POEL S (1888) und BARUCHELL O (1908) zur friihen
Charakterisierung der morphol ogischen und kulturellen Eigenschaften des Erregers bei. Es handelt sich bei ihm um einen gram-positiven,
unbeweglichen, fakultativ anaeroben Coccus (TODD 1910), der auf Blutagar kleine, tropfenartige, durchsichtige, schieimige Kolonien
bildet, die von einer deutlichen Zone vollstandiger Hamolyse umgeben sind (GRINI 1948). Nach SHERMAN (1937) zahlt er zur Gruppe
der pyogenen Streptococcen. Einer serologischen Einteilung aufgrund gruppenspezifischer K ohlenhydrate zufolge gehort Streptococcus
equi zur Lancefield Gruppe C (LANCEFIELD 1933). JONES (1919), OGURA (1929) und BAZELEY und BATTLE (1940) fihrten
Fermentationsversuche mit hdmolysierenden Pferdestreptococcen durch, in denen sich Streptococcus equi al's unfahig erwies, Lactose,
Sorbitol und Trehalose zu fermentieren. Anhand dieses biochemischen Verhaltens [&3t sich S. equi von anderen Streptococcen der
Gruppe C (S. zooepidemicus, S. equisimilis) unterscheiden. Aufgrund der in DNA-Hybridisierungs-Versuchen festgestellten engen
Verwandtschaft zwischen S. zooepidemicus und S. equi (KILPPER-BALZ und SCHLEIFER 1984) wurde deren Umbenennung in
Streptococcus equi subspeci es zooepi demicus und Streptococcus equi subspecies equi vorgeschlagen (FARROW und COLLINS 1984)
und von HOLT et a. (1994) tbernommen. Neueste, auf Multilocus-Enzymel ektrophorese beruhende Untersuchungen der genetischen
Struktur R-hamolysierender Streptococcen der Lancefield Gruppe C zeigten, dal’ S. zooepidemicus eine grof3e genetische Vielfalt
aufweist und manche Stémme eine sehr enge genetische Verwandschaft zum genetisch einheitlichen S. equi besitzen (JORM et a. 1994).
Die genannten Autoren sehen deshalb in S. zooepidemicus den Urtyp der Gattung und in S. equi einen von dieser Gattung abstammenden
Klon. Aufgrund dieser Erkenntnisse schlagen sie eine Umbenennung des derzeitigen S. equi subsp. equi in S. zooepidemicus biovar equi
Vor.

2.4. Ausscheidung desErregers

TODD (1910) beobachtete das Auftreten von Druse in Bestdnden ohne Neuzugang und ohne Kontakt zu drusekranken Tieren. Er war
Uberzeugt, dal3 der Erreger in der Nasenschleimhaut mancher Tiere nach Uberstandener Erkrankung Uberlebt und fir eine unbestimmte
Zeit ausgeschieden wird. Auch RICHTERS (1930), COHRS (1941) und WIRTH und DIERNHOFER (1950) dokumentierten das
Vorkommen echter Drusestreptococcen auf der Nasenschleimhaut vollig gesund erscheinender Pferde. RICHTERS (1930) sah ein grof3es
Problem in der Erkennung und Bekdmpfung dieser Keimtréger. GRATZL und TRAUB (1942) konnten im Nasen-Rachenraum gesunder
Tiere keine Drusebakterien nachweisen. FLOER (1972) mif3lang der Nachweisvon S. equi in Luftsacktupferproben, WOOL COCK
(1975a) in den Tonsillen, regionalen Lymphknoten und in Nasentupferproben klinisch unauffélliger Pferde. Der erste Beweis fir das
Auftreten asymptomatischer Trager wurde von GEORGE et al. (1983) erbracht. Sie konnten S. equi bei 3 drusekranken Pferden noch
6-19 Wochen nach Durchbruch der Lymphknotenabszesse nachweisen. Eine weitere Stute, mit nur mildem Krankheitsverlauf,
beherbergte den Erreger sogar fir 10 Monate (REIF et a. 1981), zeigte wdhrend dieser Zeit jedoch gelegentlich eitrigen Nasenausflufd
und Schwellung der Mandibularlymphknoten. Ahnliches wurde von TIMONEY (1988a) berichtet, der in einer Herde mit mild erkrankten
Ponies ein mindestens 8-monatiges Uberleben des Erregers beobachtete. SWEENEY et al. (1989) beobachteten in 6 von 31 (19,4%)
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Druseféllen die Ausscheidung des Erregers nach dem Verschwinden klinischer Symptome. Eines dieser Pferde schied den Erreger noch
einen Monat danach aus. Bei Pferden mit Erregerkontakt, jedoch ohne nachfolgende Erkrankung, gelang ihnen der Nachweis von S. equi
nicht. Letzteren kommt deshalb vermutlich keine grof3e Bedeutung als Ausscheider zu. Vielmehr scheint der Ausbruch der Erkrankung
die Vorraussetzung fir das Auftreten von Keimtragern zu sein (SWEENEY et a. 1987a). DALGLEISH et a. (1993) konnten alerdings
in einer Herde von 19 Ponies nach einem Druseausbruch keine rekonvaleszenten Ausscheider nachweisen. Die bisher langste
Ausscheidung von S. equi wurde bei einem Pony nach langer, schwerer Druse beobachtet, bei dem der Erreger noch ein Jahr im
Anschluf? an die Erkrankung nachweisbar war (WOOD et al. 1993). Das Tier zeigte dabeil keinerlei Krankheitssymptome. S. equi konnte
in diesem Falle aul3er im Nasen-Rachenraum auch im Luftsack nachgewiesen werden, der als méglicher Ort der Erregerpersistenz
diskutiert wird. Andere Autoren vermuten, dald der Erreger bei Ausscheidern in den Tonsillen oder Kopflymphknoten Uberlebt
(WOOLCOCK 1975a). Auch das Aufbrechen einesim Rahmen der wandernden Druse entstandenen Abszesses mit nachfol gender
Erregeransiedlung und -ausscheidung im Nasen-Rachenraum ist denkbar (TIMONEY 1993a). Langeres, symptoml oses Ausscheidertum
scheint ein eher seltenes Phénomen zu sein, da sich vermutlich die Mehrheit drusekranker Tiere mittels einer effektiven Immunantwort
des Erregers zu entledigen vermag (TIMONEY 1993a). Bei akut erkrankten Tieren ist in den meisten Féllen mit einer
Erregerausscheidung bis zu 4 Wochen im Abszef3eiter (SONEA 1987) und bis zu 6 Wochen im Nasenausflu (TIMONEY 19933, AMES
1995) zu rechnen.

2.5. Tenazitat desErregers

RICHTERS (1929) untersuchte die L ebensfahigkeit der Drusestreptococcen in Wasser und ihre Widerstandsféhigkeit gegen
Austrocknung, Faulnis, Erhitzung und chemische Desinfektionsmittel. Im Wasser beobachtete er eine VVermehrungs-fahigkeit des
Erregersin den ersten 2 Tagen und eine Uberlebensfahigkeit von 6-9 Tagen. An Holz, Stroh, Stoffen, Leder, Eisen, Stahl und auf der
Haut des Pferdes spricht er von einer Widerstandsfahigkeit von mindestens 3-4 Wochen (RICHTERS 1930). Die Tenazitét des Erregers
im Eiter gibt er mit mindestens 5-6 Monaten an. Im gepackten Diinger (54-60° C) Uiberlebten die Drusestreptococcen fir etwa 2 Waochen,
waren nach 4 Wochen jedoch mit Sicherheit abgestorben. Durch Temperaturen von 70° C wurden die Streptococcen im Eiter, Blut und in
der Kultur innerhalb 1 Stunde abgetttet. RICHTERS (1930) schreibt weiterhin, "dald die im Eiter, Blut eingeschlossenen
Drusestreptococcen zu den widerstandsfahigsten vegetativen Keimen gehoren, und die Einwirkung der im Uberschul3 und in méglichst
heifBer Losung zur Anwendung gelangten Desinfektionsmittel sich Uber viele Stunden zu erstrecken hat.” Die Anwendung von
Chlorpraparaten zur Abt6tung des Erregersim Trankwasser erwies sich als ungeeignet, da die erforderlichen hohen Chlormengen das
Wasser ungenief3bar machten. Auch WIRTH und DIERNHOFER (1950) sehen die Drusestreptococcen a s Keime mit hoher
Widerstandsfahigkeit gegen &uliere Einwirkungen an, die bei Temperaturen von 70° C erst nach 2 Stunden vernichtet sind. EVERS
(1968) konstatiert, dal3 S. equi Temperaturen von 62° C fir langere Zeit Uberlebt und Austrocknung fir Wochen widersteht. Er berichtet
weiterhin, dal3 Temperaturen unter dem Gefrierpunkt den Erreger nicht abttten. Laut CLABOUGH (1987) persistiert der Erreger in
Bestanden fiir ein Jahr oder 1anger, was zur enzootischen Druse fiihrt. JORM (1992) gibt die Uberlebensdauer von S. equi-Suspensionen
auf sterilisiertem Glas oder Holz, bei Temperaturen von 2° C und 20° C, mit 7 bis 9 Wochen an. TIMONEY (1993a) weist darauf hin,
dai’ die von JORM (1992) experimentell ermittelte Uberlebensdauer des Erregers aufgrund optimaler Bedingungen in Form konstanter
Luftfeuchtigkeit und Temperatur nicht den tatsachlichen Verhatnissen in der Umwelt entspricht, in welcher der Erreger der Einwirkung
von Sonnenlicht und anderen Mikroorganismen ausgesetzt ist. Er vermutet deshalb, daf? die Uberlebensfahigkeit des Erregersin der
Umwelt unter den von JORM (1992) angegebenen 7-9 Waochen liegt. Desinfektionsmittel wie Glutaraldehyd, Chlorhexidingluconat und
Jodl 6sungen fuhren zur Abtétung des Erregers innerhalb von 90 Minuten. Temperaturen von 56° C téten den Erreger innerhalb kurzer
Zeit ab. Von infizierten Tieren beweidete Koppeln sind fur mindestens einen Monat a's kontaminiert zu sehen (TIMONEY 1993a).

2.6. Virulenzfaktoren desErregers
2.6.1. Hyaluronsaure-K apsel

S. equi besitzt eine Hyaluronséurekapsel, die ihn vor Opsonisierung und anschlief3ender Phagozytose durch neutrophile Granulozyten
schiitzt (BAZELEY 1943, WOOLCOCK 1974, SRIVASTAVA et a. 1985). BAZELEY (1943) stellte in seinen Versuchen fest, dai3
kapseltragende S. equi-Kulturen in der logarithmischen V ermehrungsphase (1og-Phase) wesentlich virulenter fir Pferde und Mé&use
waren und in vitro wesentlich schlechter von neutrophilen Granulozyten phagozytiert wurden als dltere, kapselarme Kulturen. Er
vermutete, daid die stark negativ geladene Oberflache kapseltragender Kulturen zu deren antiphagozytéren Eigenschaften beitragt.

Gelegentlich auftretende atypische, matte Kolonien bildende V arianten wurden von manchen Autoren mit einer milderen Form von
Druse in Zusammenhang gebracht (MAHAFFEY 1962, WOOL COCK 1975b, PRESCOTT et al. 1982). TIMONEY (1988a) konnte
jedoch sowohl schleimige a's auch matte Kolonien von Pferden mit |eichtem Krankheitsverlauf isolieren und vermutet, daf3
Wirtsfaktoren bestimmend fur den Verlauf der Erkrankung sind. Eine phagencodierte Hyaluronidase ist verantwortlich fr diese
atypischen Stamme, die sich durch den Verlust der Kapsel in der 24-Stunden-Kultur auszeichnen (SPANIER und TIMONEY 1977,
TIMONEY et a. 1982). Immunologisch unterscheiden sich die atypischen Stdmme nicht von den typischen, mucoiden Stémmen
(TIMONEY et al. 1984).

Das Kapselmaterial ist identisch mit der Hyaluronséure im tierischen Gewebe und ist daher nicht immunogen (ERICKSON und
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NORCROSS 1975).

2.6.2. M-Protein

Das M-Protein ist ein trypsinempfindlicher, hitze- und séurebestéandiger Bestandteil der Zellwand von S. equi (WOOLCOCK 1974,
ERICKSON und NORCROSS 1975). Es hat antiphagozytére Eigenschaften und wird als einer der wichtigsten Virulenzfaktoren des
Erregers angesehen (SRIVASTAVA et al. 1985; TIMONEY und MUKHTAR 1993). Eine Analogie dieses Proteins zum M-Protein der
Streptococcen der Lancefield Gruppe A wird von vielen Autoren vermutet (WOOLCOCK 1974, ERICK SON und NORCROSS 1975).
L etzteres besteht aus zwei zur Superhelix gewundenen Proteinketten mit -Helix Struktur, ist in der Zellmembran verankert und erstreckt
sich etwa 50 nm Uber die Zelloberflache hinaus (FISCHETTI 1989, 1991). Im Gegensatz zu den Gruppe A-Streptococcen (FISCHETTI
et a. 1985) und zu S. zooepidemicus (TIMONEY und MUKHTAR 1992), bei denen das M-Protein grofie antigenetische Vielfalt
aufweist, ist das M-Protein verschiedener S. equi-St&mme antigenetisch homolog (BAZELEY 1942a, MOORE und BRY ANS 1970,
GALAN und TIMONEY 1988).

Mit Muramidase (Mutanolysin) extrahiertes S. equi M-Protein hat ein Molekulargewicht von 56-58 kiloDalton (kD) (GALAN und
TIMONEY 1987). Im Saureextrakt liegt das Molekil in Form verschiedener Polypeptidfragmente vor, von denen die immunologisch
wichtigsten ein Molekulargewicht von 46 und 41 kD haben. Weitere Fragmente, mit einem Molekulargewicht von 55 und 31 kD, weisen
Kreuzreaktionen mit Saureextrakten von S. zooepidemicus auf (TIMONEY und TRACHMAN 1985). Jingste Untersuchungen geben
Anlal3 zu der Vermutung, dal3 S. equi 2 M-dhnliche Proteine besitzt und zwar ein S. equi-spezifisches (46/41 kD) und ein Homolog des
M-Proteins von S. zooepidemicus (55/31 kD) (TIMONEY et al. 1994).

BOSCHWITZ und TIMONEY (1994a) zeigten, dal3 das M-Protein von S. equi die Anlagerung des Komplementfaktors C3 an dessen
Zé€lloberflache verhindert und der Erreger auf diese Weise der Phagozytose durch neutrophile Granulozyten entgeht. Ein dhnlicher

M echanismus wurde bereits fir Streptococcus pyogenes (Lancefield Gruppe A) beschrieben (HORSTMANN et al. 1988). Ein weiterer
antiphagozytarer Effekt wird durch die Bindung von Fibrinogen durch das M-Protein bewirkt. Der genaue Mechanismus dieses
Vorgangesist nicht bekannt (BOSCHWITZ und TIMONEY 1994b). Falls es zur Phagozytose dieser Streptococcen kommt, scheint das
gebundene Fibrinogen sie zudem vor dem Abbau in neutrophilen Granulozyten zu schitzen (TRAORE et al. 1991).

SRIVASTAVA und BARNUM (19834) fuhrten in vitro Untersuchungen Uber die Haftungsféhigkeit des Erregers auf Zungen- sowie
Nasenschleimhaut- und Mundschleimhaut-Epithel von Ponies durch. Sie sehen das M-Protein als urséchlich fir die Adhasion von S. equi
an der Eintrittspforte. Die Rolle des M-Proteinsin der Adhésion der zur Lancefield Gruppe A gehdrenden Streptococcen ist umstritten
(ELLEN und GIBBONS 1972, BOTTA 1981, TYLEWSKA et al. 1988, COURTNEY et a. 1992). Laut CAPARON et a. (1991) ist es
von geringer Bedeutung fir die Adhésion, konnte jedoch eine Rolle in der Kolonisierung nach initialer Anheftung spielen. Jingsten
Untersuchungen zufolge scheint das M-Protein neben Lipoteichonsaure und einem Fibronectin bindenen Protein an der Adhasion der
Gruppe A-Streptococcen beteiligt zu sein (WANG und STINSON 1994).

2.6.3. Peptidoglykan (Murein)

Die Zellwand grampositiver Bakterien besitzt eine dicke Mureinschicht, die dem Organismus Form und strukturelle Integritét verleiht
und fur eine Reihe biologischer Effekte im Wirt verantwortlich ist. Peptidoglykan ist fiebererregend, thrombozytolytisch und aktiviert
das Komplementsystem. Der dabei freigesetzte Faktor C5a hat eine starke chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulozyten, die
daraufhin zum Infektionsort streben und zur Entstehung von Abszessen beitragen (HAGAN und BRUNER 1988).

MUKHTAR und TIMONEY (1988) zeigten, dal3 die Mureinschicht von S. equi sehr wirksam den alternativen Weg des
Komplementsystems aktiviert, was die Freisetzung chemotaktischer Faktoren zur Folge hat. |hre Beobachtungen waren in
Ubereinstimmung mit den tiber Streptococcen der Gruppe A vorliegenden Erkenntnissen (TAUBER et al. 1976, GREENBLATT et al.
1978).

2.6.4. 1gG bindender Rezeptor

Zahlreiche Streptococcen der Lancefield Gruppe C besitzen Immunglobulin G (IgG) bindende Oberfléchenproteine, die vermutlich von
Bedeutung fur die Pathogenese und Virulenz dieser Organismen sind (MY HRE und KRONVALL 1977, REIS et a. 1986). Diese
Rezeptorproteine binden die Fe-Region der Immunglobuline, immobilisieren diese somit und verhindern die Erkennung und Bindung von
Antigenen durch die Fa-Region. Auf diesem Wege entgeht der Erreger vermutlich sowohl der Phagozytose durch neutrophile
Granulozyten a's auch einer spezifisch gegen ihn gerichteten Immunantwort. Das unspezifische Binden von Immunglobulinen durch S.
equi ist ein bekanntes Phanomen; ein experimenteller Nachwels eines |gG Fe-Rezeptors wurde jedoch fur S. equi bisher nicht erbracht.

2.6.5. Streptolysin O

Auf Blutagar wachsende Kolonien von Streptococcus equi sind von einer etwa 3mm breiten Zone vollsténdiger Hamolyse (3-Hamolyse)
umgeben, die durch ein O,-empfindliches Hamolysin (Streptolysin O) verursacht wird. Bereits BAZELEY (1943) beobachtete die

file:/lIG|/Sassadat/Diss/nesch/nesch.html (12 von 76) [30.05.2000 16:57:17]



Inhaltsverzeichnis

Freisetzung hdmolytischer Enzyme durch junge, virulente Kulturen und spekulierte, dal3 sie zur Virulenz des Erregers beitragen.
KNIGHT et a. (1975) vermuteten, dal? Streptococcus equi seine hamolytische Wirkung auch in vivo entfaltet, was den bel der Druse
beobachteten verminderten Hamatokritwert und Hamoglobingehalt erkl&ren wiirde (EVERS 1968). Neben dem hamolytischen Effekt
zeigt Streptolysin O eine toxische Wirkung auf Zellen und Zellorganellen wie zum Beispiel neutrophile Granulozyten, Thrombozyten,
Herzmuskel zellen und Lysosomen (TIMONEY 1993b).

2.6.6. Streptokinase

McCOY et al. (1991) wiesen nach, dal? Streptococcen der Gruppe C (S. equi, S. zooepidemicus und S. equisimilis) Streptokinasen
produzieren. Es handelt sich dabel um von den Organismen sezernierte Proteine, die durch Aktivierung von Plasminogen und dessen
Uberfilhrung in Plasmin eine fibrinolytische Wirkung hervorrufen. Aufer dem Abbau von Fibrinolysin kann Plasmin auch zur Hydrolyse
extrazellulérer Matrixproteine fiihren, was die Ausbreitung des Erregers im Gewebe begiinstigen konnte. McCoy et a. zeigten zudem,
dal3 Streptococcen der Gruppe C einen Oberflachenrezeptor fir Plasmin besitzen. Die Aktivierung von Plasminogen und anschlief3ende
Bindung des entstandenen Plasmins an die Zelloberflache kénnte den Organismen unkontrollierte proteolytische Aktivitét verleihen.
Streptokinasen equiner Streptococcen aktivieren equines, nicht jedoch porcines oder humanes Plasminogen. Umgekehrt aktivieren
Streptokinasen humaner Streptococcen humanes, nicht jedoch equines Plasminogen. Diese speziesspezifische Aktivierung konnte
Grundlage der selektiven Virulenz dieser Bakterien flr bestimmte Wirte sein und einen entscheidenden Faktor in der Pathogenese
pyogener Streptococceninfektionen darstellen (MCCOY et al. 1991, NOWICKI et a. 1994).

2.6.7. Cytotoxin

BAZELEY (1942b, 1943) deutete an, dai3 S. equi-Kulturen in der log-Phase ein Exotoxin produzieren, welchem die Odembildung
wahrend der Druse und toxische Effekte auf neutrophile Granulozyten zuzuschreiben sind. MUKHTAR und TIMONEY (1988)
entdeckten einen im Kulturiberstand des Erregers vorhandenen, vom Hamolysin zu unterscheidenden Faktor mit cytotoxischer Wirkung
auf polymorphkernige Leukozyten. Dieses Leukotoxin konnte zusammen mit der Kapsel und dem M-Protein der Phagozytose durch

L eukozyten entgegenwirken und eine wichtige Uberlebensstrategie des Erregers darstellen.

2.7. Immunitéat
2.7.1. Aktive Immunitéat
2.7.1.1. Systemische Immunitat

SAND und JENSEN (1888) konnten durch intravendse Injektion des Druseerregers bei Pferden Immunitét gegen die spétere Infektion
Uber die Nasenschleimhaut hervorrufen. Diese Immunisierung ging in der Regel mit einer Phlebitis und lokalen Entziindungsreaktionen
einher und erwies sich deshalb als ungeeignet.

Die russische Methode war eines der dtesten Verfahren, um Immunitét gegen die Druse in einem Bestand, in dem die Erkrankung
enzootisch war, zu erlangen (TODD 1910). Zum Zwecke der Durchseuchung wurden dabei alle Fohlen eines Bestandes im Herbst einer
heftigen Erk&tung ausgesetzt, indem man sie eine halbe Stunde lang in einen Teich trieb, dann auf einem Huigel allseitig kalten Winden
aussetzte und anschlieflend mit recht kaltem Wasser trankte. Hierauf erkrankten smtliche Tiere an der Druse, genasen nach 3 Wochen
vollstandig (FRIEDBERGER und FROHNER 1892) und waren rechtzeitig vor dem schweren russichen Winter immun (TIMONEY
1988b). Beim sogenannten "Durchdrusen” eines Bestandes wurden nach Auftreten des ersten Drusefalles samtliche Tiere des Bestandes
mittels infektidsem Eiter angesteckt, um eine moglichst schnelle Durchseuchung mit anschlief3ender Immunitét zu erreichen. RICHTERS
(1929) erkannte, dai’ mit diesem Verfahren jedoch keine langer dauernde Immunitét erzielt werden konnte. Da er im Durchdrusen zudem
die Ursache schwerer Seuchengdnge mit hohen Verlustraten sah, riet er von diesem Verfahren ab.

TODD (1910) zitierte einige Anfang des 20. Jahrhunderts durchgefiihrte Impfversuche und kam zu der Feststellung, daf? noch keine fir
die Praxis geeignete Methode der Immunisierung mit Lebend- oder Totimpfstoff gefunden worden war.

RICHTERS (1929) fuhrte mit Farbstoff- und Formolvakzinen des Druseerregers Immunisierungen an Fohlen durch und stellte fest, dal
beiden Impfstoffen keine schiitzende Wirkung zukam und die Farbenimpfstoffe lediglich in therapeutischer Hinsicht wirksam waren.
RICHTERS (1929) schrieb dazu: " Bei der Immunisierung gegen Drusestreptococcen besteht die Hauptschwierigkeit in der Erzeugung
einer Grundimmunitét, die mit abgettteten Kulturen oder ausschliefdlich mit Drusestreptococcentoxinen nur sehr schwer zu erreichen ist,
dadie Ausbildung der Immunitét eng mit den aggressiven Eigenschaften der Drusestreptococcen zusammenhangt, die an den lebenden
Erreger gebunden sind.”

BAZELEY (1940) fuhrte in Australien detaillierte, bahnbrechende Untersuchungen auf dem Gebiet der Immunitét gegen S. equi durch.
Den MiRerfolg von RICHTERS (1929) fuhrte er auf die Anwendung alter, kapselloser Kulturen des Erregers oder Ubermaliige
Einwirkung des Abtotungsverfahrens zuriick. BAZELEY (1940) impfte zundchst M &use mit jungen, kapseltragenden, vorsichtig
hitzegettteten S. equi-Kulturen und notierte deren Uberlebensrate nach anschlieRender experimenteller Infektion mit dem Erreger. Er
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stellte fest, dal? Mause sowohl nach dieser Impfung als auch nach Verabreichung von Serum gleichartig immunisierter Kaninchen vor
einer Erkrankung durch experimentelle Infektion geschitzt waren, wahrend nicht immunisierte Mause unter Anzeichen einer Septikamie
oder Pyamie verendeten. Die Anwendung dieses Impfstoffes fihrte auch bei australischen Kavalleriepferden zu befriedigenden
Ergebnissen, wohingegen formalinisierte junge und 24 Stunden alte Kulturen als auch 30-Stunden-Kulturfiltrate keine immunisierende
Wirkung zeigten (BAZELEY 1942b). BAZELEY (1940) sah in der Abttung junger, kapseltragender Kulturen einen kritischen Schritt
der Impfstoffbereitung, da bereits Temperaturen von 56° C Uber einen Zeitraum von mehr als 12 Minuten zur Schadigung des
immunisierenden Antigens fuhrten.

In weiteren Versuchen zeigte BAZELEY (1943), dal’ Serum erfolgreich immunisierter und rekonval eszenter Pferde Mausen Schutz vor
der Erkrankung verleiht und in vitro zur gesteigerten Phagozytose des Erregers durch neutrophile Granulozyten fiihrt. Die enge
Korrelation zwischen Schutzwirkung im Mauseversuch und gesteigerter Phagozytose fuhrte er auf die Anwesenheit bakterizider, fur die
Immunitédt entscheidender Antikdrper im Serum zurick, die im Serum geimpfter Tiere nach etwa 14 Tagen auftraten. Er war Uberzeugt,
dal3 diese Antikorper fir den Schutz der Pferde vor der Infektion mit S. equi verantwortlich waren. Dieser Schutz erstreckte sich
allerdings nicht auf Streptococcus pyogenes animalis (heute S. zooepidemicus), der auch bel geimpften Tieren zu einem Katarrh der
Nasenschleimhéaute mit eitrigem Nasenausfluf? fiihrte (BAZELEY 1942b) und im Mauseversuch letale Wirkung zeigte (BAZELEY
1942a).

BAZELEY (19424) testete 32 verschiedene S. equi-Stémme aus Australien bezliglich Kreuzimmunitét. Antiserum zu einem dieser
Stémme verlieh im M&useversuch Schutz gegen ale 32 Stdmme. Er nahm deshalb an, dal? nur ein einziger antigenetischer S. equi-Typ
existiert.

Bel der Suche nach dem immunisierenden Antigen des Erregers stellten BAZELEY et a. (1949) fest, dal3 Sdureextrakte von S. equi, im
Gegensatz zum Kulturtiberstand und bereits extrahierten Bakterien, auf3erordentlich immunisierende Wirkung zeigen. Die
Séureextraktion fuhrten sie nach der Methode von Lancefield durch, die auf diese Weise schutzvermittelnde und gruppenspezifische
Substanzen von Streptococcen der Gruppe A isolieren konnte. BAZELEY (1949) vermutete, dal’ S. equi eine den Streptococcen der
Gruppe A vergleichbare, fur die Bildung schiitzender Antikorper verantwortliche "M-Substanz” besitzt.

BRYANS und MOORE (1972) erkannten Anfang der sechziger Jahre mit zunehmendem Auftreten der Drusein den USA die
Notwendigkeit der Herstellung eines geeigneten Impfstoffes. In Anlehnung an Bazeley's Erkenntnisse stellten sie einen Impfstoff aus
inaktivierten log-Phasen-Kulturen eines S. equi-Stammes her, der sich in Feldversuchen al's dulierst wirksam erwies. Nach kommerzieller
Herstellung des Bacterins im Jahre 1964 (ENGELBRECHT 1969) wurde von diesem Impfstoff trotz gelegentlichem Auftreten lokaler
und systemischer Nebenwirkungen (O'DEA 1969) grof3er Gebrauch gemacht.

Bei der Untersuchung von Sdureextrakten 57 verschiedener S. equi-Kulturen fanden BRY ANS und MOORE (1972) ein
speziesspezifisches, trypsinempfindliches Proteinantigen sowohl in log-Phasen-Kulturen als auch in dteren, kapsellosen Kulturen. Sie
vermuteten, dal3 es sich um ein Analog der "M-Antigene” handelte, auf denen die Typeneinteilung innerhalb der Gruppe
A-Streptococcen basierte. AuRerdem spekulierten sie, dal3 dem Virulenz- und Immunogenitétsverlust alterer Kulturen die Einwirkung
einer endogenen Hyaluronidase auf die Kapsel und einer endogenen Proteinase auf das "M-ahnliche Protein” zugrunde lagen. Die
antigenetische Analyse verschiedener S. zooepidemicus-Stamme zeigte, dald letztere ebenfalls ein Analog des M-Antigens aufwiesen,
welches jedoch im Gegensatz zum homogenen M-Antigen von S. equi eine grof3e antigenetische Vielfalt zeigte (MOORE und BRY ANS
1970, BRYANS und MOORE 1972).

Untersuchungen von WOOL COCK (1974) stitzten die Hypothese der Existenz eines S. equi M-Proteins. Durch
saulenchromatographische Reinigung eines Saureextraktes von S. equi konnte er einen trypsinempfindlichen Zellwand-bestandteil
nachweisen, der nach Verabreichung an Mause und Pferde die Bildung opsonisierender Antikorper zur Folge hatte. Nachfolgende
immunochemische Untersuchungen der Zelloberflachenbestandteile von S. equi (ERICKSON und NORCROSS 1975) bestétigten diese
Beobachtungen. Da eine Analogie zu den Streptococceninfektionen der Gruppe A, bei denen das M-Protein erfolgreich in der
Immunisierung angewendet wurde, nahe lag (REIF et al. 1981), wurden Impfstoffe aus M-Proteinextrakten von S. equi entwickelt.
Zahlreiche Impfversuche mit M-Protein enthaltenden Sdureextrakten (REIF et al. 1981, SRIVASTAVA und BARNUM 1981,
SRIVASTAVA und BARNUM 1983b, HOFFMAN et al. 1991) oder enzymatischen Extrakten (BRYANT et al. 1985) des Druseerregers
folgten. REIF et al. (1981), SRIVASTAVA und BARNUM (1981) und BRYANT et al. (1985) beobachteten einen teilweisen Schutz
gegen eine natlrrliche S. equi-Infektion nach intramuskuldrer Impfung von Pferden mit M-Protein-Extrakt. Dieser Schutz bestand in einer
herabgesetzten Erkrankungsrate und milderem Krankheitsverlauf in der Impfgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. In einem anderen
Protokoll waren Fohlen nach intramuskul&rer Impfung vor einer Kontaktinfektion geschiitzt. Zwei von 3 sowohl intranasal als auch
intramuskul & geimpften Tieren erkrankten jedoch an Druse nach experimenteller, intranasaler Inokulation des Erregers (SRIVASTAVA
und BARNUM 1983b). Auf einer Farm mit hohem Infektionsdruck zeigten dreifach geimpfte Fohlen wesentlich mildere
Krankheitszeichen als ungeimpfte Fohlen (HOFFMAN et a. 1991).

Derzeit in den USA im Handel erhdltliche Impfstoffe gegen die Druse bestehen aus jungen, inaktivierten S. equi-Kulturen (Equibac I,
Fort Dodge L aboratories) oder aus siure- (Strepvax |1, Cooper Animal Health) oder enzymatisch extrahiertem (Strepguard, Haver Lab.)
S. equi M-Protein. Die Wirksamkeit dieser Impstoffe wird von vielen Autoren in Frage gestellt (CLABOUGH 1987, TIMONEY 1988b).
Bis heute existiert kein Impfstoff, der Pferden volligen Schutz gegen Druse vermittelt. Laut SONEA (1987) und WILSON (1988) bietet
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die Impfung lediglich einen kurzen Schutz von 6 bis maximal 12 Monaten. Derzeit im Handel erhéltliche Impfstoffe sind zudem mit
zahlreichen lokalen und systemischen Nebenwirkungen verbunden (YELLE 1987, SMITH 1994). Richtlinien fur die Impfung von
Pferden in den USA raten von einer routinemafdigen Impfung ab und empfehlen die Anwendung von Impfstoffen lediglich in Bestéanden,
in denen die Druse ein enzootisches Problem darstellt (AAEP 1995). Besonderen Wert sollte dabei auf die Impfung von Zuchtstuten in
den letzten 4-6 Gestationswochen gelegt werden, die Fohlen nach der Geburt passiven Schutz verleiht. Die Impfung soll in solchen
Bestdnden einen milderen Verlauf der Erkrankung und eine Reduktion der Morbiditdt um etwa 50% bewirken. Schwere Verlaufsformen
der Erkrankung wurden alerdings auch bei geimpften Pferden beobachtet (TIMONEY und EGGERS 1985, SWEENEY et al. 1987b).
TIMONEY und EGGERS (1985) vermuteten, dal’ dem Versagen der Impfstoffe eine mangelnde Stimulation oder Persistenz bakterizider
Serumantikorper zugrunde liegen kdnnte. Sie wiesen nach, dal? die Impfung mit Bacterin oder M-Protein-Extrakten zwar die Bildung
bakterizider Antikorper bewirkt, diese jedoch keinen Schutz gegen die Erkrankung vermitteln. Auf3erdem waren in einer Untersuchung
von GALAN und TIMONEY (1985) selbst Pferde mit einem niedrigen bakteriziden Antikorpertiter resistent gegeniiber einer
experimentellen Infektion etwa 20 Tage nach Uberstandener Druse. TIMONEY und EGGERS (1985) stellten deshalb die allgemein
anerkannte Auffassung, dal? Serumantikdrper fir den Schutz gegen die Druse verantwortlich sind, in Frage. In Anlehnung an éhnliche
Erkenntnisse auf dem Gebiet der Infektionen mit Gruppe A-Streptococcen (POLLY et al. 1975, D'ALESSANDRY et al. 1978,
GUIRGUIS et al. 1982) stellten sie die Vermutung auf, daf3 die lokale Immunitét im Nasen-Rachenraum ausschlaggebend fir den Schutz
der Pferde vor Invasion durch S. equi sein kénnte.

2.7.1.2. Lokale Immunitat

Bereits PFEIFFER und MULLER (1912) versuchten, bei Fohlen eine lokale Immunitét an der Eintrittspforte des Druseerregers
hervorzurufen. Dazu verabreichten sie einen aus S. equi gewonnenen Impfstoff subkutan zu beiden Seiten des Kopfes am Grunde der
Ohren. Fohlen, die anschlief3end in infizierten Stallungen untergebracht wurden, erkrankten nicht und Fohlen, die mit hohen
Infektionsdosen gefUttert wurden, erkrankten zwar, zeigten jedoch einen milden Krankheitsverlauf. Diese Autoren nahmen zunéchst an,
dai3 eine lokale Immunisierung ausreichen mufdte, um die Tiere vor der Infektion mit S. equi zu schiitzen, konnten jedoch mit einer
einmaligen, rein lokalen Impfung keine befriedigenden Resultate erzielen.

GALAN und TIMONEY (1985b) wiesen bei rekonvaleszenten Tieren eine lokale Immunantwort bestehend aus S. equi-spezifischem IgA
und 1gG nach. Frisch genesene Pferde widerstanden experimenteller intranasaler Infektion mit S. equi und diese Resistenz schien
unabhangig vom Gehalt bakterizider Serumantikorper zu sein. Deshalb vermuteten diese Autoren, dal’ die beobachtete lokale
Immunantwort im Nasopharynx Schutz vor der Reinfektion vermittelte. Sie stellten zudem fest, dal3 IgA im Nasenschleim zwar
mengenmaldig tberwog, 1gG jedoch wesentlich grofRere Aktivitdt im Radio-lmmuno-Assay (RIA) zeigte. Wéhrend Serumantikorper mit
einer Vielzahl von Proteinen im Kulturiberstand und Saureextrakt von S. equi reagierten, waren Antikorper im Nasenschleim spezifisch
gegen zwei Polypeptide im Saureextrakt, mit Molekul argewichten von 46 und 41 kD gerichtet. Diese Beobachtungen deuteten auf eine
Unabhéngigkeit der lokalen von der systemischen Immunantwort hin. In einer Studie von HAMLEN et a. (1994) war Schutz vor der
Erkrankung mit einem hohen Gehalt an M-Protein-spezifischem Serum IgG und einem schnellen Anstieg von lokalem 1gG verbunden.

Bei den Streptococceninfektionen des Menschen hat sich die lokale, intranasale Impfung mit M-Protein als wirksam in der Verhinderung
der Kolonisation homologer M-Typen des Erregers erwiesen (POLLY et a. 1975). Intranasale Immunisierung fihrte zudem zu einer
Reduktion unerkannter Keimtrager, die eine wichtige Infektionsquelle fiir die Ubertragung der Infektion darstellen. SRIVASTAVA und
BARNUM (1983b) konnten bei Fohlen, die sowohl intramuskul&r als auch intranasal mit einem M-Protein-Impfstoff geimpft wurden,
hohere lokale Antikdrpertiter nachweisen als bei Fohlen, die lediglich eine intramuskul&re Impfung erhielten. Bei 2 von 3 Tieren
verhinderte die kombinierte Impfung jedoch nicht die Erkrankung nach experimenteller, intranasaler Infektion.

TIMONEY und GALAN (1985) untersuchten, ob durch die lokale Verabreichung eines L ebendimpfstoffesim Nasopharynx ein
ausreichender Immunschutz aufgebaut wird. Nach zweimaliger intranasaler Verabreichung eines avirulenten S. equi-Stammes an 14
Ponies waren diese 4 Wochen spéter vor experimenteller, intranasaler Infektion mit S. equi geschitzt. Zwei weitere Ponies, die Kontakt
zur Impfgruppe hatten, entwickelten ebenfalls einen Immunschutz gegen S. equi. Auch im Mé&useversuch zeigte sich der Impfstamm als
schutzvermittelnd. TIMONEY und GALAN (1985) stellten weiterhin fest, daf3 die Immunantwort spezifisch gegen S. equi gerichtet war
und spekulierten, dal3 das M-Protein von S. equi das entscheidende Antigen fir die Entwicklung eines lokalen Infektionsschutzes
darstellt. WALLACE et a. (1995) fuhrten bei Pferden orale und intraperitoneal e Immunisierungen mit abgettteten S. equi-Kulturen
durch. Dieintraperitoneal geimpften Tiere zeigten eine deutliche lokale und systemische S. equi-spezifische Immunreaktion und 2 von 4
auf diese Weise geimpften Tieren waren 4 Wochen nach der Erstimpfung gegeniiber einer experimentellen intranasalen Infektion mit
virulentem S. equi resistent. Die verbleibenden 2 Tiere zeigten einen milden, fieberfreien Verlauf, jedoch mit Abszef3bildung in den
Mandibularlymphknoten. Vier oral immunisierte Pferde zeigten trotz ausbleibender humoraler Immunantwort einen gewissen Schutz bei
experimenteller Infektion.

2.7.2. Passive |mmunitat

TODD (1910) nennt zahlreiche Autoren, die im Kampf gegen die Druse passive |mmunisierungen mit Seren rekonval eszenter oder
hyperimmunisierter Pferde durchfihrten. Zur Herstellung von Immunseren wurden Pferden steigende Dosen von Drusestreptococcen
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subkutan verabreicht. Solche Seren erwiesen sich als dulferst erfolgreich sowohl in der Verhinderung als auch in der Therapie der Druse.
Als Praventivmal3nahme wurden die Seren insbesondere Fohlen kurz nach der Geburt, beim Absetzen, vor dem Transport zu den
Trainingsstallen und nach Kontakt zu erkrankten Tieren verabreicht. TODD (1910) empfahl die Anwendung bei Armeepferden zum
Zeitpunkt des Ankaufes und beim Transport zu anderen Einheiten. Die Anwendung von Immunseren al's therapeutische Mal3nahme
fuhrte zu einem kirzeren, milderen, komplikationslosen Verlauf der Druse. Die Dauer des Schutzes hach passiver Immunisierung wurde
mit 3-6 Wochen fiir homologe Seren und etwa 12 Tage flr heterologe Seren angegeben. Aufgrund des zeitlich begrenzten Schutzes und
hohen Preises der Immunseren hat sich deren Anwendung im Rahmen der Druse nicht durchsetzen kdnnen. Der Versuch einer
Simultanimpfung zur Stimulierung einer andauernden Immunitét mufdte aufgrund schwerer |okaler Reaktionen aufgegeben werden
(TODD 1910). PFEIFFER und MULLER (1912) berichten, daf3 die Anwendung von Schutz- und Heilseren unbefriedigende Ergebnisse
zeigte. Es konnte mit Druseseren kein bemerkenswerter Schutz- oder Heileffekt erzielt werden und die genannten Autoren konstatieren,
"dal? zur Herbeiflhrung einer 1anger andauernden Immunitét, die wir hier brauchen, Seraim allgemeinen nicht am Platze sind.” Laut
RICHTERS (1929) dauert der passive Impfschutz hdchstens 2-3 Wochen und versagt selbst bei schwachen Infektionen. Von 14
schutzgeimpften Fohlen erkrankten 12 an Druse. Mit der Uberzeugung, dal? polyvalente Seren therapeutischen Wert versprechen,
immunisierte er Serumpferde mit Uber 60 verschiedenen S. equi-Stdmmen. Nach Verabreichung auf diese Weise gewonnener Serenin
Kombination mit polyvalenter Methylenblauvakzine im Anfangsstadium der Erkrankung, konnte er einen Heileffekt in Form einer
Abschwéachung der Krankheitszeichen und einer rascheren Genesung verzeichnen. Simultanimpfung an mehr as 1000 Tieren fihrte zu
einer Senkung der Verlustrate um 50% (RICHTERS 1930).

Antikérper im Kolostrum immuner Muttertiere verleihen Fohlen passive Immunitét gegen eine S. equi-Infektion. GALAN et al. (1986)
wiesen bel Fohlen bereits kurz nach K olostrumaufnahme kolostrale Immunglobuline im Serum und auf der Nasen- und
Rachenschleimhaut nach. Weiterhin zeigten sie, dal3 Fohlen in den ersten L ebensmonaten durch Aufnahme von Antikorpern in der
Stutenmilch ein passiver, lokaler Schutz an der Eintrittspforte des Erregers vermittelt wird. Das Zustandekommen dieser Schutzwirkung
erklérten sie durch die direkte Beschichtung der Mukosa mit Antikorpern bel der Aufnahme von Stutenmilch. Sie stellten fest, da3in
Nasengangssptilproben der Fohlen IgA Uberwog, wohingegen im Serum IgG vorherrschte. Immunglobuline in der Muttermilch zeigten
eine wesentlich begrenztere Spezifitét als Immunglobuline im Kolostrum und waren hauptséchlich gegen 2 M-Proteinfragmente (41/46
kD) von S. equi gerichtet. Antikorper dieser Spezifitét sind auch auf der Nasenschleimhaut rekonval eszenter Pferde zu finden und
scheinen eine entscheidende Rolle im Schutz gegen S. equi-Infektionen zu spielen (GA LAN und TIMONEY 1985b, TIMONEY und
GALAN 1985).

2.7.3. Zellulare Immunitét

Uber die Rolle der zellularen Immunitét bei Streptococceninfektionen ist nur wenig bekannt. SRIVASTAVA und BARNUM (1982)
fUhrten in vitro Stimulationsversuche mit Pferdelymphozyten durch. Die Einwirkung gereinigten S. equi M-Proteins flihrte zu einer
dosisabhangigen Blastogenese, die bei Lymphozyten dlterer Tiere umfangreicher war als bei Fohlenlymphozyten. Sie fihrten diesen
Unterschied auf vorangegangenen Kontakt aterer Tiere mit S. equi oder S. zooepidemicus zuriick, der zur Bildung sensibilisierter
Lymphozyten flhrte. Beide Streptococcenspezies besitzen aufgrund ihrer engen genetischen Verwandtschaft kreuzreagierende Antigene
(TIMONEY 1986), die durch Kontamination des M-Protein-Extraktes eine entsprechende unspezifische Lymphozytenstimulierung
erklaren wirden. AuRerdem scheinen selbst gereinigte Saureextrakte von S. equi ein dem M-Protein von S. zooepidemicus homologes,
entsprechend kreuzreagierendes Protein zu enthalten (TIMONEY und TRACHMAN 1985, TIMONEY et a. 1994). SRIVASTAVA und
BARNUM (1983b) bestimmten weiterhin den Lymphozyten-Stimulationsindex mit M-Protein geimpfter und anschlief3end experimentell
infizierter Tiere. Dabel konnten sie lediglich bei einer Minderheit der geimpften Fohlen einen kurzfristig erhohten Index nachweisen, den
siemit einer individuell gesteigerten Reaktion dieser Fohlen auf das M-Protein erklé&rten. Sie fanden keinen Unterschied im
Stimulationsindex der Tiere vor und nach experimenteller |nfektion und schlossen daraus, dal3 keines der Fohlen eine zelluldre Immunitat
gegen S. equi entwickelt hatte.

Eine stimulierende Wirkung des M-Proteins auf Lymphozyten in vivo wurde bei Menschen und Meerschweinchen (BEACHY et al.
1969) mittels Intradermaltest nachgewiesen. NARA et al. (1983) fanden bei Pferden eine Korrelation zwischen positivem Hauttest nach
intradermaler V erabreichung eines hitzeinaktivierten S. equi-Bacterins, hohem Serumantikorpertiter zu S. equi und Schutz vor der
Erkrankung. Lediglich eines von sechs im Hauttest positiven Tieren war seronegativ und erkrankte nach experimenteller S.
equi-Infektion. Acht seronegative und im Hauttest negative Pferde erkrankten nach experimenteller Infektion und zeigten nachfolgend
Serokonversion und positiven Intradermaltest. In der Haut wurde nach 12 Stunden eine neutrophile Infiltration mit begleitendem Odem,
gefolgt von einer etwa 72 Stunden andauernden mononukledren Zdllinfiltration nachgewiesen. Nara et al. vermuteten, dal3 es sich bei der
Friihreaktion um ein Arthusphanomen und bei der Spatreaktion um eine Uberempfindlichkeit vom verzigerten Typ handelte. Sie
postulierten deshalb, dal’ sowohl der humoralen als auch der zellvermittelten Immunitét eine Rolle im Schutz gegen S. equi-Infektionen
zukommt.

WALLACE et al. (1995) beobachteten nach experimenteller Infektion oral geimpfter Tiere eine Reduktion der klinischen
Krankheitszeichen in Abwesenheit eines mef3baren lokalen oder systemischen S. equi-spezifischen Antikorpertiters. Sie vermuteten
deshalb, dal? zelluldre Immunitétsmechanismen fir den milderen Verlauf der Druse bei diesen Tieren verantwortlich sein kdnnten.
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2.7.4. Dauer der Immunitéat

Zur Dauer der systemischen und lokalen Immunitét im Anschluf3 an eine natiirliche oder experimentell erzeugte S. equi-Infektion finden
sich in der Literatur zahlreiche unterschiedliche Angaben. VVon 3000 Uber 2 Jahre aten Pferden erkrankten innerhalb von 4 Jahren 77%
der Tiere einmal, 19% zweimal und 4% dreimal an Druse (TODD 1910). COHRS (1941) berichtet, dal’ von 642 Pferden 68% einmal,
2% zweimal, 8% dreimal, 1,9% viermal und 0,9% fiinfmal an Druse erkrankten. Laut NEES (1994) wurden von 784 stationar
behandelten drusekranken Pferden 1,1% (9 Pferde) ein zweites Ma und 0,1% (ein Pferd) ein weiteres, drittes Mal aufgrund einer
erneuten Druse vorgestellt. Dabei betrug der Abstand zwischen den Erkrankungen in 60% der Félle (6 Pferde) weniger als 12 Monate.
Diesen Angaben zufolge scheint die Mehrheit der Pferde nach einer Erstinfektion eine gute Immunitét zu entwickeln. Reinfektionen
verlaufen in der Regel milder (TODD 1910, RICHTERS 1930) und hinterlassen zumeist einen guten Immunschutz (TIMONEY 1993a).
RICHTERS (1929) nennt eine Reihe von Autoren, die davon tiberzeugt sind, daR das einmalige Uberstehen der Erkrankung eine absolute
Immunitét auf Lebenszeit hinterl&3t. Andere sehen Ausnahmen von dieser Regel und meinen, dal3 bel manchen Pferden die Immunitét
nur einige Jahre besteht und diese daher wiederholt an Druse erkranken kénnen. Auch HOLTERBACH (1909) beobachtete das
wiederholte Auftreten der Erkrankung bei ein- und demselben Pferd, in einem Falle sogar innerhalb des gleichen Jahres. RICHTERS
(1929) weist darauf hin, daf? das Uberstehen der Erkrankung durchaus nicht immer Immunitét verleiht und Pferde nicht selten wiederholt
an Druse erkranken. Drei Monate nach Uberstehen der Druse konnte er bei 2 von 7 Fohlen durch experimentelle intranasale I nfektion
eine zweite, schwere Erkrankung hervorrufen. Eines dieser Fohlen erkrankte nach kinstlicher Infektion 6 Monate spater nochmals an
Druse, dieses Mal jedoch an einer milderen Form. Auch HAMLEN et al. (1994) gelang es, 2 von 12 Fohlen 6 Monate nach einer
Druseerkrankung experimentell zu reinfizieren. Laut BAZELEY (1942a) besteht bei fast jedem Pferd nach Uberstandener Druse eine
lebensdlange Immunitét. Nachfolgend vermutet BAZELEY (1943) jedoch, dal? dieser andauernden Immunitét ein wiederholter, zu
subklinischer Infektion flihrender Erregerkontakt zugrunde liegen kénnte. MAHAFFEY (1962) und WOOL COCK (1973) berichten von
einer Immunitét auf Lebenszeit im Anschlul? an die Druse. BRY ANS und MOORE (1972) schreiben, dal3 die meisten Pferdeim
Anschlul3 an die Druse gegeniiber einer weiteren S. equi-Infektion immun sind. Eine Reinfektion tritt ihrer Meinung nach alenfalls Jahre
spater auf und ist in der Regel durch eine wesentlich raschere Genesung gekennzeichnet. FALLON (1969) und PICHE (1984) sprechen
von einer mehrjahrigen, SRIVASTAVA und BARNUM (1985) von einer mindestens einjéhrigen, SONEA (1987) und NEES (1994) von
einer 6- bis 12-monatigen und LEWIS (1969), BLOOD und RADOSTITS (1989) und TAYLOR (1992) von einer 6-monatigen
Immunitét nach natiirlicher Infektion. Der von manchen Autoren beschriebenen zyklischen Haufung von Druseerkrankungen im Abstand
von etwa 5 Jahren (KOGER 1967, NEES 1994) konnte ein Nachlassen der Immunitét in der Pferdepopulation zugrunde liegen.

3. Problemstellung

Obwohl bereits vor 50 Jahren bahnbrechende immunol ogische Erkenntnisse auf dem Gebiet der Druse gewonnen wurden, steht bis zum
heutigen Tage kein Impfstoff zur Verflgung, der Pferden einen wirksamen Schutz vor der Erkrankung verleiht. Esist allgemein
anerkannt, dal’3 demin der Zellwand von S. equi lokalisierten M-Protein, in Analogie zum M-Protein der Gruppe A-Streptococcen, eine
entscheidende Rollein der Immunitdt zukommt. Als Grundlage des nach natiirlicher Infektion aufgebauten Immunschutzes wurden
zunéchst gegen das M-Protein gerichtete bakterizide Serumantikérper angesehen (BAZELEY 1943). Auf dieser Kenntnis basierend
wurden M-Protein haltige Impfstoffe entwickelt, deren Wirksamkeit sich bald als enttduschend gering herausstellte. Jingere
Untersuchungen stellten die Rolle der bakteriziden Serumantikdrper in Frage und lief3en eine lokale Immunantwort als entscheidenden
Faktor im Schutz gegen die Erkrankung vermuten (TIMONEY und EGGERS 1985). Uber die Grundlage und Dauer dieser lokalen
Immunantwort ist bisher wenig bekannt. In der Literatur sind zudem nur wenige lokal e intranasal e |mmunisierungsversuche beschrieben,
die zu widerspriichlichen Ergebnissen fihrten.

Die vorliegende Arbeit soll zu einem besseren Verstéandnis der durch S. equi stimulierten schutzvermittelnden lokalen und systemischen
Immunantwort beitragen und umfalét deshalb folgende Aufgabenstellungen:
« ImVorversuch:
« 1. DieErfassung M-Protein-spezifischer lokaler und systemischer Antikdrpertiter junger Pferde nach lokaler intranasaler
Immunisierung mit einem avirulenten S. equi-Stamm.
Im Hauptversuch:

« 2. DieErfassung M-Protein-spezifischer lokaler und systemischer Antikdrpertiter lokal immunisierter und ungeimpfter junger
Pferde nach K ontaktinfektion.

« 3. DiePrufung der Wirksamkeit des nach Uberstandener Druse aufgebauten |mmunschutzes mittels experimenteller intranasaler
Inokulation mit einem virulenten S. equi-Stamm.

« 4. Die Erhebung epizootiologischer und klinischer Daten, einschliefdlich der Ausscheidung des Erregers, im Verlauf der Druse.
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4. Material und Methoden
4.1. Tiermaterial und Versuchsplan

Fur die Versuchsdurchfiihrung stand eine Gruppe von 22 Pferden zur Verfligung (siehe 11.1. Tab. Al). Es handelte sich dabel um 19
Jahrlinge - 10 Ponyhengste, 5 gemischtrassige Pferde leichteren Schlages (3 Stuten, 2 Hengste) und 4 Vollblutpferde (3 Stuten, 1
Wallach) - sowie einen zweijahrigen und 2 dreijahrige VollblUter (Wallache). Flinfzehn dieser Tiere wuchsen auf der Versuchsfarm der
Universitét von Kentucky isoliert und ohne Kontaktmdglichkeit zu S. equi auf. Bel 7 Pferden handelte es sich um zu Versuchszwecken
gespendete Tiere ohne bekannte V orgeschichte, jedoch mit niedrigem S. equi-spezifischem Serumantikorpertiter. Alle Tiere wurden vor
Versuchsbeginn entwurmt und gegen Tetanus geimpft. Ein dreijahriges (# 309) und das zweijahrige Vollblutpferd (#529) wurden fir die
spatere experimentelle Ausldsung der Druse selektiert. Zwalf der 20 verbliebenen Tiere (s. 11.1. Tab. A1) wurden in einem Vorversuch
einer zweifachen, im Abstand von 3 Wochen durchgefihrten, intranasalen Impfung mit einem avirulenten S. equi-Stamm unterzogen.
Viereinhalb Wochen nach der Zweitimpfung wurde die aus 8 Pferden bestehende Kontrollgruppe mit der Impfgruppe gemischt. Eine
Woche spéter, am Tag 0, begann der Hauptversuch, indem 2 experimentell mit S. equi infizierte Pferde in die Herde eingebracht wurden.
Funf der aus 20 Pferden bestehenden Kontroll- und Impfgruppe und eines (#529) der experimentell infizierten Pferde wurden im Rahmen
des sich anschliefRenden Druseausbruches aufgrund drusebedingter Komplikationen euthanasiert (s. 11.1. Liste Al). In der 11. Woche
wurden dreizehn (s. 11.1. Liste A2) genesene Pferde durch intranasale Inokulation von S. equi erneut dem Erreger ausgesetzt. Zur
zeitlichen Gliederung des Experiments siehe Abbildung 1.

Die Tiere wurden wahrend des V ersuches zusammen in einem Offenstall mit Auslauf gehalten, hatten ad libitum Heu und Wasser zur
Verfigung und wurden ein- bis zweimal taglich mit einer Hafer-Pellet-Mischung gefiittert. Wassertrége und Futtereimer wurden von
ihnen gemeinsam benutzt.

Abb. 1: Zeittafel

Vorversuch Hauptversuch

Einbringen der

1.Impfung 2.Impfung Infektionsgquelle Exp. Inokulation
-10-8-6-4-2024681012 1428

Mischen der Kontroll- Zeit in Wochen

und Impfgruppe

4.2. Intranasale Impfung

Im Vorversuch erhielten zwolf der Tiere (s. 11.1. Tab. A1) eine intranasale Impfung mit ca. 5 x 108 koloniebildenden Einheiten (KBE)
des S. equi-Impfstammes "Cornell 709-27” in Todd-Hewitt-Bouillon mit 0,2% Hefeextraktzusatz (Becton Dickinson, Cockeysville,
MD). Die Todd-Hewitt-Bouillon ist eine néhrstoffreiche, gepufferte glucosehaltige Ldsung (s. 11.2.), die sich bel der Kultivierung
hamolysierender Streptococcen bewéhrt hat. Der Glucosegehalt von 0,2% hat sich dabei als optimal fir die maximale Synthese von
M-Protein erwiesen (SRIVASTAVA et d. 1985). Beim verwendeten Impfstamm handelt es sich um einen durch Nitrosoguanidin- und
Transposon-M utagenese entstandenen avirulenten, kapsellosen S. equi-Stamm (TIMONEY und GALAN 1985). Mit Hilfe eines
Zerstaubers (Nasal Atomizer Model #281, Devilbiss Co., Somerset, PA) wurde jedem Tier etwa 1 ml einer unverdinnten
18-Stunden-Kultur in jede Nuster verabreicht. Zur Ermittlung der verabreichten Impfdosis wurde mit der Kultur eine Verdiinnungsreihe
erstellt und 10 x 25| einer 10-6- und einer 2 x 10-5-Verdiinnung auf Columbia-Colistin-Nalidixin-Agar (Columbia-CNA, Difco
Laboratories, Detroit, M) mit 6% heparinisiertem Pferdeblutzusatz verbracht. Beim Columbia-CNA handelt es sich um einen
Staphylococcen/Streptococcen-Sel ektivndhrboden auf Columbia-Agar-Basis mit Colistin und Nalidixinsdure a's Selektiv-Supplement (s.
11.2.). Nach Inkubation der Agarplatten fir einen Tag bei 37° C wurde die Anzahl der KBE ermittelt und nach Multiplikation mit dem
Verdinnungsfaktor diein 1 ml enthaltene Menge an KBE berechnet. Der Erstimpfung folgte nach 3 Wochen eine Nachimpfung gleicher
Art und Dosierung.

4.3. Experimentelle Inokulation mit virulentem S. equi

Als Infektionsquelle fur die Kontaktinfektion der Herde wurden 2 Pferde (#309 und #529) experimentell mit S. equi infiziert, indem
ihnen 1,5 x 108 KBE einer 18-Stunden-K ultur von S. equi CF22 in Todd-Hewitt-Bouillon mit 0,2% Hefeextrakt-zusatz (THB) intranasal
verabreicht wurden. S. equi CF22 wurde 1981 bei einem Druseausbruch in New Y ork von einem Abszess des M andibul arlymphknotens
eines drusekranken Pferdes isoliert. Die intranasale V erabreichung der Kulturen erfolgte mittels Zerstéuber, wobei jedes Pferd etwa 3,5
ml einer 1:10 in THB verdinnten Kultur erhielt. Beide Tiere zeigten Fieber und Depression nach einer Inkubationszeit von 5 Tagen und
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wurden anschlief3end in die Herde von 20 Pferden verbracht.

Die intranasale Inokulation von 13 Pferden in der 11. Woche erfolgte auf die gleiche Weise und mit dem gleichen S.equi-Stamm und
Inokulum wie oben beschrieben.

4.4, Klinische Untersuchungen

Klinische Untersuchungen wurden an allen Tieren vor dem Vorversuch sowie vor und wahrend des Hauptversuches ohne
medikamentelle Ruhigstellung in einem Zwangsstand durchgefiihrt. Die Impfgruppe wurde zusétzlich im Anschluf an die Erst- und
Zweitimpfung taglich fir eine Woche klinischen Untersuchungen unterzogen. Nachdem die gesamte Herde am Tag 0 dem Kontakt mit S.
equi ausgesetzt wurde, folgte die Untersuchung aler Tiere zunédchst téglich bis zur 4. Woche, dann zweimal wdchentlich bis zur 10.
Woche. Weitere Untersuchungen wurden im Anschluf3 an die experimentelle Inokulation in der 11. Woche durchgefiihrt und zwar
zunéchst taglich bis zur 12., dann zweimal woéchentlich bis zur 14. Woche.

Im Rahmen der klinischen Untersuchungen wurde bel jedem Tier das Verhalten, die rektale Kdrpertemperatur sowie das Auftreten
typischer Symptome der Druse ermittelt. Menge und Qualitét eines vorhandenen Nasenausflusses, Schwellungsgrad und Abszedierung
von Lymphknoten sowie das Auftreten drusebedingter Komplikationen wurden notiert. Es erfolgten keine laryngoskopischen
Untersuchungen des Pharynx und der Luftsécke und die Tiere wurden keiner Therapie unterzogen.

Die Inkubationszeit wurde a's Zeit zwischen Beginn des Hauptversuches (Einbringen der Infektionsquelle in die Versuchsgruppe) und
dem ersten Auftreten von Fieber (>38,6° C) definiert. Als Fieber galt eine rektale Korpertemperatur, die an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen mehr als 0,5° C Uiber dem Gruppenmittelwert vor Versuchsbeginn lag.

4.5. Entnahme und Verarbeitung von Proben

Wahrend des V orversuches wurden von der Impfgruppe Blutproben und Nasengangssplilproben 3 Tage vor und in einwodchigen
Absténden bis zur 6. Woche nach der Erstimpfung genommen.

Im Hauptversuch wurden nach einer Probennahme 4 Tage vor Versuchsbeginn von allen Tieren Blutproben und Nasengangssptilproben
zunéchst zweimal wachentlich bis zur zweiten Woche, dann wochentlich bis zur 8. Woche und schliefdlich 14-tégig bis zur 10. Woche
genommen. Eine zusétzliche Nasengangsspill probe wurde einen Tag vor der experimentellen intranasalen Inokulation in der 11. Woche
genommen. Dieser Inokulation folgten Probennahmen in der 11., 12., 14. und 28. Woche des Hauptversuches. Insgesamt wurde eine
Serie von 16 Nasengangsspulproben und 15 Blutproben im Hauptversuch erhalten.

Tupferproben von der Nasenschleimhaut wurden zweimal wochentlich von der 2. bis zur 7. Woche von 9 Tieren genommen.
Abszeftupferproben sind beim Auftreten von Abszessen genommen worden.

Die Probennahme erfolgte im Zwangsstand, wobel eine medikamentelle Ruhigstellung der Tiere nicht erforderlich war.

Die Blutprobenentnahme erfolgte durch Punktion der Vena jugularis unter Verwendung steriler Einmalkanilen in sterile Glasréhrchen
(Vacutainer, Becton Dickinson, Cockeysville, MD). Nach eingetretener Gerinnung wurden die Proben fur 10 min (800xg, 25° C)
zentrifugiert, die Serumibersténde in sterile Eppendorf-Réhrchen verbracht und bis zur Analyse bei -30° C aufbewahrt.

Tupferproben von der Nasenschleimhaut wurden unter Verwendung steriler Tupfer (Precision Dynamics Corp., San Fernando, CA)
gewonnen, die von den Nustern aus etwa 10 cm tief in den ventralen Nasengang eingefihrt wurden. Abszef3tupferproben wurden nach
vorheriger Reinigung der Absze35ffnung mit lauwarmem Wasser durch Einfiihrung eines sterilen Tupfersin die Abszefzhéhle gewonnen.
Samtliche Tupferproben wurden bei 4° C aufbewahrt und am Tag der Entnahme auf Columbia-CNA (s. 11.2.) mit 6% heparinisiertem
Pferdeblutzusatz (CNA-Blutagarplatten) ausgestrichen.

Die Durchfiihrung der Nasengangsspulungen erfolgte mit 50 ml phosphatgepufferter Kochsalzldsung (PBS, s. 11.3.1.) unter Verwendung
einer 60ml-Plastikspritze, an die ein 35 cm langer, schmaler ( 8 mm), flexibler Latexschlauch angeschlossen war, der etwa 12-18 cm tief
in den ventralen Nasengang eingefihrt wurde. Bei gesenkter Kopfhaltung des Pferdes wurden 50 ml PBS zligig in den Nasengang
eingespritzt, die rlickkehrende Flissigkeit in Plastikbehaltern aufgefangen und in Plastik-Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Die
Verarbeitung der Spllproben erfolgte in Anlehnung an die von HAMLEN et a. (1994) beschriebene Methode. Grobe V erunreinigungen
in den Proben wurden 15 min bei 1800xg und 25° C abzentrifugiert. Die Volumina der Probeniibersténde wurden notiert und 25 ml jeder
Probe durch Zugabe von 25 ml geséttigter Ammoniumsulfatlésung, pH 7,6, (s. 11.3.1.) einer Proteinféllung unterzogen. Die Fallung
wurde unter sanfter Mischung der Proben fiir 16-18 Stunden bei Zimmertemperatur durchgeftihrt und die prézipitierten Proteine durch
anschlieffende Zentrifugation furr 30 min bei 14.000xg und 5° C pelletiert. Die Uberstande wurden verworfen und die offenen
Zentrifugenrohrchen mit der Offnung nach unten fiir 2 Tage bei 4° C aufbewahrt, um verbliebene Ammoniumsulfatldsung abflieen bzw.
verfllchtigen zu lassen. Anschlief3end wurden die Proteinpelletsin 1,5 ml PBS gel6st, in Eppendorf-Rohrchen verbracht und bei -70° C
aufbewahrt.

4.6. Bakteriologische Unter suchungen
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Nasen- und Abszetupferproben wurden zum Nachweis der Ausscheidung von S. equi auf CNA-Blutagarplatten ausgestrichen und fir 20
h bei 37° C inkubiert. Daim Anschluf? an die akute Phase der Erkrankung die Gefahr der Kontamination der Nasengangsspul proben von
aulRen gebannt war, wurden von diesem Zeitpunkt an zudem samtliche Pellets der Sptilproben auf genannten Platten ausgestrichen. Nach
anschlieffender Subkultivierung 3-hédmolysierender Kolonien auf CNA-Blutagar-platten (20 h, 37° C) wurden die Reinkulturen einem
Zuckerfermentationstest unterzogen. Dazu wurden jeweils 150 pl sterilisierte, 10 %ige Lactose-, Sorbitol- und Trehalosel6sung in
Vertiefungen einer sterilen Mikrotiterplatte pipettiert und mit je einer KBE der Reinkultur beimpft. Nach Inkubation der Mikrotiterplatte
fUr 20 h bel 37° C wurde das Ergebnis des Fermentationstestes in Form eines fehlenden oder vorhandenen Farbumschlages von violett
nach gelb notiert. S. equi wurde anhand der typischen, mucoiden Kolonieform und dem Unvermégen, oben genannte Zucker zu
fermentieren, identifiziert und von S. zooepidemicus und S. equisimilis unterschieden (s. 11.1. Tab. A2).

4.7. Immunologische Unter suchungen
4.7.1. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
4.7.1.1. Gewinnung und Reinigung von S. equi M-Protein

Die Gewinnung und Reinigung von S. equi M-Protein wurde von einer Kollegin in unserem Labor auf nachfolgend beschriebene Weise
durchgefihrt:

HeiRe SAureextraktion: Das fur den ELISA erforderliche S. equi M-Protein wurde nach der von BOSCHWITZ et a. (1991)
beschriebenen Methode der heilRen Saureextraktion von Zellen einer 18h-Kultur von S. equi Lex in 6 Litern THB gewonnen. Bei diesem
Stamm handelt es sich um einen vermutlich durch spontane Mutation entstandenen kapsellosen Stamm von S. equi, der reich an
M-Protein ist. Dieser Stamm wurde 1990 in Lexington von einem Abszef3 eines Mandibul arlymphknotens eines Pferdes mit
Drusesymptomatik isoliert. Nach Zentrifugation der 18h-Kultur fiir 15 min bei 15.000xg und 5° C wurde der Uberstand verworfen, die
pelletierten Zellen zweimal mit PBS gewaschen, gewogen (12g) und anschlief3end in PBS (4ml/g) suspendiert. Unter vorsichtiger,
tropfenweiser Zugabe 1-molarer Salzsdure (1M HCI) wurde die Zellsuspension auf einen pH-Wert von 2,5 gebracht und bel 95° C fr 10
min extrahiert. Anschlief3end wurde durch tropfenweise Zugabe 1-molarer Natronlauge (1M NaOH) der pH-Wert auf 7 eingestellt und
die Suspension fiir 15 min bei 15.000xg und 5° C zentrifugiert. Der Uberstand (48 ml) wurde zuriickbehalten und die Zellen einer
erneuten Extraktion gleicher Art unterzogen. Beide Ubersténde wurden zusammengegeben (96 ml), die Fliissigkeit mittels
Vakuumzentrifugation im Konzentrationsapparat (Centrivap Concentrator, Labconco Corp., Kansas City, MO) verdunstet und die
Proteine danach in 10 ml Aqua bidest. gel 6st.

Agarose-Gel-Elektrophorese: Im Anschlul3 an die Sdureextraktion wurde das 41 kD M-Protein-Fragment von S. equi el ektrophoretisch in
einem Agarose-Gel (Pro Sieve Gel System, FMC Corp., Rockland, ME) von anderen Proteinen des Saureextraktes getrennt. Die
Agarose-Gel-Elektrophorese wurde in Anlehnung an die Methode der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese von LAEMMLI (1970) im
vertikalen System durchgefiihrt. Nach Entfettung der Glasplatten mit Alkohol wurden diese fir 15 min bei 55° C erwdrmt und
anschlief3end in den Gelgief3stand eingesetzt. Nachfolgend wurde das fr 15 min im kochenden Wasserbad verfliissigte 6 %oige Trenngel
(Resolving Gel Solution, Pro Sieve) unter Vermeidung der Einlagerung von L uftblasen zwischen die Glasplatten gegossen. Nach
Verfestigung des Trenngels (5 min) wurde zur Herstellung einer Probentasche ein Kamm zwischen die Glasplatten gegeben und dasim
kochenden Wasserbad (15 min) verflUssigte 1,5 %ige Sammelgel (Stacking Gel Solution, Pro Sieve) auf das Trenngel gegossen. Nach
Verfestigung des Sammelgels wurde der Kamm entfernt, die Elektrophoresekammer (SE 400, Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, CA) zusammengebaut und mit Tankpuffer (s. 11.3.2.) geflillt.

Als Standard wurde mit Remazol-Blau geféarbtes Ovalbumin (45 kD) eingesetzt. Zwei Milliliter des konzentrierten, in Aqua dest.

gel bsten Saureextraktes und 50 | der Standardl6sung wurden 1:2 in SDS-haltigem Probenpuffer (s. 11.3.2.) verdinnt, 5 minim
Woasserbad gekocht und in die Probentasche des Stackgels gegeben. Durch den SDS-haltigen Probenpuffer werden die Eigenladungen
der Proteine Uberdeckt, indem positive Ladungen neutralisiert und die Proteine in Anionen mit konstanter Ladung Uberfihrt werden. Die
Aufldsung von Wasserstoffbriicken durch die SDS-Behandlung und das Kochen bewirken die Entfaltung der Proteine unter
weitgehendem Verlust der Sekundér- und Tertidrstruktur. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wanderungsfahigkeit im elektrischen Feld erfolgte bei einem konstanten Strom von 8 mA (2103 Power Supply, LKB
Instruments Inc., Rockville, MD) fir 16h bei 4° C. Das im Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau diente dabei als Markierer der
Lauffront.

Die Gewinnung des M-Proteinfragments (41 kD) erfolgte durch dessen vorsichtiges Ausschneiden aus dem Gel unter Orientierung am
geférbten Standard und anschlieRende Extraktion aus dem Gel (MORGAN et a. 1991). Nach Volumenschétzung des gewonnenen Gels
wurde dieses 1:10 in Extraktionspuffer (s. 11.3.2.) verdinnt, bei 70° C vollstandig geschmolzen und grindlich mit dem Extraktionspuffer
gemischt. Anschlief3end wurde diese Mischung bis zur Verfestigung auf Eis gebracht und nachfolgend fur 2h bei -70° C aufbewahrt.
Danach wurde die Mischung zum langsamen Auftauen auf Eis gegeben. Nach vollsténdigem Auftauen erfolgte eine Zentrifugation fr 20
min bei 13000xg und 4° C. Die im Uberstand enthaltenen Proteine wurden durch einen Filter mit einer Porengrofie von 0,45 m (Millipore
Filter Corp., Bedford, MA) gegeben und dadurch weitgehendst von verbliebener Agarose gereinigt. Nach Verdunstung des Uberstandes
durch Vakuumzentrifugation (Centrivap Concentrator, Labconco Corp.) wurden die Proteine in Aqua bidest. gel6st.
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Bestimmung der M-Protein-Konzentration: Die Konzentration des gewonnenen M-Proteinfragments wurde im BCA-Proteinassay
(Pierce, Rockford, IL) bestimmt. Dieser Test basiert auf der reduzierenden Wirkung der Proteine auf Cu2*-lonen (LOWRY et al. 1951)
und der anschliefRenden Bildung eines purpurfarbenen Bicinchonininsdure (BCA)-Cut-Komplexes, dessen Extinktion bei 572 nm
gemessen wird. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer mit bovinem Serumalbumin (Pierce) erzeugten Standardkurve ermittelt.

4.7.1.2. Uberpriifung der Reinheit des S. equi M-Proteins

Zur Reinheitstiberpriifung wurde das gewonnene S. equi M-Protein mittels Sodium-Dodecyl sulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(SDS-PAGE) elektrophoretisch aufgetrennt, im Western-Blot-Verfahren auf eine immobilisierende Membran tibertragen und mittels
Immunaoblotting untersucht.

SDSPAGE: Die SDS-PAGE wurde in Anlehnung an die Methode von LAEMMLI (1970) im vertikalen System durchgeftihrt. Dazu
wurden zunéchst beide Glasplatten und alle mit dem Gel in Berihrung kommenden Teile mit Alkohol entfettet, zusammengebaut und in
den Gelgief3stand eingesetzt. Anschlief3end wurde ein 10 %iges Trenngel (30 ml, s. 11.3.3.) bereitet, unter Vermeidung eingeschlossener
L uftblasen zwischen die Glasplatten gegossen und mit wassergeséttigtem | sobutanol (450 ) berschichtet, um eine vollstandige
Polymerisation mit Ausbildung einer horizontalen Polymerisationslinie am Ubergang zwischen Trenn- und Sammelgel zu gewéhrleisten.
Nach abgeschlossener Polymerisation (ca. 30 min bei RT) wurde das | sobutanol abgesaugt, ein Kamm zur Herstellung von
Probentaschen zwischen die Glasplatten gegeben und das 5 %ige Sammelgel (10 ml, s. 11.3.3.) auf das Trenngel gegossen. Nach
erfolgter Polymerisation des Sammelgels (ca. 10 min bei RT) wurde der Kamm entfernt, die Elektrophoresekammer (SE 400, Hoefer
Scientific Instruments) vollstandig zusammengebaut und mit Tankpuffer (s. 11.3.3.) gefUllt.

Die M-Protein-Probe wurde in 3 Geltaschen aufgetragen. Als Standard wurde ein mit Remazol-Blau geférbter (s. 11.3.3.) HMW-Marker
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) neben den Probenspuren eingesetzt. Standard (5 I/Spur) und M-Protein-Probe (101, ca15 g
Protein/Spur) wurden vor dem Auftragen auf das Gel 1:2 in SDS-haltigem Probenpuffer (s. 11.3.3.) verdinnt und fir 5 minim
Wasserbad aufgekocht.

Nach Auftragen der Proben in die Geltaschen des Sammelgels folgte die el ektrophoretische Auftrennung der Proteine bei einem
konstanten Strom von 30 mA (2103 Power Supply, LKB Instruments Inc.) Uber einen Zeitraum von 3 Stunden.

Western-Blotting: Im Anschlul? an die Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine im Western-Blot-Verfahren (BURNETTE
1981, BLEISIEGEL 1986) elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Transfer-Membran (Nitrobind 0,45 Micron, Micron Separations
Inc., Westboro, MA) Ubertragen. Dazu wurden zunéchst die Transfer-Membran und 2 Filterpapiere (Whatman, Maidstone, England) in
Transferpuffer (s. 11.3.4.) getrankt und die Membran auf eines der Filterpapiere gegeben. Anschlief3end wurde das zurechtgeschnittene
SDS-Gel unter Vermeidung des Einschlusses von Luftblasen auf die befeuchteteTransfer-Membran gelegt. Als letzte Schicht schlof3 sich
das zweite Filterpapier an. Nach Verbringung in eine Transfer-K assette erfolgte die Ubertragung im mit Transferpuffer geftllten
Transfer-Apparat (TE Series Transphor Electrophoresis Unit + Power Lid TE 50, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA) fir
1,5h bei 0,6 Ampere.

Im AnschluR an die Ubertragung der Proteine wurde die Membran zur Abséttigung freier Bindungspldtze fiir 20 minin eine
Blockierungsl 6sung aus 3% Gelatine in Aqua dest. gelegt und danach zunéchst fir 5 min mit PBS-Tween 20 (PBST, s. 11.3.4.) und dann
fur 5 min mit PBS (s. 11.3.4.) gewaschen. Gleichartige Waschvorgange fol gten zwischen den sich anschlief3enden Inkubationen. Zur
Reinheitstiberpriifung wurde die Membran zunéchst entlang den Standardspuren in 3 Teile mit jeweils einer M-Protein-Spur und
angrenzendem Standard geschnitten. Die Membranteile wurden in separate Blotkammern gegeben und zur Markierung der Proteine fir
2h mit unterschiedlichen Antiseren inkubiert. Als Antiseren wurden 1:200 in PBS verdiinnte Kaninchenseren mit spezifisch gegen S.
equi M-Protein (41 kD) bzw. S. zooepidemicus W60 recomb. M-Protein (55 kD) gerichteten Antikorpern und 1:50 in PBS verdiinntes
Serum eines Ponies mit einer von S. zooepidemicus 631 verursachten Peritonitis eingesetzt. Nach Inkubation und Waschung wurden die
Membranteile in eine gemeinsame Blotkammer verbracht. Die Detektion gebundener Immunglobuline erfolgte durch einstiindige
Inkubation mit 1:4000 in PBS verdinntem, an das Enzym M eerrettich-Peroxidase gekoppeltem Protein G (HRP-Protein G, Zymed
Laboratories Inc., San Francisco, CA). Protein G ist ein Zellwandbestandteil mancher Streptococcen der Lancefieldgruppen C und G, der
spezifisch den Fc-Teil von Immunglobulinen der Klasse 1gG bindet (BJORCK und KRONVALL 1984). Die Anfarbung der markierten
Proteine erfolgte durch Inkubation (ca. 3 min) in Chloronaphthol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) enthaltender SubstratlGsung
(s.11.3.4.). Anschlieffend wurde die Reaktion durch Abgief3en der Substratlsung und Zugabe von Wasser gestoppt und die
Membranteile wurden getrocknet.

4.7.1.3. ELISA fur M-Protein-spezifisches Serum Immunglobulin G (1gG)

Die Bestimmung S. equi M-Protein-spezifischer Immunglobuline erfolgte in dem von HAMLEN et al. (1994) beschriebenen
ELISA-System mit geringgradiger Modifikation. Vertiefungen (wells) der ELISA-Mikrotiterplatten (96 Well Polystyrene Plates, Corning
Costar Corp., Cambridge, MA) wurden zunéachst mit 2,5 ng gereinigtem M-Protein in 100 | Beschichtungspuffer (s.11.3.5.) beschichtet
und Uber Nacht bei 37° C in einer feuchten Kammer (FK) inkubiert. Anschlief3end wurden die ELISA-Platten mit einem
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Plattenwaschgerét (Platewasher 260, Cambridge Technology Inc., MA) dreimal mit Waschpuffer (s. 11.3.5.) gewaschen. Um freie
Bindungsplétze abzuséttigen, wurden die ELISA-Plattenvertiefungen fir 2h mit 200 | Blockierungspuffer (s. 11.3.5.) in einer feuchten
Kammer inkubiert und anschlief3end 3x mit Waschpuffer gewaschen.

Um mit S. zooepidemicus kreuzreagierende Antikorper zu eliminieren, wurden die 1:20 in PBS verdinnten Serumproben (151in 300 |
PBS) mit dem gleichen Volumen einer hitzeinaktivierten (30 min bei 56° C) Suspension von S. zooepidemicus-Zellen fir 30 min bei 37°
C, unter wiederholtem griindlichen Mischen, adsorbiert. Die Suspension wurde von einer 18h-Kultur von S. zooepidemicus 631 in THB
erstellt, indem die Zellen durch Zentrifugation pelletiert, 2x mit PBS gewaschen und anschlief?end in PBS (10 ml/g) suspendiert wurden.
S. zooepidemicus 631 stammt aus der Peritonea fllssigkeit eines Ponies, das eine von diesem Erreger verursachte Peritonitis hatte. Nach
der Adsorption wurden die Zellen durch Zentrifugation (5 min, 12000xg) pelletiert und der Uberstand fiir den ELISA verwendet.
Adsorbierte und nicht adsorbierte Serumproben eines jeden Pferdes wurden hitzeinaktiviert (30 min bei 56° C) und parallel auf derselben
ELISA-Platte in jeweils dreifacher Ausfertigung untersucht. Dazu wurden jeweils 1001/well in einer Verdiinnung von 1:40 (nicht
adsorbierte Seren) bzw. 1:38 (Endverdiinnung adsorbierter Seren) in PBS auf die Platte aufgetragen und fir 1h bei 37° Cin einer
feuchten Kammer inkubiert. Auf jeder Platte wurde zudem ein positives und ein negatives Kontrollserum (vor und nach Adsorption) in
der entsprechenden V erdiinnung aufgetragen und mindestens ein Hintergrundwert (1001 PBS/well) ermittelt. Das positive Kontrollserum
stammte von einem Pferd (#724) nach Uberstandener Druse und mit einem hohen M-Protein-spezifischen Antikorpertiter, das negative
Kontrollserum von einem Pferd (#91) ohne vorangegangenen Kontakt zu S. equi und mit einem niedrigen M-Protein-spezifischen
Antikorpertiter. Der erneuten dreimaligen Waschung nach Inkubation folgte die Detektion der gebundenen M-Protein-spezifischen
Immunglobuline der 1gG-Klasse mittels Zugabe von HRP-Protein G (s. 4.7.1.2.) in einer Verdinnung von 1:4000 in PBS (100 I/well). Im
Anschluf? an die Inkubation (1h, 37° C, FK) und dreimalige Waschung der Platte wurde die Enzym-Substrat-Reaktion unter Verwendung
von Wasserstoffperoxid (H,0O,) al's Substrat eingeleitet und durch den Farbumschlag des Indikators o-Phenylendiamin (OPD) von farblos
Uber gelb nach braun sichtbar gemacht (GALLATI und BRODBECK 1982). Dazu wurde unmittelbar vor Einleitung der Reaktion die
Substratldsung hergestellt (s. 11.3.5.). Nach Auftragen dieser Losung auf die Platte (100ml/well) folgte eine Inkubation fir 5 min bei
Raumtemperatur und im Dunkeln zur Vermeidung von Spontanreaktionen. Anschlief3end wurde die Enzym-Substrat-Reaktion durch
Zugabe von 2 M H,S0, (50 ml/well) unter gleichzeitiger Intensivierung der Farbreaktion gestoppt und die Extinktion der Farblsungen
in den mit Serumproben beschickten Vertiefungen gegen digjenige des negativen Kontrollserums (Nullwert) bei einer Wellenlénge von
490 nm im EL1SA-Plattenphotometer (EL 310 Microplate Reader, Bio-Tek Instruments, Winooski, VT) gemessen. Zur Standardisierung
(HAMLEN et al. 1994) der an 2 aufeinanderfolgenden Tagen im ELISA ermittelten Serum |gG-Werte wurden diese mit der folgenden
Formel multipliziert:

Mittelwert des positiven Kontrollserums beider Tage

Wert des pos. Kontrollserums am Tag des Testes

4.7.1.4. ELISA fur M-Protein-spezifisches |gG und IgA der Nasengangs-spilproben

Zur Bestimmung der S. equi M-Protein-spezifischen Immunglobuline in den Nasengangsspul proben wurden wells der
ELISA-Mikrotiterplatten mit 25 ng gereinigtem M-Protein in Beschichtungspuffer (s. 11.3.5.) beschichtet. Der anschlief3ende
Inkubationsschritt mit nachfolgender Blockierung freier Bindungsplétze erfolgte auf die gleiche Weise wie oben beschrieben. Die
nachfolgenden V erdiinnungsschritte wurden zur Beseitigung von Hintergrundreaktionen in Blockierungspuffer (s. 11.3.5.) durchgefiihrt.
Die Inkubationen erfolgten fir jeweils 1h bei 37° C in einer feuchten Kammer und jedem Inkubationsschritt folgte ein dreimaliges
Waschen der ELISA-Platten mit Waschpuffer (s. 11.3.5.). Nasengangssptil proben wurden in einer Verdiinnung von 1:10 in dreifacher
Ausfertigung aufgetragen (100 I/well). Auf jeder Platte wurde eine positive und eine negative Kontrollprobe und mindestens ein
Hintergrundwert (100 | Blockierungspuffer) einbezogen. Bei den Kontrollen handelte es sich um Mischungen von

Nasengangsspul proben mit hohem (Positivkontrolle) bzw. niedrigem (Negativkontrolle) M-Protein-spezifischen Immunglobulin-Gehalt.
Die Proben stammten von druserekonval eszenten Pferden (#309, #411, Prince) bzw. von Pferden ohne vorherigen Kontakt zu S. equi
(#14, #11). Die Detektion von in den Spul proben enthaltenem M-Protein-spezifischen 1gG erfolgte mittels 1:4000 verdinntem
HRP-Protein G (100 I/well). Die Detektion von gebundenem IgA erforderte einen zusétzlichen Inkubationsschritt mit 100 I/well eines
1:10 verdinnten Kulturiberstandes mit murinen, monoklonalen, gegen equines IgA gerichteten Antikdrpern (BV S-2, Bristol Vet. Schoal,
England). Dieser Inkubation folgte die Detektion mittels an Peroxidase gekoppeltem Ziege anti-Maus 1gG (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) in einer Verdiinnung von 1:1000 (100 I/well). Dieser Antikorper ist spezifisch gegen die schweren Ketten (-Ketten) murinen
1gGs gerichtet und erkennt daher ausschliefdlich Mausimmunglobuline der Klasse I1gG.

Die Enzym-Substrat-Reaktion und Messung der Platten im EL|SA-Plattenphotometer erfolgte auf oben beschriebene Weise, wobei die
negative Kontrollprobe als Nullwert herangezogen wurde und fir jede Nasengangsspul probe der Mittelwert der dreifachen Messungen
bestimmt wurde. Die Untersuchung der Spiilproben mittels ELISA erfolgte an einem Tag.

Einige Nasengangssptil proben wurden zusétzlich in einem ELISA flr S. zooepidemicus W60 M-Protein-spezifisches 1gG und IgA
untersucht. Dazu wurden die ELISA-Platten mit 0,05 g S. zooepidemicus W60 recomb. M-Protein (TIMONEY et a. 1995) beschichtet.
Weitere Schritte entsprachen der oben beschriebenen Methode fir S. equi M-Protein-spezifisches 1gG bzw. I1gA.
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4.7.1.5. Bestimmung der M-Protein-spezifischen | gA-Aktivitat der Nasengangs-spulproben

Zur Bestimmung der M-Protein-spezifischen IgA-Aktivitét in den Nasengangs-spiil proben wurde zundchst die Gesamtmenge an IgA in
der Probe ermittelt und nachfolgend der im ELISA ermittelte Extinktionswert (optische Dichte) derselben Prabe fur
M-Protein-spezifisches IgA in Relation zum aufgetragenen 1gA-Gesamtgehalt gesetzt. Die spezifische Aktivitét wurde in Anlehnung an
VIROLAINEN et a. (1995) in optische Dichte (O.D.)-Einheit pro mg Gesamt-1gA angegeben.

IgA-Konzentration der Nasengangsspll proben: Die Bestimmung der 1gA-Gesamtmenge in den Spulproben erfolgte mittels ELISA durch
Vergleich der Extinktion der Spllproben mit der Extinktion eines |gA-Standards bekannter Konzentration. Das als Standard verwendete
IgA wurde durch Ammoniumsulfatprézipitation und anschlie3ende Affinitdtschromatographie vom Serum eines Pferdes mit einem
IgA-produzierenden Myelom (Cornell University, College of Veterinary Medicine, Ithaca, NY) gewonnen. Die Bestimmung der
Konzentration des gereinigten IgAs erfolgte im BCA-Proteinassay (Pierce, s. 4.7.1.1.) anhand einer mit equinem IgG (Pierce) erzeugten
Standardkurve.

Auf jede ELISA-Platte wurden in jeweils 3 Vertiefungen 0,2 g, 0,1 g, 0,05 g, 0,025 g und 0,0125 g IgA in 100 | Beschichtungspuffer (s.
11.3.5.) gegeben und aus den jeweiligen Extinktionsmittelwerten eine IgA-Standardkurve erzeugt. Nasengangsspiil proben wurden in
dreifacher Ausfertigung in einer Verdiinnung von 1:1500 in Beschichtungspuffer aufgetragen. Nach einstiindiger Inkubation bei 37°Cin
einer feuchten Kammer erfolgte die Abséttigung freier Bindungsplétze mit Blockierungspuffer wie oben beschrieben (s. 4.7.1.3.). Die
weiteren I nkubationsschritte mit monoklonalem Maus anti-Pferde IgA und Ziege anti-Maus |gG sowie die anschlief3ende
Enzym-Substratreaktion und die Messung der Platten im Photometer entsprachen dem Vorgehen bei der Bestimmung des
M-Protein-spezifischen IgAs (s. 4.7.1.4.). Als Nullwert wurde fir jede Platte der Mittelwert aus 3 mit PBS beschichteten Vertiefungen
herangezogen. Die Bestimmung des |gA-Gehaltes der Nasengangsspll proben erfolgte anhand der gA-Standardkurve unter
anschlieffender Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor und Umrechnung von der konzentrierten Probe auf das Originalvolumen.

Nach Ermittlung der im ELISA fir M-Protein-spezifisches IgA aufgetragenen IgA-Gesamtmenge jeder Probe, wurde deren
Extinktionswert fir M-Protein-spezifisches IgA in Relation zum aufgetragenen Gesamt-IgA gesetzt.

4.7.1.6. Bestimmung der M-Protein-spezifischen | gG-Aktivitét der Nasengangs-spiilproben

Die M-Protein-spezifische 1gG-Aktivitét der Nasengangsspill proben wurde entsprechend der fir IgA beschriebenen Methode (s. 4.7.1.5.)
bestimmt. Dazu wurde zunéchst im ELISA die Gesamtmenge an 1gG ermittelt, indem Nasengangsspulproben in einer Verdiinnung von
1:500 in Beschichtungspuffer aufgetragen wurden. Als Standard wurde auf jeder ELISA-Platte gereinigtes equines 1gG (ImmunoPure®
Horse IgG Standard, Pierce, Rockford, IL) in Konzentrationen von 0,81, 0,41, 0,21, 0,11, 0,051 und 0,025 | pro well aufgetragen. Die
weiteren Inkubationsschritte mit Blockierungspuffer und Protein G, sowie die anschlief3ende Enzym-Substratreaktion und die Messung
der Platten im Photometer entsprachen dem Vorgehen bei der Bestimmung des M-Protein-spezifischen 1gGs (s. 4.7.1.4.) Nach
Bestimmung der 1gG-K onzentration der Spllproben anhand der 1gG-Standardkurve wurde der im ELISA fir M-Protein-spezifisches 1gG
ermittelte Extinktionswert jeder Probe durch die aufgetragene 1gG-Gesamtmenge dividiert und die spezifische Aktivitét in optische
Dichte (0.D.) pro mg Gesamt-1gG angegeben.

4.7.1.7. ELISA fur M-Protein-spezifisches IgM der Nasengangsspulproben

Einige Nasengangssptilproben wurden im ELISA auf S. equi M-Protein-spezifisches IgM untersucht. Dieser ELISA entsprach demin
4.7.1.4. beschriebenen ELISA fur IgA mit nachfolgendem modifizierten Detektionssystem. Die Detektion von gebundenem IgM erfolgte
mittels 1:500 verdinntem Kaninchen anti-Pferd IgM (Miles Laboratories Inc., nun Bayer Corp., Kankakee, IL ) gefolgt von an
Peroxidase gekoppeltem Ziege anti-Kaninchen 1gG (Zymed Laboratories, Inc., San Francisco, CA) in einer Verdiinnung von 1:1000.

4.7.2. Bakterizidie-Test

Serumproben wurden in Anlehnung an den von BOSCHWITZ und TIMONEY (1994) beschriebenen Bakterizidie-Test auf bakterizide
Antikorper untersucht. Dazu wurde eine 18h-Kultur von S. equi CF22 durch Verdiinnung (1:10°) in THB auf einen Bakteriengehalt von
etwa 4 x 103 KBE/ml eingestellt und jeweils 20 | (80 KBE) dieser Suspension mit 80 | einer Serumprobe in Eppendorf-Roéhrchen fiir 30
min bei 37° C inkubiert. Dabei erfolgte ein griindliches Mischen der Proben vor, nach 15 min und am Ende der Inkubation. Im Anschlul3
an diesen Opsonisierungsschritt wurden als Quelle fir Komplement und neutrophile Granulozyten in jedes Rohrchen 450 | frisches,
heparinisiertes (V acutainer, Becton Dickinson, Cockeysville, MD) Blut eines Pferdes (Chips) mit niedrigem S. equi

M -Protein-spezifischem Serum-Antikorpertiter gegeben. Als Kontrolle fir die Vermehrungsfahigkeit der Bakterien wurde eine
Serumprobe mit 450 | Plasma anstelle von Vaollblut versehen. In beide der an 2 aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrten Versuche
wurde zusétzlich ein positives K ontrollserum eines von der Druse genesenen Pferdes (Snowflake) mit hohem bakteriziden
Antikorpergehalt und ein negatives Kontrollserum eines Pferdes (#1) vor Erstkontakt zu S. equi und mit niedrigem
M-Protein-spezifischem Antikorpertiter einbezogen. Die Anzahl der KBE zur Zeit tg wurde fiir 3 Proben bestimmt, die fir 3 Stunden auf

file:/lIG|/Sassadat/Diss/nesch/nesch.html (23 von 76) [30.05.2000 16:57:17]



Inhaltsverzeichnis

Eis aufbewahrt wurden, wahrend die Ubrigen Proben firr 3h bei 37° C unter Rotation inkubiert wurden. Anschlief3end wurden von jeder
Probe 3 Blutagarplatten gegossen, indem jeweils 150 | der Probe mit 15 ml schmel zfl issigem (45° C), 5% heparinisiertes Blut
enthaltendem Casel npepton-Sojamehl pepton-Agar (Tryptic Soy Agar, Difco Laboratories, Detroit, M1; s. 11.2.) gemischt wurden. Nach
Inkubation der Blutagarplatten fir 24h bei 37° C wurde der Mittelwert der KBE fur die dreifach angefertigten Platten bestimmt. Der
Bakterizidie-Test wurde an zwel aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt und der jeweilige KBE-Mittelwert des negativen
Kontrollserums am Testtag als maximale Vermehrungsféhigkeit der Bakterien definiert. Anschlief3end wurde unter Anwendung der
folgenden Formel der Prozentsatz der Vermehrungsfahigkeit der Bakterien in den einzelnen Seren kalkuliert:

Mittelwert der KBE der Serumprobe x 100

Mittelwert der KBE des neg. Kontrollserums

Einige Seren wurden zusétzlich mit einer Suspension von S. zooepidemicus 631 wiederholt adsorbiert und unter Vergleich der
adsorbierten mit der nicht adsorbierten Serumprobe in einer Verdinnung von 1:4 in THB einem erneuten Bakterizidie-Test unterzogen.
Zusétzlich wurden diese Seren in einer Verdiinnung von 1:60 in THB getestet. Fir die Adsorption wurden 60 | Serum mit 60 | einer
hitzeinaktivierten Suspension von S. zooepidemicus 631 (siehe 4.1.7.1.2.) gemischt und unter wiederholtem grtindlichen Mischen fur 30
min bei 37° C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation pelletiert und 100 | des Uberstandes mit 1001 S.
zooepidemicus-Suspension erneut fir 30 min bei 37° C unter wiederholtem Mischen adsorbiert.

4.7.3. Opsonisierungs-Test

Um festzustellen, ob es sich bei der im Bakterizidie-Test ermittelten bakteriziden Wirkung von Seren um eine gesteigerte Phagozytose
von S. equi durch neutrophile Granulozyten in der Anwesenheit opsonisierender Serumantikorper handelt, wurden Serumproben im
Opsonisierungs-Test (TIMONEY et a. 1995) auf ihre opsonisierende Wirkung untersucht. Die Separation neutrophiler Granulozyten aus
frischem, heparinisierten Pferdeblut (#517) erfolgte mittels diskontinuierlichem Percoll-Gradienten (PY COCK et a. 1987). Dazu wurde
ein Plastik-Zentrifugenréhrchen mit 2,5 ml 57%-igem Percoll (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) in Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS, Sigma) beschickt und anschlief3end, unter Verwendung einer 3ml-Spritze und Kantile, mit 2,5 ml 75%-igem Percoll in HBSS
vom Grunde des Rohrchens aus unterschichtet. Nach vorsichtiger Uberschichtung des Percoll-Gradienten mit 7 ml heparinisiertem Blut
erfolgte eine Zentrifugation fur 15 min bei 350xg und Raumtemperatur und ohne Abbremsung nach abgeschlossener Zentrifugation.
Durch diese Dichtegradienten-Zentrifugation siedelten sich die neutrophilen Granulozyten zwischen den beiden Percoll-Schichten an und
konnten nach vorsichtiger Entfernung des Uberlagerten Plasmas, der Lymphozytenschicht und des 57%-igen Percolls abpipettiert werden.
Anschlief3end wurden die Granulozyten mit 10 ml RPMI-1640-Medium (Gibco Laboratories, Grand Island, NY') gewaschen, durch
Zentrifugation fr 7 min bei 350xg pelletiert, in 6 ml RPMI suspendiert und ihre Konzentration in einer Zellzahlkammer ermittelt.
Jeweils 80 | (ca. 2-3 x 105 Zellen) dieser Suspension wurden in Vertiefungen einer Zellkulturplatte (24 Well Cell Culture Cluster, Costar,
Cambridge, MA) auf dort befindliche sterile Deckglaschen ( 12 mm, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) gegeben und fir 2h bei 37° C und
unter 5% CO,-Spannung inkubiert. Zur Entfernung nicht anheftender neutrophiler Granulozyten wurden die Plattenvertiefungen im

AnschluR an die Inkubation mit jeweils 1 ml PBS gewaschen. Eine Mischung bestehend aus 5 | (1-2 x 106 KBE) einer 18h-Kultur von S.
equi CF22in THB, 450 | RPMI, 10 | Meerschweinchenserum (Komplementquelle) und 25 | der Serumprobe wurde fir 30 min bei 37°C
unter Rotation inkubiert und nachfolgend auf die Deckgléschen in den Vertiefungen der Platte pipettiert, welche daraufhin fir 1h bei 37°
C und 5% CO, inkubiert wurde. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Deckgléaschen fur 10 min in 10%-igem Formalin
fixiert, mit Aqua dest. gewaschen, mit Giemsaldsung fur 10 min geférbt und anschlief3end im Mikroskop bei 100-facher Vergrofierung
(Olimmersion) betrachtet. Serumproben wurden dreifach angesetzt, jeweils 300 Zellen eines Deckgléschens untersucht und der
durchschnittliche Prozentsatz an neutrophilen Granulozyten mit phagozytierten Streptococcen ermittelt. Ein negatives Kontrollserum
eines Pferdes (#8) ohne Kontakt zu S. equi und mit niedrigem M-Protein-spezifischem Antikorpertiter, sowie ein positives Kontrollserum
eines druserekonval eszenten Pferdes (Snowflake) mit entsprechend hohem Antikorpertiter wurde in den Test einbezogen.

4.7.4. Statistische Berechnungen

Fur epizootiologische und klinische Daten wurde der Median und das arithmetische Mittel errechnet, fiir immunologische Daten
zusétzlich die Standardabweichung und der Standardfehler des Mittelwertes.

Um festzustellen, ob bei den 13in der 11. Woche mit S. equi inokulierten Pferden ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
immunol ogischen Daten zu Beginn des Hauptversuches und zum Zeitpunkt der experimentellen Inokulation bestand, wurden weitere
stati stische Tests durchgefiihrt. Dazu wurden die Daten zunéchst mit dem Statistical Analysis Systems (SAS)-Computerprogramm auf
Normalverteilung (SAS INSTITUTE INC. 1990a) geprift. Normal verteilte Daten wurden anschlief3end im einseitigen t-Test fir
Paardifferenzen (SASINSTITUTE INC. 1990b) getestet. Nicht normalverteilte Differenzen wurden im Vorzeichen-Rang-Test von
Wilcoxon (SNEDECOR und COCHRAN 1989) einer Signifikanzprifung unterzogen. Bei den statistischen Prifungen wurde mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% (Signifikanzniveau =0,05) gearbeitet.

5. Ergebnisse
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5.1. Vorversuch

Die an 12 Tieren durchgefihrte intranasale Impfung mit S. equi "Cornell 709-27" (siehe 4.2.) fuhrte bel einem der Tiere (#3) zu Fieber
am 2. und 3. Tag nach der Zweitimpfung. Ein anderes Pferd (Sandy) entwickelte einen Tag vor der Zweitimpfung einen Abszess des
linken Mandibularlymphknotens, der sich 6 Tage spéter nach auf3en entleerte. Mittels Abszeldtupferprobe gelang der kulturelle Nachweis
des Impfstammesim Abszef3eiter.

S. equi M-Protein-spezifische |okale und systemische Antikorpertiter sind der Tabelle A3 im Anhang zu entnehmen. Die Titer-Mediane
und -Mittelwerte der Impfgruppe wéhrend des Impfversuches liegen deutlich unter dem Mittelwert der entsprechenden Positivkontrolle.
Eine lokale Immunantwort konnte bel #411 in Form eines geringgradigen IgA- und bei #10 in Form eines geringgradigen 1gG-Anstiegs
nachgewiesen werden. Im ELISA fir S. equi M-Protein-spezifisches Serum 1gG traten Hintergrundreaktionen auf, die sich in erhhten
Titern zu Versuchsbeginn aul3erten. Lediglich #3 zeigte einen deutlichen Serumtiteranstieg, der auch nach Serumadsorption mit S.
zooepidemicus 631 bestehen blieb. Der erhéhte 1gG-Titer von Pinto in der 6. Woche konnte durch Serumadsorption deutlich verringert
werden.

5.2. Hauptversuch
5.2.1. Epizootiologische Daten
5.2.1.1. Inkubationszeit

Die als Infektionsquelle fur den Hauptversuch dienenden experimentell infizierten (s. 4.3.) Pferde (#309 und #529) zeigten Fieber und
Depression nach einer Inkubationszeit von 5 Tagen und wurden dann in die Versuchsgruppe von 20 Tieren verbracht. Sémtliche Tiere
der Versuchsgruppe erkrankten daraufhin an Druse, wobei der erste Fall 10 und der letzte Fall 19 Tage nach Einbringen der
experimentell infizierten Tiere (#309 und #529) auftrat. Dabei erkrankten Tiere mit anschlief3end mildem Krankheitsverlauf spéter als
Tiere mit schwerem Krankheitsverlauf. Der Median der Inkubationszeit betrug 11 Tage, der Mittelwert 12 Tage. Siehe hierzu Tabelle 1
und Abbildung 2.

Tab. 1: Inkubationszeit

Inkubationszeit Zahl der Pferde
(in Tagen) (Gesamt 20)
10
11
12
13
14
| 15 |
| 19 |

[CYIRTSY IS (PN I N O '

Abb. 2: Auftreten und Abklingen der Drusefélle
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5.2.1.2. Morbiditat, Krankheitsverlauf und -dauer

Die Morbiditét des beobachteten Druseausbruches betrug 100%, wobei 20% der Tiere (#3, #7, #411, Sandy) einen milden, 55% einen
gemafdigten bis schweren Krankheitsverlauf und 25% (#4, #6, #43, #528, #532) Komplikationen zeigten. Tiere mit kompliziertem
Krankheitsverlauf wurden euthanasiert.

Ein jedes Pferd galt als von der Druse genesen beim Verschwinden jeglicher Krankheitszeichen, einschliefdlich der Erregerausscheidung.
Die Krankheitsdauer betrug bei den einzelnen Tieren zwischen 12 und 106 Tagen, wobei Tiere mit milder Druse schneller genasen als
Tiere mit schwerer Druse. Der Median der Krankheitsdauer betrug 28 Tage, der Mittelwert 40 Tage.

Bei 4 Pferden (20%) wurde ein ausgedehnter Verlauf mit einer Dauer von 61 (#2), 67 (Snowflake), 84 (Lucky) bzw. 106 Tagen (#59)
beobachtet (s. Abb. 2). Zwei dieser Pferde (Snowflake, Lucky) entwickelten Fisteln im Anschluf3 an die Abszedierung eines
Mandibularlymphknotens und zwel (#2, #59) schieden den Erreger im Anschluf? an die akute Erkrankung Uber einen léngeren Zeitraum
aus.

Im Anschlul® an die in der 11. Woche durchgefiihrte experimentelle Inokulation mit S. equi zeigte keines der Pferde Krankheitszeichen.

5.2.1.3. Ausscheidung des Erregers

Waéhrend des Hauptversuches gelang bei jedem Pferd der Nachweis von S. equi mittels Nasengangssplil-, Nasentupfer- oder
Abszeftupferprobe.

In der Gruppe von 9 intensiv auf Erregerausscheldung untersuchten Pferden konnte S. equi zwischen dem 7. und 43. Tag des
Hauptversuches aus Nasengangs-spul proben bzw. Nasentupferproben isoliert werden. Am 7. und 43. Tag konnte der Erreger jeweils nur
bei einem Pferd nachgewiesen werden. Ein Maximum wurde am 24. und 28. Tag erreicht, an dem jeweils 6 (67%) der Tiere den Erreger
ausschieden, 2 davon in grof3eren Mengen (siehe Tab. 2). Der maximale Zeitraum zwischen 2 positiven Tupferproben betrug 11 Tage
(#3, Pinto).

Tab. 2: S. equi-Ausscheidung

Pferd | Tage des Hauptversuches

[3] 7 [0 [ [ 17 [ 22 [ 24 [ 28 3 | 3 [3 [4 [4 [49 [52 [5 [6 [ 71 [ 73
I W A 0 W 0 A I I I I I I
A | I I I | |
#1 - - -I | ++ ++ ++ 4+ ++| - - I -I
N N .. N W G N |
[ #10 ,f++ B [+ [+ ¥ - + | - = | R
#411 - - - - - - - ++ +++ _|
Prince - - - |- + + - - - - - - - - - - - -
[P [~ [ - [ - [ [+ [ = [ = [+ [ v [ [ [ [~
[ [ - - [~ - [ =+ - [+ [+ 1+ -1 -T[-T[-T1-T-T1"]1

+ geringgradige Erregerausscheidung
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++ mittelgradige Erregerausscheidung

+++ hochgradige Erregerausscheidung

Bei 8 der 9 beobachteten Pferde gelang der erste Nachweis von S. equi aus Nasengangsspiil proben bzw. Nasentupferproben zwischen 2
und 9 Tagen nach dem Auftreten von Fieber, mit einem Median von 7 und einem Mittelwert von 6 Tagen. Bei einem Tier (#10) konnte
der Erreger bereits 5 Tage vor dem Auftreten von Fieber nachgewiesen werden. Die Dauer der Erregerausscheidung betrug bei den
einzelnen Tieren dieser Gruppe zwischen 3 und 28 Tagen mit einem Median und Mittelwert von 14 Tagen. Bei einem dieser Tiere
(Sandy) wurde der Erreger im Anschluf an einen milden Krankheitsverlauf noch 6 Tage lang symptomlos ausgeschieden.

In der gesamten Versuchsgruppe konnte S. equi bei zwel Pferden noch am 71. (#2) und 116. (#59) Tag des Hauptversuches bzw. 61 und
106 Tage nach dem Auftreten von Fieber nachgewiesen werden, wobei bei Pferd #2 der erste Erregernachweis aus Nasentupferproben
erst 39 Tage nach dem Auftreten von Fieber gelang. Pferd #2 schied den Erreger bis 22 Tage, Pferd #59 bis 24 Tage nach dem
Verschwinden klinischer Symptome aus. Bei Pferd #2 wurden dabei vor dem letzten Erregernachweis 4 negative Nasentupferproben in
einem Zeitraum von 23 Tagen erhalten. Beide Pferde wurden aufgrund der anhaltenden Erregerausscheidung in der 11. Woche von den
Ubrigen Tieren der Versuchsgruppe getrennt und keiner experimentellen Inokulation unterzogen.

Im Anschlul® an die experimentelle S. equi-Inokulation von 13 Pferden in der 11. Woche des Hauptversuches konnte der Erreger bei
keinem dieser Tiere nachgewiesen werden.

5.2.1.4. Tenazitat desErregers

Eine 8 Monate nach dem Druseausbruch stattfindende Wiederbel egung des Stalles mit einer Herde empfanglicher Jahrlinge, hatte trotz
ausgebliebener seuchenhygienischer Mal3nahmen wie z.B. Stalldesinfektion, keinen Druseausbruch zur Folge.

5.2.2. Klinische Daten
5.2.2.1. Inzidenz der ver schiedenen Symptome der Druse

Diefolgende Tabelle zeigt die Inzidenz der beobachteten und nachfolgend néher beschriebenen Symptome des aufgetretenen
Druseausbruches.

Tab. 3: Inzidenz der verschiedenen Drusesymptome

Absolute Haufigkeit

Symptom Prozentuale
P (Gesamt: 20) Haufigkeit

|Depression 16 80
Fieber (>38,6° C) 20 100
Seromukéser Nasenausfluid 20 100
Eitriger Nasenausflui3 19 95
Geringgradige

Lymphknotenschwellung*: ** 2 10
Lymphknotenabszef3* 16 80
Komplikationen 5 25

* Bestimmt durch Adspektion von auf3en; medial e Retropharyngeallymphknoten nicht

einbezogen.

** Ohne anschliefRende Abszedierung.

Inappetenz wurde bei keinem der 20 Tiere beobachtet.

5.2.2.2. Auftreten und Dauer der Symptome

Diefolgende Tabelle zeigt den Gruppenmedian und -mittelwert der Dauer der beobachteten Symptome der Druse-Epizootie.

Tab. 4: Auftreten und Dauer der verschiedenen Drusesymptome

Symptom Median in Tagen Mittelwert in
P (Umfang) Tagen

Depression 3 ] (1-14) ]5

Fieber 16 ](10—19) ‘15
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[Eitriger NasenausfluR 21 2-76) [21
Ggr. Lymphknotenschwellung* 8 ](4— 16) ]8
Lymphknotenabszedierung* 7 (2-13) ]7
AbszeRentleerung* ** 13 (5-76) ’l8

* Bestimmt durch Adspektion von auf3en; medial e Retropharyngeallymphknoten
nicht einbezogen.

** Durch die Haut nach auf3en.

Nachfolgende Abbildung zeigt den Gruppenmedian des Auftretens und Andauerns der verschiedenen Drusesymptome.

Abb. 3: Auftreten und Dauer verschiedener Drusesymptome

0481216202428323640

Tage des Hauptversuches
* Abszesse der medialen Retropharyngeallymphknoten nicht einbezogen
5.2.2.3. Depression

Depression wurde bei 16 Tieren beobachtet und dauerte bei den einzelnen Tieren zwischen 1-14 Tagen mit einem Median von 3 und
einem Mittelwert von 5 Tagen (s. Tab. 3 und Tab. 4). Vier Pferde mit mildem Krankheitsverlauf (#3, #7, #411, Sandy) zeigten keine
Depression.

5.2.2.4. Fieber

Samtliche Tiere entwickelten Fieber wahrend des Druseausbruches, beginnend zwischen dem 10. und 19. Versuchstag (Median: 11. Tag)
und mit Maximaltemperaturen zwischen 39,4° C (Sandy) und 41,4° C (#8). Der Gruppenmittelwert der Maximaltemperatur betrug 40,6°
C, der Median 40,7° C. Die Maximaltemperatur wurde von den einzelnen Tieren zwischen dem 2. und 10. Fiebertag erreicht, mit einem
Mittelwert von 5 und einem Median von 4 Tagen.

Zwel Pferde mit mildem Krankheitsverlauf zeigten Uber einen Zeitraum von 6 Wochen (#3) bzw. 9 Tagen (#411) intermittierendes
Fieber mit einer Maximaltemperatur von 39,6° C. Den 1-3 Tage anhaltenden Fieberphasen folgten dabel 1-2 (#411) bzw. 2-5 (#3) Tage
andauernde fieberfreie Phasen (s. 11.1. Tab. A4). Bei den Ubrigen Tieren dauerte das Fieber flr 10-19 Tage an, mit eéinem Mittelwert von
15 und einem Median von 16 Tagen (s. Tab. 4), wobel bei 4 Tieren (Pinto, Sandy, Snowflake, Lucky) ein fieberfreier Tag 1-3 Tage vor
endgultiger Einstellung des Fiebers beobachtet wurde (s. 11.1. Tab. A4). Im Anschluf? an die erste Fieberphase entwickelten drei Tiere
mit komplizierter Druse (#6, #43, #528) erneut Fieber und wurden daraufhin euthanasiert.

Die folgende Abbildung (Abb.4) zeigt den Verlauf der Fieberkurve unter Verwendung des Gruppenmittelwertes der rektalen

K érpertemperatur. Dazu wurden die Temperaturdaten koordiniert, indem der Gruppenmittelwert einen Tag vor dem Auftreten von Fieber
(Tag 0) und nachfolgend -mit dem ersten Fiebertag (Tag 1) eines jeden Tieres beginnend- lber einen Zeitraum von 19 Tagen ermittelt
wurde (s. 11.1. Tab. A4). Die Daten der zwei Pferde mit intermittierendem Fieber (3#, #411) wurden dabei nicht einbezogen.

Abb. 4: Fieberkurve
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Die Fieberkurve erreicht mit einem Temperaturmittelwert von 40,4° C am 4. Fieber-tag ein Maximum und féllt danach Uber 12 Tage
allmahlich ab. Am 17. Tag ist die Durchschnittstemperatur auf den Ausgangswert zurtickgekehrt.

5.2.2.5. Nasenausflufd

Serdser und seromukéser Nasenausfluf? wurde bei allen Tieren beobachtet und war von eitrigem Nasenausflul? gefolgt. Lediglich ein
Pferd (#3) mit milder Druse zeigte keinen eitrigen Nasenausfluf3. Bei den tibrigen Tieren begann der eitrige Nasenausflufd zwischen 4 und
12 Tagen (Mittelwert: 6, Median: 5 Tage) nach dem Auftreten von Fieber und hielt fir 2 (Sandy) bis 76 (#59) Tage an, mit einem
Mittelwert und Median von 21 Tagen (s. Tab. 4).

5.2.2.6. Befunde der Kopflymphknoten

Bei 2 Tieren (#3, Sandy) konnten auRRerlich keinerlei Verdnderungen an den Lymphknoten festgestellt werden. Zwei weitere Tiere (#7,
#411) zeigten lediglich eine geringgradige Schwellung der Mandibularlymphknoten tiber einen Zeitraum von 5 Tagen. Die verbleibenden
16 Tiere entwickelten durch Adspektion von aufen erkennbare Abszesse der Kopflymphknoten, deren Anbildung zwischen 0 und 4
Tagen (Mittelwert und Median: 2 Tage) nach dem Auftreten von Fieber begann. Bei 14 Tieren (70%) abszedierten die
Mandibularlymphknoten (s.Tab.5), wobei bei zehn Tieren ein Abszel3 und bel 4 Tieren (#43, #532, Snowflake, Lucky) zwel Abszesse der
Mandibularlymphknoten beobachtet wurden. Vier Tiere (20%) zeigten durch Adspektion von auf3en erkennbare Abszesse der lateralen
Retropharyngeal-lymphknoten, 3 davon (#4, #9, Pinto) beidseitig, eines einseitig (#528). Zwei dieser Tiere (#9, #528) hatten zusétzlich
Abszesse der Mandibularlymphknoten.

Einseitige Abszesse der Parotideallypmhknoten wurden bei 2 Pferden (#528, Snowflake) beobachtet.

Samtliche Abszesse der Mandibular- und Parotideallymphknoten und ein Abszel? der lateralen Retropharyngeallymphknoten (#9)
entleerten sich durch die Haut nach auf3en. Die Anbildung dieser Abszesse bis zu ihrem Durchbruch nach aul3en dauerte zwischen 2 und
13 Tagen mit einem Mittelwert und Median von 7 Tagen (s. Tab. 4). Vom Durchbruch bis zur vollsténdigen Abheilung vergingenim
Mittel 18 Tage (Median: 13 Tage). Bei 2 Tieren kam esim Anschlul? an die Abszedierung der Mandibularlymphknoten zur Fistelbildung
und verzégerten Heilung Uber 59 (Snowflake) bzw. 76 (Lucky) Tage.

Abszesse der medialen Retropharyngeallymphknoten blieben unberticksichtigt, da eine zur eindeutigen Diagnose erforderliche
Endoskopie der Luftsécke nicht durchgefihrt wurde.

5.2.2.7. Lokalisation und Haufigkeit von Abszessen

Die nachfolgende Tabelle zeigt die prozentuale Haufigkeit des Auftretens S. equi verursachter Abszesse in verschiedenen Lokalisationen
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bezogen auf die gesamte Versuchsgruppe (20 Tiere).

Tab. 5: Lokalisation und Haufigkeit von Abszessen

L okalisation Haufigkeit (%)
Mandibularlymphknoten 70
Retropharyngeallymphknoten* 20
Parotideal lymphknoten 10
Oberlippe 10
Backe 10
Mesenterium 10
Periproktallymphknoten | 5

* Laterale Retropharyngeallymphknoten.

Pferd #3 entwickelte am 32. Tag des Hauptversuches einen wal nuf3grofien Backenabszel3, der sich 4 Tage spéter in die Maulhdhle
entleerte und nach weiteren 10 Tagen ausgeheilt war. Dieser Abszef3 blieb in Tabelle 5 unberiicksichtigt, da S. equi weder durch
Punktion des Abszesses, noch durch Abszef3tupferprobe nach Durchbruch des Abszesses nachgewiesen werden konnte. Weiterhin
unberticksichtigt blieben etwaige Erkrankungen der medialen Retropharyngeal -lymphknoten, da kein Laryngoskop zur Spiegelung der
L uftsécke zur Verfligung stand.

5.2.2.8. Komplikationen

S. equi assoziierte Komplikationen wurden bei 5 Tieren (25%) beobachtet, die daraufhin eingeschl&fert werden muf3ten. Ein Pferd (#4)
zeigte mittel- bis hochgradige Atemnot und starke Salivation am 26. Versuchstag. Zwei Pferde (#528, #532) entwickelten in der akuten
Krankheitsphase eine Phlegmone im Kopfbereich mit Odembildung. Bei einem dieser Pferde (#528) und einem weiteren Tier (#6) mit
zunehmendem Gewichtsverlust und erneutem Fieber vom 44. Versuchstag an, wurde bei der Obduktion ein M esenterial abszefd
festgestellt. Aus den Abszessen konnte S. equi in Reinkultur isoliert werden. Bel Pferd #43 erfolgte die Streuung des Erregersin die
Periproktallymphknoten mit nach auf3en durchbrechendem Abszel3 am 44. Versuchstag. Insgesamt zeigten somit 3 Tiere (15%) der
Versuchsgruppe das Bild von Drusemetastasen.

5.2.3. Immunologische Daten
5.2.3.1. Reinheit des S.equi M -Proteins

Die Abbildung 5 zeigt das Ergebnis der Western-Blot-Analyse (s. 4.7.1.2.) des durch heil3e Saureextraktion und elektrophoretische
Reinigung (s. 4.7.1.1.) gewonnenen S. equi M-Proteins.

Abb. 5: Western-Blot

kD
BE —

AF w—
41— .

2 ———  —

1=S. equi M-Protein inkubiert mit Antiserum gegen S. zooepidemicus recomb.

M-Protein (55 kD)
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2 =S. equi M-Protein inkubiert mit Antiserum gegen S. equi M-Protein (41 kD)
S = Standard (HMW-Marker)

In Spur 2 ist aulZer einer deutlichen Anfarbung des S. equi-spezifischen 41 kD-Fragmentes eine weitere deutliche Bande mit einem
Molekulargewicht von 29 kD zu sehen. Es handelt sich dabei um ein Bruchstiick des 41 kD-Fragmentes (GALAN und TIMONEY 1987).
Zudem zeigt die Probe einen geringen Anteil des S. equi-spezifischen 46 kD-Fragmentes.

Aus Spur 1 kann man ersehen, dal3 das mit S. zooepidemicus kreuzreagierende 55 kD-Fragment erfolgreich eliminiert wurde. Weiterhin
ist eine geringe Reaktion der gegen S. zooepidemicus M-Protein gerichteten Antikdrper mit den in der Proteinprobe vorliegenden S.
equi-spezifischen M-Protein-Fragmenten zu erkennen. Bei Inkubation mit Antiserum gegen S. zooepidemicus 631 (nicht abgebildet)
zeigte sich das gleiche Bild wiein Spur 1.

5.2.3.2. M-Protein-spezifisches Serum 1gG

ELISA-Werte fur M-Protein-spezifisches Serum 1gG wurden zu Versuchsbeginn (Tag 0) und fur die 4., 6., 8., 12. und 28. Woche des
Hauptversuches ermittelt.

Die Immunreaktion individueller Tiere erwies sich als auferst heterogen, sowohl in qualitativer als auch quantitativer Hinsicht (s. 11.1.
Tab. A5 und Abb. A1-A16 ). Maximale Serum IgG-Titer wurden von den einzelnen Pferden zwischen der 4. und 8. Woche erreicht. Da
die Tiere nicht synchron reagierten, wurde der Median der Gruppe zur Interpretation herangezogen (s. Abb. 6).

S. equi M-Protein-spezifisches Serum 1gG stieg nach Beginn des Hauptversuches deutlich an und erreichte ein Maximum in der 4.
Woche. Danach sank der Titer allméahlich ab und erreichte ein Plateau in der 12. Woche. Der Median in der 28. Woche lag noch deutlich
Uber dem Ausgangswert (Tag 0). Bei den in der 11. Woche experimentell inokulierten Pferden bestand zwischen dem mittleren Serum
1gG-Gehalt zu Versuchsbeginn und in der 8. Woche sowohl fir adsorbierte, als auch fir nicht adsorbierte Serumproben ein statistisch
signifikanter Unterschied (p < 0,01).

Durch Serumadsorption mit S. zooepidemicus 631 wurde ein betréchtlicher Anteil der Serumantikorper eliminiert. Der Gruppenmedian
nach Adsorption verlief dabei anndhernd parallel zum Median vor Adsorption (s. Abb. 6). Das Ausmal? der Titerreduktion durch
Adsorption variierte jedoch zwischen verschiedenen Pferden und zwischen verschiedenen Serumproben ein- und desselben Tieres (s.
Abb. A1-A16). Das positive Kontrollserum wurde durch Adsorption von einem mittleren ELISA-Wert von 1,39 auf 0,71 reduziert.

Abb. 6: Median der ELISA-Werte fir Serum 1gG

—a— Median

— —a — Median ads.

ELISAWert

0.2 4 Exp. Inokulation

oL '

o 4 5 12 18 20 24 28

Wochen des Hauptversuches

Median ads. = Median des Serum 1gG nach Adsorption mit S. zooepidemicus 631

Zwei Pferde (#9, #528) zeigten extrem hohe ELISA-Werte mit nur geringer Reduktion durch Serumadsorption und Serumverdiinnung
auf 1:100. Der relativ hohe IgG-Gehalt von Prince zu Versuchsbeginn wurde durch Serumadsorption deutlich verringert. Bel einem Pferd
(#3), dasim Anschluf? an die Impfung einen erhthten 1gG-Titer zeigte, konnte wahrend des Hauptversuches keine Serumreaktion
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festgestellt werden (s. 11.1. Abb. A3).
Diein der 11. Woche durchgefiihrte experimentelle Inokulation 13 genesener Pferde hatte keinen erkennbaren Titeranstieg zur Folge.
5.2.3.3. M-Protein-spezifisches 1gG und IgA der Nasengangsspiilproben

ELISA-Werte fir M-Protein-spezifisches IgG und IgA der Nasengangsspllproben wurden zu Versuchsbeginn (Tag 0) und fur die 4., 6.,
8., 10., 12. und 28. Woche des Hauptversuches ermittelt. Auch die lokale Immunreaktion erwies sich a's qualitativ und quantitativ sehr

heterogen mit maximalen ELISA-Werten fir 1gG zwischen der 4. und 8., flr IgA zwischen der 6. und 10. Woche (s. 11.1. Tab. A5 und

Abb. A19-A33). Die Abbildung 7 zeigt den Gruppenmedian der ELISA-Werte, wobei der Mittelwert der Positivkontrolle fur 1gG=2,09
und fur IgA=1,57 betrug.

Abb. 7: Median der ELISA-Werte fir IgG und IgA der Nasengangssplil proben

—— A
— - g

ELISAWert

Wochen des Hauptversuches

= Experimentelle intranasale S. equi-Inokulation

Der 1gG-Gehalt der Nasengangsspul proben stieg nach Versuchsbeginn deutlich an und erreichte ein Maximum in der 6. Woche. Von der
8. zur 10. Wocheist ein steiler Abfall zu vermerken mit nachfolgender Annéherung an den Ausgangswert in der 12. Woche. In der 28.
Woche lag der Wert unter dem Ausgangswert.

Der IgA-Gehalt zeigte im Median einen geringgradigen Anstieg in den ersten 4 Waochen mit nachfolgendem steilen Anstieg zwischen der
4. und 6. Woche. Dem Maximum in der 6. Woche folgte ein Absinken des |gA-Gehaltes bis zur 12. Woche, wobei der Wert in der 12.
und 28. Woche noch deutlich Gber dem Ausgangswert lag. Zwischen dem Median des Immunglobulingehaltes zu V ersuchsbeginn und in
der 10. Woche (Y2 Waoche vor der experimentellen Inokulation) bestand bei den 13 experimentell inokulierten Pferden sowohl fiir IgA
(p<0,01) asauch fur 1gG (p<0,05) ein statistisch signifikanter Unterschied in Form einer Erhéhung.

Drei Pferde (#1, #3, Pinto) zeigten keinen deutlich erkennbaren [okalen Titeranstieg wahrend des Hauptversuches (s. Abb. A19, A21, und
A30) und ein Pferd (#9) zeigte lediglich eine deutliche 1gG-Reaktion (s. Abb. A25). Bei Pferd #5 und Sandy wurde nur ein
geringgradiger lokaler Titeranstieg beobachtet (s. Abb. A22 und A31). Die Nasengangsspill proben der 4 Pferde (#1, #3, #9, Pinto) ohne
deutlichelokale S. equi M-Protein-spezifische IgA-Reaktion wurden im ELISA fir S. zooepidemicus W60 M -Protein-spezifisches IgA
untersucht. Alle 4 Pferde zeigten eine geringe bis mittelgradige (EL1SA-Werte bis 0,57) S. zooepi demicus M-Praotein-spezifische
IgA-Reaktion.

Erhohte |okale Antikorpertiter zu Versuchsbeginn wurden bei Pferd #59 fir 1gG, #4121 fur 1gA und Prince fir 1gG und IgA gemessen (s.
Tab. A5). Diese Nasengangsspul proben wurden daraufhin im ELISA fir S. zooepidemicus W60 M -Protein-spezifisches 1gG bzw. IgA
untersucht. Pferd #59 zeigte einen hohen (EL1SA-Wert 2,09), Prince einen mittleren (ELISA-Wert 0,54) S. zooepidemicus
M-Protein-spezifischen 1gG-Gehalt. Im ELISA fir S. zooepidemicus M-Protein-spezifisches IgA wurde bei Prince ein hoher (1,32) und
bei #411 ein mittlerer (0,51) ELISA-Wert festgestellt.

Die experimentelle intranasal e Inokulation in der 11. Woche schien keinen Einfluld auf den lokalen IgG- und IgA-Gehalt zu nehmen.
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5.2.3.4. Konzentration und M-Protein-spezifische Aktivitéat des1gG und I gA der Nasengangssptilproben

Der Gesamtgehalt an IgG und IgA in den Nasengangsspll proben zeigte eine grofie Schwankungsbreite zwischen verschiedenen Tieren
und zwischen verschiedenenen Proben ein- und desselben Tieres (s. 11.1. Tab. A6 und A7). Der Median der IgA-Konzentration betrug zu
unterschiedlichen Zeiten des Hauptversuches zwischen 38 und 143 g/ml, der Median der |gG-Konzentration zwischen 4 und 14 g/ml
Nasengangsspul probe. Hochstkonzentrationen wurden jeweils in der 6. und 8. Woche erreicht.

Der Median der S. equi M-Protein-spezifischen 1gG-Aktivitét lag mit Werten bis zu 267 ELISA O.D.-Einheiten/mg Gesamt-1gG deutlich
Uber der IgA-Aktivitét mit Werten bis zu 29 ELISA O.D.-Einheiten/mg Gesamt-1gA (s. Abb. 8 und Tab. A8 und A9).

Abb.8: Median der M-Protein-spezifischen IgG- und IgA-Aktivitét der
Nasengangsspul proben
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Eine hohe S. equi M-Protein-spezifische lokale |gG-Aktivitét wurde von der 4. bis zur 12. Woche beobachtet mit einem Maximum in der
6.-8. Waoche. Gruppenmedian und -mittelwert verliefen dabei annéhernd paralel (s. Abb. A36). Die héchste M-Protein-spezifische
IgA-Aktivitét lag zwischen der 6. und 12. Woche vor, wobei sich Median und Mittelwert in der 10. Woche deutlich unterschieden (s.
Abb. A37). Inder 28. Woche lag die IgA-Aktivitét noch deutlich Uber dem Ausgangswert. Pinto und #9 zeigten nur eine geringe, #1, #3
und Snowflake eine mittlere IgA-Aktivitét. Bei einigen Tieren mit an Null grenzendem Gesamt-1gA-Gehalt fiihrte die Errechnung der
spezifischen Aktivitét zu kiinstlichen Extremwerten, die unberticksichtigt blieben.

In der 10. Woche waren die mittlere spezifische IgA- und 1gG-Aktivitét der 13 in der 11. Woche mit S. equi inokulierten Pferde
statistisch deutlich héher als zu Versuchsbeginn (p<0,01 fur IgA, p<0,05 fur 1gG).

5.2.3.5. M-Protein-spezifisches IgM der Nasengangsspiilproben

Die Nasengangsspiil proben von 4 Pferden (#1, #3, #9, Pinto) mit niedriger S. equi M-Protein-spezifischer IgA-Aktivitét wurden im
ELISA fir S. equi M-Protein-spezifisches IgM untersucht. Sémtliche Proben zeigten einen nur geringen IgM-Gehalt.

5.2.3.6. Bakterizide Wirkung der Seren

Die bakterizide Wirkung der Seren auf S. equi wurde mittels Bakterizidie-Test bei 15 Pferden zu Versuchsbeginn und in der 5., 8., 10.
und 28. Woche des Hauptversuches ermittelt und al's prozentuale Vermehrungsfahigkeit von S. equi im Serum angegeben (s.Tab. 6).

Zu Versuchsbeginn wies die Mehrheit der Pferde eine geringe bis mittlere bakterizide Serumwirkung auf. In der 5. Woche war die
Vermehrungsféhigkeit von S. equi in den Seren bereits deutlich reduziert. Der Gehalt an bakteriziden Serumantikérpern stieg danach
weiter an und erreichte ein Maximum in der 8. bis 10. Woche mit einer Vermehrungsfahigkeit des Erregersim Serum von 0% (Median)

file:///G|/Sassadat/Diss/nesch/nesch.html (33 von 76) [30.05.2000 16:57:18]



Inhaltsverzeichnis

bzw. 1% (Mittelwert). Diese starke Bakterizidie konnte bei den meisten Pferden noch in der 28. Woche nachgewiesen werden. Die
bakterizide Serumwirkung verlief bei den einzelnen Tieren nicht parallel mit dem S. equi M-Protein-spezifischen Serum 1gG-Gehalt.

Tab. 6: Vermehrungsfahigkeit von S. equi im Serum (%)

’Pferd Woche des Hauptversuches

0. 5. 8. ] 10. | 28.
1#1 100 35 22 y 8 0
y#z 42 3 0 y 0 0
]#3 | 2 0 0 ] 0 0
y#s | 2 1 0 y 0 0
H7 | 2 0 0 0 2
#8 12 0 0 0 0
]#9 23 1 0 ] 0 0
y#lo 2 0 0 y 0 0
1#59 100 14 0 y 1 0
]#411 | 1 0 0 ] 0 0
]Prince | 37 10 6 ] 3 6
Pinto | 100 24 8 1 15
Sandy 31 3 1 0 1
]Snowflake 60 2 0 ] 0 1
|Lucky 100 18 1 | 3 13
yM edian 31 2 0 y 0 0
]Mittelwert | 41 7 3 ] 1 3
ys | 41 11 6 y 2 5
’SFM | 11 3 2 ] 1 1

S=Standardabweichung

SFM=Standardfehler des Mittelwertes

Der bakterizide Serumeffekt der experimentell mit S. equi inokulierten Pferde war im Median in der 10. Woche statistisch deutlich héher
als zu Versuchsbeginn (p<0,01).

Die Seren einiger Tiere (#3, #5, #7, #10), die eine hohe bakterizide Serumwirkung zu Versuchsbeginn (Woche 0) zeigten, wurdenim
Opsonisierungs-Test untersucht. Dabei konnte lediglich bei Pferd #3 eine hohe opsonisierende Antikorper-Aktivitét nachgewiesen
werden. Nach Hitzeinaktivierung zeigte dieses Serum eine wesentlich geringere bakterizide Wirkung auf S. equi. Durch Verdinnung
dieser Serumprobe auf 1:60 im Bakterizidie-Test konnte der bakterizide Effekt geringfligig, durch Adsorption mit S. zooepidemicus
deutlich reduziert werden, wobei die Vermehrungsféhigkeit des Erregers nach Verdiinnung der Serumprobe von 2% auf 9% und nach
Serumadsorption mit S. zooepidemicus von 2% auf 40% anstieg. Die Adsorption der zu Versuchsende (28. Woche) von diesem Tier
gewonnenen Serumprobe flhrte zu einer von 0% auf 13% erhdhten Vermehrungsfahigkeit von S. equi.

Beim Vergleich des Bakterizidie-Tests mit dem Opsonisierungs-Test, unter Verwendung von 3 pré und postexperimentellen
Serumpaaren, konnte eine deutliche Korrelation zwischen diesen Tests festgestellt werden. Vier Monate vor V ersuchsbeginn gewonnene
Serumproben hatten eine geringe bakterizide Wirkung im Bakterizidie-Test und geringe opsonisierende Wirkung (Phagozytose) im
Opsonisierungs-Test. Serumproben derselben Tiere aus der 14. Woche des Hauptversuches hatten eine deutlich erhdhte bakterizide
Wirkung in Form einer gesteigerten Phagozytose des Erregers, bedingt durch die Anwesenheit bakterizider, opsonisierender Antikdrper.
Siehe dazu Tabelle 7.

Die Ergebnisse an unterschiedlichen Tagen durchgefiihrter Bakterizidie- und Opsonisierungs-Tests zeigten eine grof3e
Schwankungsbreite.
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Tab. 7: Bakterizidie- und Opsonisierungs-Test im Vergleich

OPSONISIERUNGS-TEST BAKTERIZIDIE-TEST

(% Neutrophile Granulozyten®*) (% Vermehrungsfahigkeit von S. equi )
|Serumprobe ] pré-inf.x* ’ post-inf.*** pré-inf. post-inf.
Pferd #2 ’ 1 ’ 8 | 87 0
Pferd #8 ’ 1 ’ 4 | 49 0
Prince ] 1 ] 9 | 70 0
Pos. Kontrolle ’ 1 100
Neg. Kontrolle ] 18 0

* 9% Neutrophile Granulozyten mit phagozytierten Streptococcen
** 4 Monate vor Beginn des Hauptversuches

*** 14. Woche des Hauptversuches

6. Diskussion
6.1. Vorversuch

Der Versuch, bei 12 Pferden mittelsintranasaler Verabreichung des kapsellosen Impfstammes S. equi "Cornell 709-27" eine aktive,
schutzvermittelnde Immunisierung zu bewirken, scheiterte unerwartet. Dieser Impfstamm wurde im Jahre 1985 (TIMONEY und
GALAN 1985) erfolgreich in der lokalen Immunisierung einer Gruppe von Ponies angewendet, welche Impftiter vergleichbar mit Titern
druserekonval eszenter Tiere entwickelten und gegeniiber einer experimentellen intranasalen Infektion mit S. equi geschitzt waren. Im
vorliegenden Experiment erfuhr die Impfgruppe keine ausreichende Immunstimulation und war empféanglich fir Druse bei
anschlieffender Kontaktinfektion. Die Ursache des Scheiterns liegt entweder in einem Unterschied der verwendeten Pferdepopulation, in
einer Veranderung des Impfstammes wahrend der 9-jahrigen Lagerung bei -70° C oder in einem Unterschied im Impfprotokoll. Daes
sich bel der vorliegenden Impfgruppe um eine sehr heterogene Population handelt, scheint ein genetischer Unterschied der gesamten
Gruppe in Form einer verminderten Empfanglichkeit fir den Impfstamm eher unwahrscheinlich. Zudem enthielt die Gruppe einige den
1985 verwendeten Tieren in Alter und Rasse vergleichbare Pferde. Da die Impfgruppe zuvor keinen Kontakt zu S. equi hatte, ist das
Vorliegen S. equi-spezifischer, gegen den Impfstamm gerichteter Antikdrper auszuschlief3en. Es wére allerdings denkbar, dai? durch
Kontakt zum ubiquitdren S. zooepidemicus kreuzreagierende Antikorper vorlagen, die den avirulenten Impfstamm -im Gegensatz zu
virulenten S. equi-Stammen- abzuwehren vermochten.

Eine Verénderung des Impfstammes unter Verlust der Immunisierungsfahigkeit wére durch den Verlust immunol ogisch wirksamer
Proteine erklarbar. Ein heil3er Sdureextrakt des |mpfstammes zeigte jedoch im Westernblot deutlich die immunol ogisch reaktiven S.
equi-spezifischen M-Proteinfragmente (41/46 kD). In der Humanmedizin, in der in der Regel auf Streptococcen-L ebendimpfstoffe
verzichtet wird, hat sich bereits die intranasale V erabreichung von M-Protein als wirksam erwiesen. Die Impfung fuhrt dabei zu einer
Verhinderung der Kolonisation homologer M-Typen im Nasopharynx und zur Reduktion unerkannter Keimtrager (POLLY et a. 1975).
Auch bei Pferden wurde ein lokaler Effekt nach intranasaler Impfung mit M-Protein vermerkt. So filhrte die zusétzliche intranasale
Verabreichung von S. equi M-Protein zu héheren lokalen Antikorpertitern als die aleinige intramuskul&re Verabreichung
(SRIVASTAVA und BARNUM 1983b). Weiterhin hat sich auch die lokale Verabreichung von Lebend-Vakzine im Schutz gegen
Streptococceninfektionen bewahrt. So hat sich bei Schweinen ein avirulenter Impfstamm erfolgreich in der Prophylaxe der durch
Streptococcen der Gruppe E verursachten Backenabszef3e erwiesen (ENGELBRECHT 1968). Das Ausbleiben einer humoralen
Immunreaktion und eines Schutzeffektes nach Verabreichung eines M-Protein-haltigen, vermehrungsféhigen S. equi-L ebendimpfstoffes
erscheint daher schwer erklarbar. Es wére denkbar, dal3 der von uns verwendete Impfstamm eine verminderte Haftungsfahigkeit oder ein
vermindertes Eindringungsvermogen besal3. Das beobachtete Fieber und die deutliche Serumreaktion eines der Tiere (#3), sowie das
Auftreten eines Abszesses des Mandibularlymphknotens bei einem weiteren Pferd (Sandy) sprechen allerdings gegen diese Erklérungen.

Das verwendete |mpfprotokol| zeigte zwei Unterschiede zu dem von TIMONEY und GALAN (1985) beschriebenen Protokoll. Zum
einen wurde bei der hier beschriebenen Impfung eine geringere Dosis von 5x108 CFU (statt 3x10° CFU) verwendet und zum andern
erfolgte die Nachimpfung bereits nach 3 Wochen anstelle von 4 Wochen. In der Humanmedizin werden Antigendosis sowie Zahl und
Zeitpunkt der Nachimpfungen als kritisch in der lokalen Stimulierung einer Immunantwort im Respirationstrakt (SHYARTSMAN und
ZYKOV 1976) und im Verdauungstrakt (ANDRE et al. 1975) angesehen, wobei die Manipulation dieser Parameter entweder zur
Immunitét oder zum Ausbleiben einer Immunantwort fihrt (McDERMOTT et al. 1982). Es kdnnte sein, daf? die Impfdosisim
vorliegenden Versuch zu gering war, um eine ausreichende Immunstimulation zu bewirken. In diesem Zusammenhang stellt sich auch

file:/lIG|/Sassadat/Diss/nesch/nesch.html (35 von 76) [30.05.2000 16:57:18]



Inhaltsverzeichnis

die Frage, an welchem Ort die Antigenaufnahme und -verarbeitung und somit die Immunstimulation primér stattfindet. MAIR et a.
(1987) beschreiben ein beim Pferd gut ausgebildetes, diffus verteiltes Nasenschlei mhaut-assoziiertes lymphatisches Gewebe (NALT),
das aus knotchenférmig angeordneten lymphatischen Aggregaten in der Mukosa des oberen Respirationstraktes besteht und strukturelle
und funktionelle Ahnlichkeit zu den Peyerschen Platten im Verdauungstrakt (gut-associated lymphatic tissue=GALT) aufweist. Neben
dem NALT koénnten auch die beim Pferd gut entwickelten Tonsillen (ELIAS 1946), in deren Krypten Antigene sich festfangen und
aufgenommen werden, als Induktionsort einer lokalen Immunantwort dienen. Beim Menschen konnte nach intratonsillarer Impfung mit
Cholera- und Tetanus-Toxoid spezifisches IgA und 1gG in Nasengangsspul proben und Serum nachgewiesen werden und estrat ein
Boostereffekt bei der Zweitimpfung auf (QUIDING-JARBRINK et al. 1995). Auch die intranasale Impfung fiihrte zu einer tonsill&ren
Immunantwort. Die Tonsillen nehmen eine Sonderstellung ein, da sie sowohl Charakteristika mukosa-assoziierten lymphatischen
Gewebes als auch peripherer Lymphknoten in Form einer Uberwiegenden 1gG-Produktion besitzen und sie daher a's Integrationsort der
lokalen und systemischen Immunantwort in Frage kommen (McDERMOTT et al. 1982). Es wére denkbar, dal? im vorliegenden
Immunisierungsversuch aufgrund der V erabreichungsform und Impfdosis eine unzureichende Stimulation der Tonsillen vorlag. Daes
sich jedoch um einen vermehrungsfahigen Lebendimpfstoff handelt und bei der von TIMONEY und GALAN (1985) durchgefiihrten
Impfung selbst 2 ungeimpfte Tiere eine Immunisierung durch Kontakt zur Impfgruppe erfuhren, scheint diese Erkl&rung des
ImpfmiRerfolges eher unwahrscheinlich.

In unserer Impfgruppe befanden sich 4 Tiere (#3, #7, #411, Sandy) die nach Kontaktinfektion 8% Wochen nach der Erstimpfung zwar
erkrankten, jedoch nur einen milden Verlauf der Druse mit geringerem Fieber und ohne sichtbare Abszef3entwicklung zeigten. Bei 2
dieser Tiere wurde im Impfversuch eine Immunreaktion in Form eines deutlichen M-Protein-spezifischen Serum-1gG-Anstiegs (#3) bzw.
geringen lokalen IgA-Anstiegs (#411) beobachtet. Die Rolle dieser Immunreaktion in der Vermittlung eines gewissen Schutzesist jedoch
fragwirdig, da zwel weitere, im Impfversuch immunologisch reaktionslose Tiere (#7, Sandy), ebenfalls einen milden Verlauf nach
Kontaktinfektion zeigten. Dabei hatte der im Verlauf des Impfversuches auftretende Abszel3 bei Sandy keinen lokalen oder systemischen
Titeranstieg zur Folge. Eine abgeschwéchte Drusesymptomatik trotz fehlenden Impftiters wurde auch von WALLACE et a. (1995) nach
oraler Immunisierung von 4 Pferden mit einem formalininaktivierten S. equi-Stamm beobachtet, die dieses Phdnomen mit einer durch die
Impfung bewirkten Stimulation zellulérer |mmunitétsmechanismen zu erkléren suchten. In unserem Versuch zeigten jedoch 8 geimpfte
Tiere einen schweren oder gar komplizierten Krankheitsverlauf nach experimenteller Kontaktinfektion und waren somit weder durch
humorale noch zelluldre Immunitétsmechani smen geschiitzt. Die héhere Widerstandsfahigkeit mit resultierendem milderen
Krankheitsverlauf bei 4 unserer geimpften Tiere ist deshalb vermutlich auf individuelle Faktoren zum Beispiel in Form einer gesteigerten
Individualresistenz oder Paramunitét zurlickzufihren.

6.2. Hauptversuch
6.2.1. Epizootiologische Daten
6.2.1.1. Inkubationszeit, Morbiditat, Krankheitsverlauf und -dauer

Die bei den experimentell infizierten, als Infektionsquelle dienenden 2 Tieren beobachtete Inkubationszeit von 5 Tagen liegt im Rahmen
der in der Literatur beschriebenen Inkubationszeit von 3 bis 6 Tagen nach experimenteller Infektion (NARA et a. 1983, BEECH und
SWEENEY 1991). Beim anschlieffenden Druseausbruch in der Versuchsgruppe betrug die Inkubationszeit bei den einzelnen Tieren
zwischen 10 und 19 Tagen. Dader genaue Zeitpunkt der Infektion jedoch unbekannt war und deshalb vom Zeitpunkt des erstmdglichen
Erregerkontaktes aus gerechnet wurde, stellt dieser zeitliche Rahmen zweifellos ein Maximum dar. Das Problem der Unkenntnis tber
den genauen I nfektionszeitpunkt bei natlirlicher Infektion spiegelt sich auch in der von verschiedenen Autoren unterschiedlich
angegebenen Inkubationszeit wider (s. 2.1.2.). So wird die kirzeste Inkubationszeit von einzelnen Autoren mit 2 (WILSON 1988,
TAYLOR 1992) bis5 (KELLER und JAESCHKE 1984), die léngste mit 6 (SONEA 1987) bis 14 (TIMONEY 1993a) Tagen angegeben.
Diein diesem Experiment festgestellte mittlere Inkubationszeit von 12 Tagen kommt der von SWEENEY et al. (1989) bei einem
Druseausbruch auf einem Gestiit beobachteten mittleren Inkubationszeit von 13 Tagen (8 bis 21) nahe. Diese Ubereinstimmung |43t sich
durch die vergleichbaren Verhdltnisse in Form einer Ausbreitung der Erkrankung innerhalb einer Herde durch Kontaktinfektion erklaren.

Die beobachtete Morbiditét von 100% und Komplikationsrate von 25% ist bei einer Herde junger, empfanglicher Tiere, die zudem
vermutlich noch unter Transportstref3 und dem Stref3 des Zusammenbringens standen, nicht erstaunlich (FORD und LOKAI 1980), zumal
die Haltungsbedingungen den intensiven Kontakt zwischen Tieren und die Ausbreitung des Erregers erleichterten. Unter vergleichbaren
Bedingungen beobachteten HAMLEN et a. (1994) bei Fohlen Komplikationsraten von 32% nach natirlicher und 42% nach
experimenteller Infektion. Daim vorliegenden Versuch keinerlei Mal3nahmen zur Verhitung der Infektionsausbreitung ergriffen wurden,
waren die Tiere einem anhaltend hohen Infektionsdruck ausgesetzt. Dies konnte zu der relativ hohen Komplikationsrate von 25% mit
einem Anteil an Mesenterialabszessen von 10% beigetragen haben. Unter verglei chbaren extremen Haltungsbedingungen konnten auch
FORD und LOKAI (1980) das Auftreten innerer Abszesse in 10% der Félle beobachten, wohingegen unter normalen
Haltungsbedingungen in weniger als 1% aller Drusefélle mit dem Auftreten von Mesenterialabszessen zu rechnen ist (WILSON 1988,
NEES 1994).

Der unterschiedliche Schweregrad der Druse bei den unter identischen Bedingungen gehaltenen Tieren, insbesondere auch den Tieren der
Kontrollgruppe, bei denen es sich um einen Erstkontakt zu S. equi handelte, spricht fur einen Einflufd angeborener oder erworbener
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individueller Faktoren auf den Krankheitsverlauf. Als Faktoren kommen dabei zum Beispiel eine erhéhte Individualresistenz oder
Paramunitét in Frage.

Die Krankheitsdauer schwankte bei den Tieren zwischen 12 und 106 Tagen, mit einem Mittelwert von 40 und einem Median von 28
Tagen. GRATZL (1933) gibt eine Dauer zwischen 3 und 60 Tagen an, mit einem Mittelwert von 24 Tagen und SWEENEY (1987a) eine
Dauer zwischen 5 und 77 Tagen mit einem Mittelwert von 23 Tagen. Die von uns beobachtete grofiere Schwankungsbreite ist unter
anderem auf unsere Definition zurtickzuflhren, nach der 2 Tiere mit unbehandelter Fistelbildung nach Abszedierung und 2 symptomlose
Ausscheider als nicht genesen betrachtet wurden. Der Median von 28 Tagen eignet sich daher im vorliegenden Fall besser zur
Beurteilung als der deutlich hthere Mittelwert und ist in Ubereinstimmung mit Angaben anderer Autoren, die von einer etwa 4-wochigen
Krankheitsdauer bei der Druse ausgehen (MAHAFFEY 1962, GEORGE et al. 1983, SWERCZEK 1984, YELLE 1987).

6.2.1.2. Ausscheidung desErregers

Die nasale Erregerausscheidung begann bei 8 von 9 intensiv beobachteten Tieren zwischen 2 und 9 Tagen nach dem Auftreten von
Fieber. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit dem von TIMONEY (1988a) beschriebenen Phanomen einer Latenzzeit zwischen
dem Auftreten erster Krankheitszeichen und der ersten Erregerausscheidung, wobei die von ihm beobachtete L atenzzeit zwischen 4 und 7
Tagen lag. Bei einem Tier (#10), bei dem S. equi bereits 5 Tage vor dem Auftreten von Fieber nachgewiesen werden konnte, handelte es
sich vermutlich um eine Erregeraufnahme von auf3en durch Kontaktinfektion und nicht um die beginnende Erregerausscheidung, zumal
der Nachweis in der folgenden Woche zweimal mifdang und der Erreger erst 5 Tage nach dem Auftreten von Fieber wieder
nachgewiesen werden konnte. Die Dauer der Erregerausscheidung variierte mit 3-28 (Median und Mittelwert: 14) Tagen deutlich bei
diesen Tieren, endete jedoch aufier bei einem Tier (Sandy) vor dem Verschwinden klinischer Krankheitszeichen. In der Versuchsgruppe
von 20 Tieren konnten zwei Pferde mit verléngerter Erregerausscheidung von 61 (#2) und 106 (#59) Tagen nach dem Auftreten von
Fieber nachgewiesen werden. Beide Tiere zeigten nach Uberstehen der akuten Krankheitsphase zunéchst intermittierenden
mukopurulenten Nasenausflufd und schieden den Erreger anschliefRend fir 22 (#2) bzw. 24 (#59) Tage symptomlos aus. Aufgrund
fehlender laryngoskopischer Untersuchungen konnte nicht beurteilt werden, ob und wie lange sich Eiteransammlungen in den Luftsécken
befanden. Das Auftreten von Ausscheidern bei der Druse wurde in der Literatur bereits mehrfach beschrieben (REIF et al. 1981,
GEORGE et a. 1983, TIMONEY 1988a) mit Ausscheidungsdauern bis zu einem Jahr (WOOD 1993). Drei Tiere (15%) unserer
Versuchsgruppe schieden den Erreger bei Abwesenheit klinischer Krankheitszeichen fiir 6 (Sandy), 22 (#2) bzw. 24 (#59) Tage aus.
Ahnliches wurde auch von SWEENEY et al. (1989) beobachtet, die in 19,4% von Druseféllen im Anschluf? an die Erkrankung eine
symptomlose Ausscheidung des Erregers fir 6-26 Tage nachwiesen. DALGLEISH et al. (1993) wiederum konnten in einer Herde von 19
Ponies keine rekonvaleszenten Ausscheider nachweisen. Das Auftreten rekonval eszenter Ausscheider scheint ein nicht vorhersehbares
Ereignis zu sein, das daher grundsétzlich bei keinem Drusefall auszuschlief3en ist. Insbesondere langeres symptomloses Ausscheidertum
birgt die Gefahr der unerkannten Erregerverbreitung und -einschleppung in andere Bestande mit unter Umstanden verheerenden
wirtschaftlichen Folgen. Dies betont die Unerl&flichkeit regel mékiger Nasentupferproben im Rahmen der Druseprophylaxe und zwar
sowohl bei drusekranken Pferden im Anschlul? an die akute Erkrankung als auch bei jeglichen Neuzugangen eines Bestandes. Fiir den
Nachweis des Erregers haben sich in unserem Versuch Nasentupferproben als relativ zuverlassig und einfach durchfhrbar erwiesen. Bei
den 9 Pferden, von denen zweimal wdchentlich Nasentupferproben genommen wurden, betrug die langste Zeit zwischen 2 positiven
Tupferproben 11 Tage (#3, Pinto). Ein Pferd (#2) mit rekonval eszentem Ausscheidertum zeigte jedoch vor dem letzten Erregernachweis
4 negative Tupferproben Uber einen Zeitraum von 23 Tagen. Die von SWEENEY et al. (1989) vorgeschlagenen 3 kulturnegativen
Tupferproben im Abstand von etwa einer Woche, um ein Pferd frei von S. equi zu erkléren, scheinen daher zum sicheren Ausschluld des
Ausscheidertums nicht auszureichen. Diese Methode wirde zwar die Mehrheit an Ausscheidern erfassen, konnte jedoch in Einzelféllen
versagen. Zudem ist darauf hinzuwei sen, dal3 der anhaltenden nasalen Erregerausscheidung Eiterseen und Konkremente in den

L uftsécken zugrunde liegen kdnnen, die bei ausbleibender L uftsackendoskopie unerkannt bleiben. Die endoskopische Untersuchung der
Luftsacke ist daher auch im Zusammenhang mit Aussagen Uber anhaltendes A usscheidertum von grof3er Bedeutung und fur die Diagnose
einer ausgeheilten Luftsackdruse unerléfdlich.

In der vorliegenden Untersuchung schien eine Korrelation zwischen hohem |okalem M-Protein-spezifischen IgA-Gehalt und dem
Unvermdgen des Erregernachwei ses in Nasentupferproben zu bestehen. Es wére daher denkbar, dal3 M-Protein-spezifisches IgA von
Bedeutung fur die Eliminierung des Erregersist.

6.2.1.3. Tenazitat desErregers

Trotz hochgradiger Kontamination des Offenstalles und Auslaufes mit S. equi wéhrend der Druse-Epizootie und ausbleibender
desinfizierender Mal3nahmen im Anschlul? an die Durchseuchung, fihrte eine 8 Monate spéter stattfindende Wiederbelegung mit einer
Herde empfanglicher Jahrlinge zu keinem Druseausbruch. Daher ist zu vermuten, dal3 der Erreger diese Zeitspanne nicht Uberlebte,
obwohl die Uberlebensbedingungen durch winterliche Gefriertemperaturen eher giinstig waren. Die von REIF (1979) und CLABOUGH
(1987) vertretene Meinung, dal3 der Erreger in Bestanden fir ein Jahr oder lénger Uberlebensfahig ist und eine persistierende
Umweltkontamination darstellt, scheint nach unseren Beobachtungen nicht haltbar. Diese Meinung wird zudem durch das véllige
Verschwinden des Erregers aus Pferdeherden und sogar ganzen geographischen Regionen widerlegt (TIMONEY 1988a). BAMBAUER
(1934) berichtet, dal3 nach Erléschen eines schweren Seuchenganges 28 in diesen Bestand verbrachte Fohlen schlagartig an schwerster
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Druse erkrankten. Die genaue Zeitspanne zwischen dem ErlGschen des Seuchenganges und dem Einbringen der Fohlen wird dabei nicht
angegeben. Es ist anzunehmen, dal3 die von JORM (1992) bestimmten 7-9 Wochen der tatséchlichen Uberlebensfahigkeit des Erregersin
der Umwelt unter entsprechenden Bedingungen nahe kommen.

6.2.2. Klinische Daten

Im Verlauf des Druseausbruches wurden bei den Tieren die vielfach beschriebenen (LUHRS 1927, KELLER und JAESCHKE 1984,
CLABOUGH 1987, BEECH und SWEENEY 1991, AMES 1995) Symptome der Druse in Form von Fieber, Depression, seromukdsem
und spéater mukopurulentem Nasenausflul3, sowie Lymphknotenschwellung und -abszedierung beobachtet.

Als Initialsymptom zeigten sémtliche Pferde Fieber (>38,6° C), mit Maximal-temperaturen zwischen 39,4 °C und 41,4° C. Dabei wiesen
16 (80%) der Tiere eine Temperatur von mehr als 40° C auf. Diesist in Ubereinstimmung mit den Angaben GERBERS (1982), der als
Initialsymptom Fieber von 40° C oder héher angibt. Auch NEES (1994) beobachtete bei 218 (98%) von 223 Pferden Temperaturen tiber
38,5° C zu Beginn der Erkrankung, mit einem Maximalwert von 41,8° C. Sowohl NEES (1994) as auch HANCKE (1931) stellten
alerdings nur in 21% der Félle eine Temperatur von Uber 40° C fest. Der von uns beobachtete hohe Anteil an Pferden (80%) mit
Temperaturen Uber 40° C ist vermutlich auf den hohen, anhaltenden Infektionsdruck in der Herde zurlickzuftihren. Zudem konnten das
geringe Alter und die hohe Empfanglichkeit der Tiere den schwereren Krankheitsverlauf mit hdheren Temperaturen erkléren. Die von
WIRTH und DIERNHOFER (1950) beschriebene zweigipflige Temperaturkurve zu Beginn der Erkrankung konnte in unserem Versuch
nicht nachvollzogen werden. Vielmehr zeigte die Mehrheit der Tiere kontinuierliches Fieber fur 10-19 Tage. Bei 3 unserer Pferde zeigte
sich im Zusammenhang mit auftretenden Komplikationen ein erneuter Fieberanstieg, nachdem die Temperatur zuvor Normalwerte
erreichte. Bereits BAMBAUER (1934) wies darauf hin, dal3 die regel méfdige Bestimmung der Korpertemperatur zunachst zur
frihzeitigen Erkennung der Erkrankung und spéter fir die Prognose unerléllich ist, wobei er bei unregelméfdigen Kurven zur Vorsicht in
der Prognose rét.

Der wahrend des Druseausbruches bel allen 20 Tieren beobachtete Nasenausflu zeigte in 95% der Féalle eitrige Beschaffenheit. NEES
(1994) stellte lediglich bei 66% von Druseféllen Nasenausflul’ fest, wobei dieser in 64% der Félle von eitriger Beschaffenheit war. Dieser
Unterschied konnte auf die Extrembedingungen und den schweren Seuchengang in unserer hochempfanglichen Jungtierherde
zuriickzufuhren sein, wohingegen sich unter dem umfangreichen, gemischten Patientengut (n=727) von NEES (1994) vermuitlich ein
groRerer Anteil mild erkrankter Tiere befand. Zudem stellten schon FRIEDBERGER und FROHNER (1892) fest, daR? jiingere Tiere im
Gegensatz zu dteren Tieren in der Regel reichlich eitrigen Nasenausfluld zeigen. Auch in einer Studie von HAMLEN et al. (1994)
zeigten 92% der nach experimenteller Infektion erkrankten Fohlen eitrigen Nasenausfluf3. Der eitrige Nasenausflul? begann bei den
einzelnen Tieren unserer Gruppe zwischen dem 4. und 12. Krankheitstag. Diesist in annahernder Ubereinstimmung mit der Ansicht
GRATZLs (1933), dai3 der eitrige Nasenausflul? bei der Druse zwischen dem 3. und 14. Tag beginnt.

Durch Adspektion von auf3en erkennbare Abszesse der K opflymphknoten zeigten sich bei 16 (80%) der Tiere, wobei bei 14 Tieren (70%)
die Mandibularlymphknoten abszedierten. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Ansicht MAHAFFEY s (1962), daRR in fast allen Féllen
mit einer akuten Entziindung und anschlieRenden Abszedierung der Mandibularlymphknoten zu rechnen ist. Uber den Anteil an Pferden
mit Abszedierung der medialen Retropharyngeallymphknoten konnten von uns keine genauen Angaben gemacht werden, da ein zur
eindeutigen Feststellung eines solchen Abszesses notwendiges Endoskop nicht zur Verfligung stand. Der bei 95% der Pferde beobachtete
eitrige Nasenausflufd deutet jedoch auf einen bei diesen Tieren vorliegenden Abszef3 der medialen retropharyngealen Lymphknoten mit
Entleerung in den Luftsack und anschlief3endem Eiterabflul? in den Pharynx hin. Dies entsprache den Beobachtungen GRATZL s (1933),
der mittels L uftsackspiegelung eine Abszedierung der medialen Retropharyngeallymphknoten in der Mehrheit von Druseféllen feststellte.
Auch NEES (1994) beobachtete bei 74% drusekranken Pferden mittels laryngoskopischer Untersuchung der Luftsécke eine
Abszedierung der mediaen retropharyngeal en Lymphknoten, wobei bei 49% ausschliefdlich diese betroffen waren. Eine Abszedierung
der Mandibular-lymphknoten stellte er dahingegen nur bei 38% der Tiere fest. WILSON (1988) wiederum ist der Uberzeugung, daR bei
der Druse die Mandibularlymphknoten am haufigsten betroffen sind, gibt jedoch nicht an, ob ihm fir die Diagnose retropharyngeal er
Abszesse ein Laryngoskop zur Verfuigung stand. Auch SWEENEY et al. (1987a) und HAMLEN et al. (1994) sprechen von einer
Abszedierung der Mandibularlymphknoten in der Mehrheit (63% bzw. 58%) von Druseféllen. Die Diskrepanz dieser Beobachtungen
konnte auf dem Ausbleiben endoskopischer Untersuchungen der L uftsicke und der damit verbundenen Méglichkeit des Ubersehens
eines Retropharyngeal abszesses beruhen.

Die Anbildung der von uns festgestellten Abszesse begann im Mittel 2 Tage nach dem ersten Auftreten von Fieber und dauerte im Mittel
7 Tage an, bevor es zum Durchbruch nach auRen kam. Diesist in Ubereinstimmung mit Angaben anderer Autoren, dal3 die Abszesse
Ublicherweise 1-2 Wochen nach Krankheitsbeginn durchbrechen (BRYANS 1972, GEORGE et a. 1983, TIMONEY 1993, AMES
1995).

6.2.3. Immunologische Daten

Die sowohl in qualitativer als auch quantitativer Hinsicht &uf3erst heterogene humorale |mmunreaktion der Versuchsgruppe im Verlauf
der Druse, 1403t einen Einfluf ererbter oder erworbener individueller Faktoren auf die Ausprégung der |mmunantwort vermuten. Denkbar
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waren zum Beispiel Unterschiede in der Peptid-affinitét von MHC Klasse |1-Molekiilen im Oberflachenepithel der Nasenschleimhaut mit
entsprechender Auswirkung auf die Antigenerkennung und -verarbeitung, wie von BRANDTZAEG (1992) fur bakterielle Infektionen
des Atmungsapparates beim Menschen beschrieben. Zudem konnten durch S. zooepidemicus stimulierte und mit S. equi
kreuzreagierende, jedoch nicht schutzvermittelnde, lokale Antikdrper zu einer gesteigerten Antigenaufnahme im Nasopharynx fihren.
Die enge genetische Verwandschaft von S. equi und S. zooepidemicus mit einer DNA-Homologie von tber 95% (FARROW und
COLLINS 1986) und die Existenz von Antigenen mit gemeinsamen Aminosauresequenzen (TIMONEY et al. 1994) bei diesen
Subspeziesist bekannt und erkléart auch die von uns im Western-Blot festgestellte Kreuzreaktion von S. zooepidemicus M-Protein(55
kD)-spezifischem Antiserum mit S. equi M-Protein (41/46 kD) und die bei manchen Pferden im ELISA festgestellten erhdhten
Antikorpertiter zu Versuchsbeginn. Ein geringer Anteil der beobachteten Bandenfarbung im Westernbl ot diirfte auf das unspezifische
Binden von Immunglobulinen durch sdureextrahierte S. equi M-Proteinfragmente zurtickzufiihren sein (TIMONEY 1993b). Die
antigenetische Ahnlichkeit beider Subspezies erklart auch den von uns beobachteten betrachtlichen Anteil an mit S. zooepidemicus
kreuzreagierendem, durch S. equi stimuliertem Serum IgG, der durch Serumadsorption mit S. zooepidemicus eliminiert wurde. Der
Anteil an kreuzreagierenden Antikorpern varriierte dabei zwischen verschiedenen Pferden und zwischen verschiedenen Serumproben
ein- und desselben Tieres, wobei in der Erholungsphase erstaunlicherweise keine Tendenz zu erhohter Spezifitét festgestellt werden
konnte.

Samtliche 13 Pferde waren 5 Wochen nach Uberstandener Druse vollkommen resistent gegentiber einer experimentellen intranasalen
Infektion mit virulentem S. equi und hatten somit im Verlauf der Druse eine auf3erst wirksame, schutzvermittelnde |mmunitét aufgebaut.
Zum Zeitpunkt der experimentellen Infektion zeigten die Tiere einen statistisch bedeutend héheren Gehalt an M-Protein-spezifischem
Serum 1gG und bakteriziden Serumantikorpern als zu Versuchsbeginn. Auch in einer Studie HAMLENS (1994) korrelierte ein hoher

M -Protein-spezifischer Serum 1gG-Gehalt mit dem Schutz vor der Erkrankung, wobei der Gehalt an bakteriziden Serumantikdorpern
alerdings nicht untersucht wurde. Bakterizide Antikdrper wurden traditionell al's entscheidend fur die Immunitét bei der Druse
angesehen (BAZELEY 1943, ENGELBRECHT 1969, WOOL COCK 1975c), heute ist ihre Rolle im Schutz gegen die Druse jedoch
umstritten (TIMONEY und EGGERS 1985, GALAN und TIMONEY 1985). So vermitteln bakterizide Antikorper rekonval eszenter oder
geimpfter Pferde Mé&usen zwar Schutz vor intraperitonealer S. equi-Infektion (BAZELEY 1943), stellen bei geimpften Pferden jedoch
keine Garantie fiir einen Schutz vor natiirlicher Infektion dar (TIMONEY und EGGERS 1985). AuRerdem beobachteten GALAN und
TIMONEY (1985) bel Pferden etwa 3 Wochen nach der Rekonval eszenz eine Widerstandsfahigkeit gegeniiber der Erkrankung in
Abwesenheit hoher bakterizider Antikdrpertiter. Aus den Ergebnissen unserer Untersuchungen 1813t sich allerdings schlief3en, dai der
zum Zeitpunkt der experimentellen intranasalen S. equi-Inokulation bei allen Tieren festgestellte hohe Gehalt an bakteriziden
Serumantikorpern eine Rolle beim Schutz gegen Infektion und Erkrankung spielte. Die Ansicht TIMONEY s (1993a), dal3 es sich bei den
bakteriziden Antikorpern um spét in der Rekonvaleszenz auftretende, durch das M-Protein stimulierte Serumantikérper handelt, konnte
durch das deutlich spétere Maximum der bakteriziden Wirkung im Vergleich zum Serum IgG bestétigt werden. Ungeklért in diesem
Zusammenhang ist die bei einigen unserer Tiere festgestellte hohe bakterizide Serumwirkung zu Versuchsbeginn, wobei der
Opsonisierungs-Test nur bei einem Tier (#3), welches zudem einen nur milden Krankheitsverlauf zeigte, eine hohe opsonisierende
Antikorperaktivitét bestétigte. Die deutliche Reduktion dieser Aktivitét nach Hitzeinaktivierung der Probe spricht fur ein
komplementabhéngiges Geschehen, wie esim Falle der Opsonisierung des Erregers zu erwarten ware (BOSCHWITZ und TIMONEY
19944). Dadieses Tier bei der im Vorversuch durchgefiihrten Impfung eine S. equi-spezifische Serumreaktion zeigte, ist es denkbar, dal
es zur Stimulation S. equi-spezifischer opsonisierender Antikorper kam, die dem Tier einen gewissen Schutz vermittelten. Da der
bakterizide Antikdrpergehalt der préaexperimentellen im Gegensatz zur postexperimentellen Serumprobe desselben Tieres durch
Adsorption mit S. zooepidemicus eine deutliche Reduktion erfuhr und das Tier nach Genesung vollkommen geschiitzt war, ist zudem
anzunehmen, daf3 in den Serumproben bakterizide Antikorper unterschiedlicher Spezifitat und Funktion vorlagen. Dies wiirde auch die
bei einigen Tieren festgestellte Diskrepanz zwischen Bakterizidie- und Opsonisierungs-Test erkléren. So wirden Serumantikorper mit
einer wachstumshemmenden oder die K ettenbildung fordernden Wirkung im Bakterizidie-, nicht jedoch im Opsonisierungs-Test, der
ausschliefdlich ein Mal3 fir den Gehalt an opsonisierenden Antikorpern darstellt, erfaldt werden. Die Bildung solcher unspezifischen,
offensichtlich nicht schutzvermittelnden Serumantikorper kdnnte durch konservierte Zellwand-Antigene grampositiver Bakterien wie
zum Beispid S. zooepidemicus stimuliert worden sein. Als Antigen kommt dabei unter anderem Peptidoglykan in Frage, dassich als
auRerst immunogen erwiesen hat (VERBRUGH et al. 1980).

In Ubereinstimmung mit Angaben von PAHUD und MACH (1972) und GALAN und TIMONEY (1985b) zeigte sich IgA as
dominierende Immunglobulinklasse in den Nasengangsspul proben. Diese Beobachtung ist nicht erstaunlich, zumal sich im oberen
Respirationstrakt von Pferden, in Ubereinstimmung mit den Gegebenheiten beim Menschen (BRANDTZAEG 1992), wesentlich mehr
IgA- as|gG-produzierende Zellen befinden (MAIR et al. 1988). Der IgA-Transport ins Lumen erfolgt dabei durch rezeptorvermittelte
Endozytose (BRANDTZAEG 1995), der 1gG-Transport vermutlich unspezifisch durch parazellulére Diffusion oder Endozytose
(UNDERDOWN und MESTECKY 1994). Die lokae |gG-Konzentration unserer Tiere betrug weniger als 10% der |gA-K onzentration.
Gleiche Mengenverhal tnisse wurden auch im Nasenschleim von Pferden (GALAN und TIMONEY 1985b) und in Nasengangsspiil proben
beim Menschen (POLLY et al. 1975) beobachtet. Lokales IgA iberwog zwar mengenmaldig, zeigte jedoch eine wesentlich geringere
M-Protein-spezifische Aktivitdt als lokales IgG. Die spezifische IgG-Aktivitdt war dabei etwa 10-fach héher as die IgA-Aktivitét. Dieses
Phanomen wurde bereits von GALAN und TIMONEY (1985b) beobachtet und deutet auf eine lokale Synthese des 1gGs hin. Als Ort der
Synthese sind insbesondere die Tonsillen in Erwégung zu ziehen, die mehr 1gG- als IgA-produzierende Zellen enthalten (MATTHEWS
und BASU 1982). Im Falle der von manchen Autoren vermuteten Transsudation des | gGs aus dem Plasma durch die entziindete
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Schleimhaut (ZEE et a. 1979, WAGNER et al. 1987) wére eine wesentlich geringere M-Protein-spezifische 1gG-Aktivitdt zu erwarten.
Zudem wirde mit dem Abklingen der akuten, entziindlichen Verénderungen im Nasopharynx ein drastischer Riickgang des lokalen 1gGs
festzustellen sein. Bei den meisten unserer Tiere konnte jedoch noch bis zu einigen Wochen nach der Genesung ein erhohter |okaler
1gG-Gehalt mit aul3erst hoher M-Protein-spezifischer Aktivitdt nachgewiesen werden.

Zwischen der systemischen und lokaen Immunantwort konnte keine Synchronie festgestel It werden, was fir deren Unabhangigkeit
spricht. So erfolgte im Mittel zwar ein gleichzeitiger Anstieg von M-Protein-spezifischem 1gG in Serum und Nasengangssptil proben,
letzteres sank jedoch bereitsin der 10. bis 12. Woche zurilick auf den Ausgangswert, wohingegen der Serum 1gG-Gehalt zu diesem
Zeitpunkt und 4 Monate spéter noch deutlich erhoht war. Zudem erschienen auch lokales M-Protein-spezifisches 1gG und IgA
voneinander unabhangig. Letzteres lag bei den meisten Pferden in der 10.-12. Woche noch deutlich Giber den zu Versuchsbeginn
gemessenen Werten. Ahnliches berichten auch HANNANT et a. (1988), welche die spezifische lokale und systemische lmmunantwort
experimentell mit Influenzainfizierter Pferde untersuchten. Dabei stellten sie fest, dald der Anstieg von lokalem IgA deutlich spéter als
der von lokalem 1gG auftrat und letzteres im Gegensatz zu Serum 1gG bereits 9 Wochen nach der Infektion auf Ausgangswerte
zurlickgekehrt war.

Der lokale M-Protein-spezifische IgA-Gehalt war bel den meisten unserer Pferde zum Zeitpunkt der intranasalen Verabreichung von
virulentem S. equi noch deutlich erhéht und kénnte bei diesen Tieren daher zum Schutz beigetragen haben. Diesist insofern nicht
erstaunlich, als der durch sekretorisches IgA (slgA) vermittelten Schleimhaut-Immunitét sowohl in der Human- als auch
Veterindrmedizin eine wichtige Rolle im Schutz gegen Infektionen des Atmungsapparates zuerkannt wird (McDERMOTT et al. 1982,
WILKIE 1982, McGHEE et al. 1992). So korreliert zum Beispiel sowohl beim Menschen (JOHNSON et al. 1985, 1986) als auch beim
Pferd (HANNANT et al. 1989) ein hoher lokaler spezifischer IgA-Titer mit dem Schutz vor Influenza. Auch bei Infektionen mit Gruppe
A-Streptococcen hat sich lokales IgA a's schutzvermittelnd erwiesen. So konnte bei Mausen nach intranasaler Immunisierung mit
hitzegettteten Gruppe A-Streptococcen ein lokaer Immunschutz in Form von spezifischem IgA im Speichel nachgewiesen werden
(BRONZE et al. 1988). Zudem sind M&use durch intranasale V erabreichung von humanem M-Protein-spezifischem sIgA gegen
experimentelle Infektion mit Gruppe A-Streptococcen geschiitzt (BESSEN und FISCHETTI 1988). Davier unserer Tiere (#1, #3, #9,
Pinto) keine oder nur eine geringe lokale M-Protein-spezifische IgA-Reaktion im Verlauf der Druse zeigten und dennoch vor
anschlieffender experimenteller |nfektion geschiitzt waren, muf3 davon ausgegangen werden, dal3 IgA fir den Schutz jedoch nicht
essentiell war. Ahnliches wurde auch beim Menschen beobachtet, bei dem die intranasale V erabreichung von Streptococcen-M-Protein
Zu einer deutlich gesteigerten Widerstandskraft gegeniiber Erregerkolonisation im Nasopharynx und Erkrankung, jedoch nur bei eéinem
Teil der Versuchsgruppe zur Bildung von lokalem M-Protein-spezifischem IgA fihrte (POLLY et al. 1975). Es wére denkbar, dal3 die
genannten Tiere auf genetischer Grundlage unfahig zur Bildung M-Protein-spezifischer Immunglobuline waren. Es konnte bei ihnen
alerdings eine S. equi M-Protein-spezifische 1gG- und S. zooepi demicus M-Protein-spezifische | gA-Reaktion nachgewiesen werden. Die
Unfahigkeit, spezifisch gegen das S. equi M-Protein gerichtetes IgA zu bilden, ist dennoch nicht auszuschlief3en. Schliefdlich sollten auch
maogliche Nachweismangel im angewandten EL1SA-System nicht aul3er acht gelassen werden. So kdnnte es durchaus sein, dal3 die
Bindung des M-Proteins zum Polystyren der ELISA-Platten zur Degradierung konformationeller Epitope fuhrte und gegen diese Epitope
gerichtete Antikorper daher nicht nachweishar waren. Zudem wére es denkbar, dal3 neben dem M-Protein weitere immunogene Antigene
des Erregers eine Rolle im lokalen Schutz gegen S. equi spielen. Gegen diese Antigene gerichtete Antikorper waren im vorliegenden
ELISA-System nicht erfaldt worden. Die bei diesen Tieren im Durchschnitt deutlich unter dem Gruppenmittelwert liegende lokale
IgA-Konzentration spricht fur das Vorliegen eines allgemeinen IgA-Defizits. Eine in diesem Falle zu erwartende Kompensation durch
lokales IgM (KILIAN und RUSSELL 1994) konnte allerdings nicht nachgewiesen werden.

Die Rolle des lokalen M-Protein-spezifischen 1gGs im Schutz der rekonvaleszenten Tiereist unklar, da der lokale |gG-Gehalt zum
Zeitpunkt der experimentellen Infektion bei den meisten Tieren bereits deutlich abgesunken war. In einer Studie von HAMLEN et al.
(1994) korrelierte der Schutz vor der Druse bei Fohlen enger mit lokalem 1gG als IgA. Die Diskrepanz zwischen diesen und unseren
Beobachtungen konnte im unterschiedlichen Alter der Tiere gelegen haben. Zudem wére es denkbar, dal3 Schleimhaut-1gG lediglich am
Ort der Synthese, vermutlich dem lymphatischen Gewebe der Tonsillen, wirksam ist und ein geringer 1gG-Gehalt in den
Nasengangssptilproben nicht den 1gG-Gehalt in den Krypten der Tonsillen, dem bevorzugten Eintrittsort des Erregers (PFEIFFER und
MULLER 1912, TIMONEY 1988a) widerspiegelt. Schlieflich ist es auch maglich, daf? lokales gG ausschliefllich in der akuten und
unmittelbar postakuten Phase der Druse gebildet wird und von Bedeutung fur die Resolution der Krankheitszeichen und Beseitigung des
Erregers nicht jedoch fir die Langzeitimmunitét ist.

Die statistische Analyse auf dem 5%-Niveau (=0,05) zeigte, dal’ kurz vor der intranasalen S. equi-Inokulation sowohl der Gehalt
systemischer, als auch der Gehalt und die Aktivitét lokaler M-Protein-spezifischer Immunglobuline im Gruppenmittel bzw. -median
bedeutsam hoher al's zu Versuchsbeginn war. Da zwischen den individuellen Tieren jedoch extreme Differenzen sowohl im zeitlichen
Verlauf alsauch in der Qualitét und Quantitét der Immunantwort bestanden, geben die bestimmten Gruppenparameter lediglich Auskunft
Uber Tendenzen in der Gruppe. Aus der eingehenden Studie der humoralen Immunreaktion einzelner Tiere 183t sich schliefien, dal? es
sich bel der im Rahmen einer S. equi-Infektion aufgebauten schutzvermittelnden Immunitdt um einen auRerst komplexen Vorgang
handelt. Die meisten unserer Pferde schienen dabei durch eine Kombination von bakteriziden Serumantikorpern und lokalem IgA
und/oder 1gG geschiitzt zu sein, wobei jedoch schon das Vorliegen einer dieser Komponenten unter Umsténden einen ausreichenden
Schutz gewéahrt haben konnte. Das Ausbleiben eines Boostereffektes zum Zeitpunkt der experimentellen Infektion konnte durch die
Anwesenheit ausreichender Mengen lokaler Immunglobuline, insbesondere IgA erkléart werden, welche die Adhésion und Kolonisation
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und somit das Eindringen des Erregersin die Mucosa verhindert haben kénnten (WILLIAMS and GIBBONS 1972). Diese Beobachtung
spricht zweifellos fUr das Vorliegen eines aul3erst belastbaren Immunschutzes zu diesem Zeitpunkt. Die Dauer dieses soliden Schutzesist
nicht bekannt. Aus jiingeren Untersuchungen 1823t sich jedoch schlief3en, dal? die Mehrheit druserekonval eszenter Pferde eine jahrelange
Immunitét gegentiber natirlicher Infektion besitzt (TODD 1910, COHRS 1941, NEES 1994). Eine Minderheit von Tieren kann jedoch
schon im ersten Jahr erneut an Druse erkranken (RICHTERS 1929, HAMLEN et al. 1994, NEES 1994). Es wére interessant
festzustellen, ob es sich bel dieser Minderheit um Pferde mit lokalem IgA-Defizit handelt, wie von uns bei 4 Tieren beobachtet.
Weitergehende Untersuchungen zur Charakterisierung der im Rahmen einer S. equi-Infektion stimulierten komplexen immunol ogischen
Vorgange und zur Erforschung neuer Methoden, diese effektiv zu stimulieren, scheinen unerld3lich fir die Entwicklung eines wirksamen
Druse-Impfstoffes zu sein.

7. Schluf3folgerungen

» DasVerbringen zweier experimentell mit S. equi infizierter, drusekranker Pferde in eine Herde empfanglicher Jungtiere erwies
sich als dulerst geeignetes Versuchsmodell fir die experimentelle Erzeugung einer Druse-Epizootie in einer Herde. Die
resultierende Morbiditat betrug 100% bei einer Inkubationszeit von 10-19 Tagen.

« Mit der ersten nasalen Erregerausscheidung ist nach einer Latenzzeit von 2-9 Tagen nach Krankheitsbeginn zu rechnen.

« Die Dauer der Erregerausscheidung zeigte eine grof3e individuelle Schwankungsbreite. Bei einem Tier konnte der Erreger in
Nasentupferproben noch 106 Tage nach Krankheitsbeginn nachgewiesen werden. In den meisten Fallen endete die nasale
Ausscheidung vor dem Verschwinden klinischer Krankheitszeichen, 15% der Tiere schieden den Erreger jedoch im Anschlul? an
die Erkrankung fir 6-24 Tage symptomlos aus.

« DieBeendigung der Erregerausscheidung korrelierte bei den meisten Tieren mit einem hohen Gehalt an lokalem
M-Protein-spezifischen IgA.

« Diedurch S. equi stimulierten lokalen und systemischen Immunreaktionen zeigten bei den einzelnen Tieren eine grol3e qualitative
und quantitative Vielfalt und schienen voneinander unabhéngig zu sein.

o ImVerlauf der S. equi-Infektion gebildetes M-Protein-spezifisches Serum 1gG zeigte eine starke Kreuzreaktion mit S.
zooepidemicus.

» DasVerhdtnisvon lokalem IgA zu lokalem 1gG betrug etwa 10:1.

« In den Nasengangssptilproben nachgewiesenes 1gG zeigte eine etwa 10-fach héhere M-Protein-spezifische Aktivitédt als IgA und
schien einer lokalen Quelle zu entstammen.

« Funf Wochen nach der Genesung zeigten die Tiere einen extrem belastbaren |mmunschutz.

« Der Schutz vor Infektion und Erkrankung nach intranasaler Verabreichung von virulentem S. equi ging bei allen Tieren mit eéinem
hohen Gehalt an M-Protein-spezifischem Serum 1gG und bakteriziden Serumantikorpern einher. Die meisten Tiere zeigten zu
diesem Zeitpunkt zudem einen hohen Gehalt an M-Protein-spezifischem lokalem IgA, wohingegen der lokal e |gG-Gehalt bei
vielen Pferden bereits auf den Ausgangswert zuriickgekehrt war.

8. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die S. equi M-Protein-spezifische |okale und systemische humorale Immunantwort junger Pferde nach
lokaler Immunisierung mit einem avirulenten S. equi-Stamm und im Verlauf einer experimentell erzeugten Druse-Epizootie untersucht,
um eine mogliche Korrelation zwischen Antikorpergehalt und Infektions- bzw. Krankheitsschutz aufzudecken. Das Vorhandensein eines
rekonvaleszenten Immunschutzes wurde 5 Wochen nach der Genesung durch intranasale Inokulation mit virulentem S. equi geprift.
Zusétzlich wurden wahrend des Druseausbruches epizootiologische und klinische Daten gesammelt, um weitergehende Einsicht in die
Epizootiologie und Infektionsdynamik der Druse in einer Herde zu gewinnen.

Serum 1gG-, Schleimhaut-IgA und -1gG-Gehalte wurden mittels ELISA unter Verwendung elektrophoretisch gereinigter,
saureextrahierter S. equi M-Protein-fragmente ermittelt. Zur Bestimmung der lokalen M-Protein-spezifischen IgA- und IgG-Aktivitét in
Nasengangssptilproben wurden die EL1SA-Werte in Relation zum Gesamtgehalt an lokalem IgA bzw. 1gG gesetzt. Als Mal3 fir die
bakterizide Serumwirkung wurde die Uberlebensfahigkeit von S. equi im Serum nach Opsonisierung und 3-stiindiger Inkubation mit
equinen neutrophilen Granulozyten ermittelt.

Nach intranasaler Verabreichung eines avirulenten S. equi-Stammes an 12 der 20 Pferde konnte keine immunisierende,
schutzvermittelnde Wirkung festgestellt werden. Im Anschluf3 an das Einbringen zweier experimentell infizierter, drusekranker Pferde
erkrankte die gesamte Herde von 20 Tieren an Druse unterschiedlichen Schweregrades nach einer mittleren Inkubationszeit von 12
Tagen. Die Pferde wurden keiner Therapie unterzogen. Dreizehn Pferde, die 5 Wochen nach der Genesung einer intranasalen Inokul ation
mit virulentem S. equi unterzogen wurden, waren vollkommen immun und zeigten zu diesem Zeitpunkt eine hohe bakterizide
Serumwirkung und einen hohen Gehalt an M-Protein-spezifischem Serum 1gG. Bei 9 Pferden wurde zudem ein hoher Gehalt an
M-Protein-spezifischem lokalem IgA nachgewiesen, wohingegen lokales IgG bel den meisten Tieren bereits auf Ausgangswerte
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zuriickgekehrt war. Die intranasale Inokulation mit virulentem S. equi fiihrte zu keiner systemischen oder 1okalen Boosterreaktion. Dies
durfte auf die Anwesenheit spezifischer, schutzvermittelnder Antikorper zuriickzufihren sein, die eine Stimulation des Immunsystems
durch S. equi verhindert haben kénnten. Die systemischen und lokalen Antikorperreaktionen zeigten eine erstaunlich grof3e individuelle
Schwankungsbreite sowohl in qualitativer als auch quantitativer Hinsicht. Zudem verliefen sie asynchron, was auf ihre Unabhangigkeit
voneinander hindeutet. Ein betrachtlicher Anteil an mit S. equi M-Protein reagierendem Serum |gG zeigte eine Kreuzreaktion mit S.
zooepidemicus. Dies &l die Existenz gleicher Epitope bei beiden Subspezies vermuten. Die lokale |gA-K onzentration betrug etwa das
10-fache der IgG-Konzentration. In den Nasengangsspul proben nachgewiesenes 1gG zeigte eine hohe M-Protein-spezifische Aktivitéat
und schien daher einer lokalen Quelle zu entstammen.

Die nasale Ausscheidung von S. equi begann bel 9 intensiv beobachteten Tieren nach einer Latenzzeit von 2-9 Tagen und endete im
Mittel nach 14 Tagen. Bei zwei Tieren hielt die Erregerausscheidung bis 61 bzw. 106 Tage nach Krankheitsbeginn an. Beide Tiere
zeigten intermittierenden mukopurulenten Nasenausflul? bis etwa 3 Wochen vor dem letzten Erregernachweis. Das Ende der
Ausscheidung ging bel den meisten Tieren mit einem hohen Gehalt an lokalem IgA einher.

Eine 8 Monate im Anschluf3 an die Durchseuchung stattfindende Wiederbelegung des Offenstalles mit einer Herde hochempfanglicher
Jahrlinge fuhrte trotz ausgebliebener desinfizierender Mal3nahmen zu keinem Druseausbruch.

9. Summary
Epizootiological, Clinical and Immunological Features of an Experimentally Induced Strangles Epizootic

In the present study serum and mucosal antibody responsesto the M protein of Sreptococcus equi subsp. equi were studied in a group of
young horses following intranasal application of an avirulent strain of subsp. equi and during a subsequent experimentally induced
strangles epizootic in an attempt to identify humoral immune responses that could be correlated with protection. Conval escent protective
immunity was verified by intranasal inoculation of virulent subsp. equi 5 weeks after recovery. Additionally, epizootiological and clinical
data were collected during the strangles epizootic to gain further insight into the epizootiology and dynamics of subsp. equi infection
within the group.

Serum 1gG and mucosal IgA and 1gG levels were measured by ELISA with electrophoretically purified acid extracted fragments of the M
protein of subsp. equi. ELISA values were set in relation to total IgA and 1gG antibody to determine M protein specific local IgA and 1gG
activitiesin nasal wash samples. Serum bactericidal responses were measured by counts of viable organisms after opsonization and
incubation with horse neutrophils for 3 hours.

Intranasal inoculation of 12 horses with an avirulent strain of subsp. equi did not elicit protective immune reponses. Following
commingling exposure to 2 experimentally infected horses al 20 horses (12 inoculated and 8 controls) developed strangles of varying
severity with a mean incubation period of 12 days. The horses were not medicated during the epizootic. Thirteen horses challenged by
intranasal inoculation 5 weeks after recovery were solidly immune. At this time these horses exhibited strong serum bactericidal activity
and high levels of M protein specific serum 1gG. Additionally, nine horses showed high levels of M protein specific mucosal I1gA at the
time of challenge, whereas|ocal 1gG had already returned to preinfection values in most horses. Intranasal challenge did not produce a
local or systemic booster response, indicating that protective antibodies may have prevented immune stimulation by the antigens
presented at this time.

A striking feature of the study was the great qualitative and quantitative heterogeneity of serum and mucosal antibody response among
individual horses. Systemic and local antibody responses were not synchronized, suggesting independence of these responses. A
substantial portion of M protein reactive serum IgG showed crossreactivity with S, equi subsp. zooepidemicus, suggesting extensive
sharing of epitopes by the two subspecies. Local IgA concentrations were about 10 times higher than local 1gG concentrations. 1gG in
nasal wash samples exhibited high M protein specific activity, suggesting local synthesis of this antibody.

Nasal shedding of subsp. equi as studied intensively in 9 horses started after a latent period of 2-9 days and ceased after a mean of 14
days. Shedding by 2 horses continued for 61 and 106 days after clinical signswere first noticed. Both horses showed intermittent
purulent nasal discharge until about 3 weeks before the last isolation of subsp. equi. Cessation of shedding was associated in most horses
with appearance of high levels of M protein specific local 1gA.

Barn repopulation with a highly susceptible group of yearlings 8 months after the strangles epizootic was uneventful, despite the lack of
preceding decontamination measures such as barn disinfection.
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11. Anhang
11.1. Tabellen, Listen und Abbildungen
Tab. Al: Tiermaterial

ID Rasse Geschlecht Alter (Jahre) Gruppe

#3 Pony Hengst 1 Impfgruppe

# 4 Pony Hengst | 1 Impfgruppe
#6 Pony Hengst 1 Impfgruppe
#7 Pony Hengst 1 Impfgruppe
#8 Pony Hengst 1 Impfgruppe

# 10 Pony Hengst 1 Impfgruppe

# 43* Vollblutpferd Stute 1 Impfgruppe
#411* Vollblutpferd Wallach 3 Impfgruppe

# 532* Vollblutpferd Wallach 1 Impfgruppe
Pinto Kreuzung Hengst 1 Impfgruppe
Sandy Kreuzung Stute 1 Impfgruppe
Snowflake Kreuzung Stute 1 Impfgruppe
#1 Pony Hengst 1 Kontrollgruppe
#2 Pony Hengst 1 Kontrollgruppe
#5 Pony Hengst 1 Kontrollgruppe
#9 Pony Hengst 1 Kontrollgruppe
# 59* Vollblutpferd Stute 1 Kontrollgruppe
# 528* |VOI Iblutpferd |Stute 1 Kontrollgruppe
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Prince |K reuzung Hengst 1 Kontrollgruppe
Lucky Kreuzung Hengst 1 Kontrollgruppe
# 309* Vollblutpferd Wallach 3 Exp. Infektion
# 529* |VOI Iblutpferd Wallach 2 Exp. Infektion

* = gespendete Tiere

Tab. A2: Zuckerfer mentationsreaktion

Organismus Lactose Sorbitol Trehalose

S. equi - - -

S. zooepidemicus + + -

|S. equisimilis +/- - +

Tab. A3: S. equi M-Protein spezifische lokale und systemische Antikérpertiter der Impfgruppeim Vorversuch

|Sch|eimhaut IgA |Mitte|wert der Positivkontrolle: 1.28
Woche #3 #4 #6 #7 #8 #10 | #43 #411 #532 Pinto Sandy | Snow. N Median Mittelw. S SFM
0 0.03 0 0.01 0.01 0.04 0.06 0.10 0.05 0.19 0 0.07 12 0.04 0.05 0.06 0.02
| 2 0 0.06 0.08 011 0.15 0.20 0.11 0.48 0 0.05 0.02 12 0.07 0.11 0.13 0.04
4 0.17 0.03 0.22 0.17 0.08 0.29 0.24 0.44 0.18 0.05 0.04 0.06 12 0.17 0.16 0.12 0.04
6 0.03 0.04 0.10 0.09 0.01 0.12 0.04 0.52 0.06 0.06 0.08 | 0.03 12 0.06 0.10 0.14 0.04
Schleimhaut 1gG Mittelwert der Positivkontrolle: 1.73
Woche #3 #4 #6 #1 #8 #10 #43 #411 #532 Pinto Sandy | Snow. N Median Mittelw. S SFM
0 0.15 0 0.07 0.02 0.09 0.27 0 0.01 0.05 0 0.02 0.03 12 0.03 0.06 0.08 0.02
2 0.17 0.06 0.17 0.10 0.19 0.22 0.09 0.03 0.04 0.06 0 0 12 0.08 0.09 0.08 0.02
4 0.33 0.04 0.12 021 0.08 | 0.27 0 0.12 0.12 0 0.09 0 12 0.11 | 0.12 0.11 0.03
6 0.05 0.09 0.06 0.11 0.02 | 0.34 0 0.14 0.01 0.06 011 0 12 0.06 | 0.08 0.09 0.03
|Serum 19G (* nach Adsorption mit S. zooepidemicus) Mittelwert der Positivkontrolle: 1.84 (*1.49)
| Woche | #3 #3* #4 H#4* #6 | #G* #1 #1* #8 #8* #10 #10* #43 #43* | #411 #411* #532
0 0.73 0.48 0.29 0.35 0.59 0.59 0.59 0.30 0.38 0 0.72 0.77 0.23 0.11 0.44 0.16 1.20
2 0.70 0.54 0.23 0.25 0.49 0.49 0.63 0.40 057 0.46 0.79 0.47 0.02 0.06 0.75 0.24 0.69
4 152 1.38 0.32 0.18 0.50 0.49 0.45 0.43 0.36 0.92 0.48 012 0.24 0.87 0 0.67
| 6 | 163 148 0.30 0.17 0.47 | 0.70 0.96 0.77 0.48 0.53 0.95 0.59 0.57 | 0.34 0.88 0.62 0.81
Woche | #532* Pinto Pinto* | Sandy | Sandy* | Snow. | Snow.* N Median Mittelw. S SFM Median* | Mittelw.* s SFM*
0 0.76 051 057 0.05 0.16 0.43 0.17 12 0.48 0.51 0.29 0.08 0.33 0.37 0.26 0.08
| 2 | 0.66 0.62 0.61 0.05 0.22 | 0.23 0.05 12 0.60 0.48 0.28 0.08 0.43 | 0.37 0.20 0.06
4 0.60 0.53 0.49 0.32 0.16 0 0.02 12 0.48 0.55 0.41 0.12 0.43 0.41 0.38 0.04
6 0.93 125 0.70 0.43 0.20 0.04 0.10 12 0.69 0.73 0.44 0.13 0.61 0.59 0.38 0.11
N=Umfang der Gruppe Mittelw.=Mittelwert S=Standardabweichung SFM=Standardfehler des Mittelwertes
Tab. A4: Temperaturdaten (° C)
Tag | #1 | #2 | #4 | #5 | #6 | #7 | #8 | #9 | #10 | #43 | #59 (#528 |#532 |Prince |Pinto| Sandy | Snow |Lucky [ N | Mittel | Median | #3* [#411*
0 (38.2(38.3|38.2|385 (384 (38.3|38.3|38.4|38.2(38.6|384|385|383 (383 |382| 384 | 381 |383 |18| 383 | 383 |38.6| 383
1 138.9|38.9|40.1 (39.9 39.3|39.3|39.5(38.7 (40.6 |38.9 |38.7 | 39.8 | 388 | 39.6 |39.0| 39.2 | 40.0 | 39.6 18| 394 | 393 38.9| 38.8
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39.7[38.8[40.2[40.0 [40.3[39.7 [40.3[39.4 [40.9 [39.8[39.2 [ 40.7 [ 39.6 [ 40.6 [38.7 [ 39.1 [ 403 [402 [18[39.9 [ 399 [388[39.1
3 [39.840.3(40.2[40.4 [40.6 [40.4 [41.2[40.6 [40.2 [40.3 [40.4 [ 40.6 [40.3 [ 40.2 [39.0[ 389 [ 40.7 [ 404 [18[ 403 [ 404 [38.0386
4 [40.9[40.6 40.8[40.7[39.7 [40.9 [40.8 41.0[40.7[40.4 [40.6 [ 40.6 [385[ 39.4 [ 40.7 [407 [16[ 40.4 | 407 [38.4382
| 5 [40.3[40.7 [40.6 [40.1[40.8 [40.4[40.6 [40.9 403 [ 40.6 (382 39.3 [ 403 [40.7 [14[ 403 | 405 [384[39.1
[ 6 38.9[40.4[40.2 [40.4 [40.6 [ 403 [39.4[ 3838 8399 [ 403 [386]39.4
| 7 |40.6|40.4 413 |40.2|40.8 |40.8|40.5|40.9|38.3|39.4 |40.0 39.1 |39.6 |40.7 14| 40.2 | 405 |38.7 39.6
(8 [40.7 [40.0 [38.8 [396 [39.8] 3838 [6396 | 39.7 [388[385
9 [40.3[404 40.9[39.9[39.8[405 [40.7 387 [39.4 39.8 389 [ 392 [39.8 [13[ 399 [ 398 [383[39.6
(10 [40.7 [39.2 39.6 (414 [40.4[40.7 (387 385 8399 [ 400 [386/383
11 [40.9 39.1(38.7[39.4[39.6 [40.6 [393[39.3] 387 9395 [ 393 [39.0([381
12 (396 [40.1[40.1 40.0 [40.2 [38.6[39.2[39.4[39.4 [39.0 39.3[ 389 [ 389 396 [14[ 395 [ 394 [384[381
13 [39.7 [38.3[38.9[38.7 [39.4 39.6 [387 [39.7] 380 9390 [ 389 [383[373
14 [39.5[39.3[40.7 38.3(40.1 [38.0[39.1[39.1[383 [ 385 39.3 383383 [13[ 390 | 391 (384
16 [39.0[38.6[39.9 [38.3[37.9[40.2 39.0(39.1 388 [39.9 389 [39.0 [12[ 39.1 [ 39.0 [384
(17 [38.7 [38.4 [38.1[38.3 [383[ 379 6 [ 383 [ 383 [39.6[380
[18° [37.9 [38.0 (388 [37.9 [396 5[384 [ 380 [389
[19 [382]383 [38.7 [37.2 [37.7[386 [37.8 (385 [387 [383[10[ 382 [ 383 [386

N=Datenumfang

* nicht in Median einbezogen

Individuelle Maximaltemperatur

Tab. A5: S. equi M-Protein-spezifische lokale und systemische Antikor pertiter im Hauptver such
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[Schieimhaut IgA Mittelwert der Positivkontrolle: 1.25

Woche| #1 [#2 [ #3 [#4 [ #5 [ #6 | #7 [#8 [ #9 [#10 [ #43 [#59 [#411 [#528 | #532 [Prince| Pinto [ Sandy [Snow.|Lucky| N Median [Mittdw.[ S [SFM
0 [012 W 0.05 [0.10 [ 024 [0.12 [ 021 [0.01 [ 002 [008 [ 0.08 [013 [ 031 [007 [ 015 [039 [ 001 [ 0.03 [009 [0.10 [ 20 0.10 012 [0.10 [0.02
4 [0.09 W 0.01 0 [o61 [ 132 [043[011 [018 [ 006 [021 [ 072 [017 034 [ 0 011 [009 [029 [ 18 0.15 027 [0.33 [0.08
6 [023[015[029 028 [178 [ 153 [207[034 [185 [ 212 [141 [ 214 100 [ 010 [ 007 [042 [106 [ 17 1.00 099 [0.80 [0.19
8 [0.24 [0.06[ 0.06 0.50 103 [156 [ 0.10 [ 1.98 041 [ 184 094 [ 008 [ 071 [070 [115 [ 15 0.70 076 [0.65 [0.17
10 [0.10 ﬁ 0.01 0.41 055 [074[0.05 [1.90 038 [ 1.23 088 [ 003 [ 038 [022 [116 [ 15 0.41 065 [0.62 [0.16
12 [003 W 0.07 0.22 039 [092[ 002 [093 025 [ 114 071 [ 004 [ 022 [009 [091 [ 15 0.25 0.44 [0.40 [0.10

[ 28 [o004 W| 0. [020 [030 [o48] 0 [023 W 052 [ 009 [ 028 [00L [051 [ 14 025 | 025 WW

[Schieimhaut 1gG Mittelwert der Positivkontrolle: 2.09

Woche| #1 W| #3 W| #5 | #6 | #1 [ #8 [ #9 [ #10 | #43 |#59 |#411 |#528 | #532 [Prince| Pinto |Sandy |Snow. Lucky [ N Median |Mitte|w.| S W
0 [o01 [0.05[0.16 |T 0 [006[ 012 [005[014 [004| 0 [07L[ 007 [009 [ 009 [0.37 [ 0.06 [ 0.04 0 [002[ 20 0.06 010 [017 [0.04
4 [025 [0.12] 005 0 [047 [ 219 [030[128 [011 [ 170 [084 [ 206 [055 010 [ o 033 [005 [028 [ 18 0.29 059 [072 [017
6 [040 W 0.12 031 [133 | 118 [080[ 055 [064 [ 083 [138 [ 099 075 [ 040 [ 016 [071 [034 [ 17 0.64 0.68 [ 0.38 [0.09
8 [024 @ 0.06 0.74 077 [085[128 [1.21 0.72 [ 0.60 063 [ 050 [ 013 [187 [045 [ 15 0.63 068 [0.48 [0.13
10 [005 W| 0.03 0.04 [ 097 [018] 011 [052 WW 034 [ 008 [ 007 [038 [027 [ 15 0.18 025 [0.26 [0.07
12 [001 |T 0.01 0.03 030 [0.14 [0.01 [0.20 015 [ 05 046 [ 010 [ 006 [008 [024 [ 15 0.10 014 [013 [0.03
28 [0.03 |T 0 0 007 [003[ 0 [0.06 0.21 033 [ 0 002 [001 [008 [ 14 0.03 0.06 [0.10 [0.03

Serum IgG (* nach Adsorption mit 5. zooepidemicus) Mittelwert der Positivkontrolle: 1.39 (+0.71)

Woche[ #1 [#1* [ #2 [#2* [ #3 [#3* [ #4 [#4* [ #5 [#5 | #6 | #6* | #7 | #1* | #8 | #5* | #9 #7 [ #10 [#10* [ #43 #A3 #9 [#59* [#411
0 [047 W 042 [0.31[ 073 [066 [ 037 [0.10[ 019 [017 [ 047 [059 [ 049 [040 [ 032 [026 [ 1.45 [ 1.01 [066 [ 036 [ 021 0.07 044 [032 [0.28
4 [125[125[067 [060[ 0.8 [045 [ 117 [0.77[ 061 [0.26 [ 141 [193 [ 106 [104 [ 129 [109 [ 153 [ 129 [L111 [070 [ 0.80 0.29 122 [052 [0.98
6 [0.82 [0.73] 080 [0.64 068 [052 052 [027 [ 160 [173 [ 1.29 [085 [ 1.07 [089 [ 240 [ 220 [118 [063 [ 0.84 0.60 166 | 0.87 [0.87
8 [078 W 0.70 [0.60 [ 0.78 [ 0.46 057 [031 [ 165 [205 [ 096 [073 [ 094 [071 [ 240 [ 220 [1.28 [0.48 167 [066 [0.78
12 [0.49 W 1.00 [0.76 [ 0.79 [0.56 0.44 [0.36 068 [065 [ 091 [070 [ 240 [ 155 [069 [0.43 172 [089 [0.85
28 [120 W| 121 [0.98[ 084 [ 049 059 [052 [051 [034 [ 073 [039 [ 146 | 125 [096 | 045 W'W

Woche |#411* I@#S%* #532 [#532* |Prince |Prince* |Pinto |Pinto* |Sandy |Sandy* |Snow. |Snow.* [Lucky [Lucky* | N [Median [Mittelw.| S | SFM [Median* |Mittelw.* | S*  [SFM*

0 [028 @ 0.95 [0.49[ 039 [091 [ 0.34 [049[ 043 [035 [ 0.02 [045 [ 0.03 [040 [ O 20 [ 046 [ 055 [034 [008 [ 033 0.36 028 [0.06
4 [o40 [291] 119 |m| 135 [166 [ 0.76 [101[055 [138 [ 063 [128 [ 065 [112 [ 048 [ 20 [ 120 | 127 [052 [012 [ 068 0.81 043 [ 01
6 |0.26 174 [ 121 [092[060 [047 [ 027 [126 [ 056 [0.96 [ 055 [ 17 [ 096 | 112 [050 [012 [ 063 0.79 051 [012
8 [052 172 [ 089 [098[049 [042 [ 023 [122 [ 054 [077 [ 036 [ 16 [ 095 [ 11 [052 [013 [ 056 0.74 057 [014
12 [029 133 [ 053 [0.65[ 064 [045 [ 018 [103 [ 0.35 [088 [ 0.34 | 15 [ 085 [ 096 [053 [014 | 056 0.59 033 [0.09




Inhaltsverzeichnis

28 |l.31 | 0.35 |0.59 I 0.40 |0.47 | 0.16 |0.96 | 0.28 |O.63 | 0.18 | 14 I 0.90 | 0.93 |0.36 |0.10 I 0.43 I 0.54 | 0.35 |0.09

N=Umfang der Gruppe Mittelw.=Mittelwert S=Standardabweichung SFM=Standardfehler des Mittelwertes

Tab. A6: IgA-Konzentration der Nasengangsspulproben (g/ml)

Woche | #1 | #2 | #3 | #4 | #5 | #6 | #7 | #8 | #9 | #10 | #43 | #59 | #411 | #528 | #532 |Prince | Pinto [Sandy | Snow |Lucky | N Median |Mittelw. | S SFM
0 14 | 45 | 32 | 131 | 14 | 113 | 243 | 67 | 121 | 112 | 55 | 83 108 47 152 257 41 105 27 182 20 94 97 70 16
4 32 | 32 |28 15 | 126 | 121 | 128 | 140 | 46 | 63 |212 | 137 80 45 8 127 23 92 18 2 81 57 14
6 121 | 78 | 74 174 | 125 | 182 | 132 | 143 | 184 | 122 | 162 | 360 187 60 109 176 221 17 143 154 69 17
8 71| 23 | 27 173 125 | 155 | 68 | 290 94 380 245 82 51 216 255 15 125 150 107 28
10 55 [ 22 | 20 40 133 | 71 | 86 | 196 95 162 293 45 109 135 163 15 95 108 75 19
12 22 | 10 | 14 26 133 | 22 | 33 | 99 | 29 | 155 145 38 v 49 175 15 38 68 58 | 15
28 17 | 23 | 15 58 259 | 44 | 52 | 110 | 310 398 41 203 33 238 14 55 129 128 | 34

N=Umfang der Gruppe
S=Standardabweichung
SFM=Standardfehler des Mittelwertes

Tab. A7: 1gG-Konzentration der Nasengangsspulproben (g/ml)

Woche [ #1 [ #2 [ #3 [#4 [#5 [#6 [ #7 [ #8 [ #9 [#10 [#43 [#59 [ #411 [ #528 [ #532 [Prince [ Pinto [Sandy [ Snow [Lucky [ N [ Median [Mittedlw. [ S [ SFM™
0 3 8 [14 [ 3 8 [12 7 [12[8 4 [23 4 9 7 9 5 5 5 11 20 7 8 5 1
4 4 [ 4 3 [14[42[13]0 5 [0 [22] 4 14 7 0 16 4 14 18 1 14 14 3
6 2 [17 [ 6 BB [ [B[O0 [14[12]17 | 14 18 7 4 9 14 17 14 13 6 1
8 14 [ 7 4 18 17 [14 [ 24 [ 18 12 [ 14 20 8 4 17 14 15 14 14 6 2
10 5 0 0 6 21 [ o 5 [ 14 11 7 12 4 6 14 15 6 7 6 2
12 0 0 5 14 [ 2 2 7 [3 ] 1 12 2 4 11 15 4 5 41
28 0 0 0 3 1 [ 7 5 5 | 9 11 4 7 9 14 5 5 4 | 1

N=Umfang der Gruppe
S=Standardabweichung
SFM=Standardfehler des Mittelwertes

Tab. A8: M-Protein-spezifische lokale |gA-Aktivitat (EL1SA O.D.-Einheit/mg Gesamt-1gA)

Woche [ #1 [ #2 [#3[#4 [ #5 |[#6 [#7 [ #8 [#9 [#10 [#43 [#59 [ #41l | #528 [ #532 [ Prince | Pinto [ Sandy [Snow [Lucky [ N | Median [ Mittew. [ S [ SFM
0 Boj [ 11 [9[5 [([04 [6[5 [ 1 [1[4 [9 [9 [ 17 9 6 9 1 2 20 3 18 6 7 5 [ 001
4 17 24 |T 0 [29[e6[20 [5 |T|T|T 2 [ 1B 45 0 5 24 19 IF| 18 19 17 [ o001
6 1 1 |ﬁ 10 |[85[50 [ 94 [14 [60 [104 [ 49 [ 36 32 10 4 14 29 [17 29 37 32 [ 001
8 20 16 [13 17 49 [60 [9 [41 26 [ 29 23 6 83 19 27 [15 23 29 21 [ 001
10 1[4 |3 62 B[62 [3 58 24 [ 46 18 4 21 10 43 [15 24 59 122 [ 0.03
12 8 [[1070] W 50 18 [256 [ 4 W W]T 29 6 17 16 31 [ 20 44 63 [ 007
28 14 [ 60 [15 21 765 [o[13 [11 8 13 8 1 1B (1] 13 18 21 [ 0.00

|N=Umfang der Gruppe

S=Standardabweichung

SFM=Standardfehler des Mittelwertes

[ 1= Unber(icksichtigte Extremwerte aufgrund extrem geringen 1gA-Gesamtgehaltes

Tab. A9: M-Protein-spezifische lokale | gG-Aktivitat (ELISA O.D.-Einheit/mg Gesamt-1gG)

Woche [ #1 [ #2 W # [ #5 W]W # [ #9 [#10 [#43 W #411 [ #528 [ #532 [ Prince | Pinto | Sandy [ Snow [ Lucky [ N [ Median [ Mittelw. [ S [ SFM
0 0 [100[123[ 0 0 W 60 [45 [ 80 [31 [ 0 [187 [ 111 60 | 82 247 [ 80 | B3 0 |T|T 57 66 66 | 0.01
4 167 [ 190 [ 79 0 [209[313[143[ 0 [147 [262 [233 [ 305 [ 229 91 0 127 79 124 [18[ 145 150 98 [ 0.01
6 123 [ 218 [120 148 [443[369 [381 [ 0 [267 [415 [502 [ 440 250 [ 364 [ 254 [ 473 [ 151 [17 [ 267 289 [148 [ 0.01
8 107 [200 [ 95 247 [280 [354 [ 320 [403 360 [ 267 [ 191 [385 [ 206 [ 645 | 188 [15| 267 283 [ 138 [ 0.01
10 67 [0 [0 40 277 [0 [147 [231 238 [ 182 w0 [127 [ 70 304 [ 113 [15] 127 131 [102 [ 0.03
12 13[0[o0 40 133 [560 [ 40 [182 300 [ [3125] 230 [ 400 [ 95 107 [ 130 [14[ 119 159 [165 [ 0.07
28 o [0 o 0 40 [27 [ 0 [0 140 178 0 18 16 53 [14 17 39 57 [ 0.00

N=Umfang der Gruppe

S=Standardabweichung

SFM=Standardfehler des Mittelwertes

[ 1= Unbertcksichtigter Extremwert aufgrund extrem geringen 1gG-Gesamtgehaltes

Liste Al: Aufgrund drusebedingter Komplikationen euthanasierte Pferde
#4
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Liste A2: In der 11. Woche inokulierte Pferde
#1

#3

#5

#7

#8

#9

#10
#411
Prince
Pinto
Sandy
Snowflake
Lucky

Abb. A1-A18: S. equi M-Protein-spezifisches Serum IgG (*nach Adsor ption) der Versuchsgruppe im Hauptver such
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Wiochen des Hauptwersuches

= Experimentelle intranasale S. equi-Inokulation
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Der Mal3stab der y-Achse orientiert sich am Mittelwert der Positivkontrolle (1,39) mit Ausnahme der Abb. 5, 8, 10 und 12 mit extrem hohen EL|SA-Werten.

Abb. A19-A35: S. equi M-Protein-spezifischeslokales 1gG und IgA der Versuchsgruppe im Hauptver such
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Abb. 36: 1gG-Aktivitat in den Nasengangsspiilproben
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Abb. 37: 1gA-Aktivitat in den Nasengangsspulproben
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11.2. Nahrbdoden
Todd-Hewitt-Bouillon

Typische Zusammensetzung (g/l)
Fleischinfusion (aus 450q fettfreiem
Hackfleisch) 10,0

Caseinpepton 20,0

Glucose 2,0

Natriumbicarbonat 2,0
Natriumchlorid 2,0
Dinatriumhydrogenphosphat 0,4
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pH 7,8+ 0,2

Columbia-CNA-Selektivnahrboden

Columbia-Agar-Basis

Typische Zusammensetzung (g/l)
Spezialpepton 23,0

Stérke 1,0

Natriumchlorid 5,0

Agar 10,0

pH 7,3+0,2

Staphylococcen/Str eptococcen-Selektiv-Supplement
Nalidixinsaure 7,5 mg

Calistin 5,0 mg

fur 500ml N&hrboden.

Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar (CASO-Agar)

Typische Zusammensetzung (g/l)
Pepton aus Casein (Trypton) 15,0
Pepton aus Sojamehl 5,0
Natriumchlorid 5,0

Agar-Agar 15,0

pH 7,3+ 0,1

11.3. Lésungen und Puffer

11.3.1. Entnahmeund Verar beitung von NasengangsspUilproben
Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7,2

3,89 g Na,HPO,

1,50 g NaH,PO,

29,60 g NaCl

ad 4 Liter Aquabidest.

100% gesattigte Ammoniumsulfatldsung, pH 7,6
770 g (NHy), SO4

ad 1 Liter Aquabidest.
Mit 5 M HCI auf pH 7,6 einstellen.

11.3.2. Agar ose-Gel-Elektrophorese
Tankpuffer (4x konzentriert), pH 8,5
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24,09 Tris
115,29 Glycin
8,09 SDS
ad 2 Liter Aqua bidest.
Probenpuffer (2x konzentriert), pH 6,8
2,5ml 0,5M Tris-HCI, pH 6,8
4,0 ml 10% SDS

2,0 ml Glycerin

1,0 mg Bromphenolblau

ad 10 ml Aqua bidest.
Extraktionspuffer, pH 8,0
7.889 Tris-HCI
0.37gEDTA

ad Liter Aqua bidest.

11.3.3. SDS-PAGE
10 %iges Trennge (30 ml)
11,90 ml H,O

10,00 ml 30% AA/BA (29,2% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid)
7,50 ml Trenngelpuffer (1,5M Tris, pH 8,8)

0,30 ml 10% SDS (Natrium-Dodecylsulfat)

0,30 ml 10% APS (Ammoniumpersulfat)

0.012 ml TEMED (Tetramethylethylendiamin)

30% Acrylamid/Bisacrylamid

146 g Acrylamid

4 g Bisacrylamid
ad 500 ml Aqua bidest.

Trenngelpuffer, pH 8,8
=15M Tris, pH 8,8
73,59 Tris

22,59 Tris-HCI

ad 500 ml Aqua bidest.

5 %iges Sammelgel (10ml)
6,80 ml H,0
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1,70 ml 30% AA/BA

1,25 ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris, pH 6,8)
0,20 ml 10% SDS

0,10 ml 10% APS

0.01 ml TEMED

Sammelgelpuffer,

=05M Tris, pH 6,8

1,459 Tris

37,80 g Tris-HCI

ad 500 ml Aqua bidest.

Tankpuffer (4x konzentriert), pH 8,5
s 11.3.2.

Probenpuffer (2x konzentriert), pH 6,8
s 11.3.2.

Remazolblau-gefarbter HMW-Marker

3 mg High Molecular Weight Standard Mixture (Sigma)
3001 0.15M NaCl

751 1M Na,HPO,

75| 1 %ige Remazolblau-L6sung in 10% SDS

11.3.4. Western-Blotting

Transferpuffer (25x konzentriert), pH 6,5

47,54 g NaH,PO,

22,14 g Nap,HPO,

ad 1 Liter Aquabidest.

0,05% PBS-Tween 20 (PBST), pH 7,2
2,01 PBS(s. 11.3.1)

1,0 ml Tween 20 (Polyoxyethylen-Sorbitan-Monol aurat)
Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7,2
(s.11.3.1)

Substratldsung

5 ml Methanol

5 mg 4-Chloro-1-Naphthol

25 ml PBS

301 H,0,

11.35.ELISA
Beschichtungspuffer
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=0,06 M Carbonatpuffer, pH 9,2
0,27 g Na,COg
2,27 gNaHCO4
ad 500 ml Aqua bidest.

Waschpuffer

=0,05% PBST, pH 7,2
(siehe11.34))
Blockierungspuffer

= 2% fettfreies Trockenmilchpulver in PBST
2,0 g fettfreies Trockenmilchpulver

100 ml 0,05% PBST (s.11.3.4.)
Substratldsung

5 mg OPD

401 1 M HCI

101 30% H,0,

in 10 ml Phosphat-Citrat-Puffer (pH 5)
Phosphat-Citrat-Puffer, pH 5,0

25,7ml 0,2 M Na,HPO,

24,3 ml 0,1 M Zitronensaure

ad 100 ml Aqua bidest.
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