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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Biologie der Sarcoptes-Milbe

2.1.1 Taxonomie

Als zahlenm&Rig groRte und in Human- und Veterinarmedizin bedeutungsvollste
Unterklasse der Arachnida zeigen die Acari grol3e Gestaltenfllle. Sie haben sich
verschiedenen Lebensbedingungen angepasst (an Pflanzen, Tieren und Menschen)
und alle Lebensrdaume besiedelt. Nach Hiepe und Ribbeck (1982) werden die

Sarcoptes-Milben folgender Systematik zugeordnet:

Stammgruppe Articulata - Gliedertiere
Stamm Arthropoda - Gliederfuliler
Abteilung Amandibulata - Kieferlose
Unterstamm Chelicerata - Fuhlerlose
Klasse Arachnida - Spinnentiere
Unterklasse Acari - Zecken und Milben

Uberordnung Anactinotrichida

Ordnung Astigmata
Uberfamilie Sarcoptidae - Raudemilben
Familie Sarcoptidae

Gattung Sarcoptes - Grabmilben

In der Fachliteratur existieren unterschiedliche Meinungen Uber die Klassifizierung
der Sarcoptes-Milben. Unter den Autoren ist die Auffassung dartiber geteilt, ob die
bei den verschiedenen  Wirtsorganismen  auftretenden  Sarcoptes-Milben
eigenstandige Arten (z.B. Sarcoptes scabiei - Kratzemilbe des Menschen; Sarcoptes
canis - Raudemilbe des Hundes) darstellen, oder ob es sich um Varietaten einer Art
(z.B. S. scabiei var. hominis; S. scabiei var. canis) handelt (Hiepe und Ribbeck,
1982). Das Problem liegt darin, dass nicht jeder Wirt seine eigene Sarcoptes-Art hat,

die morphologische Ahnlichkeit sehr groR ist und Kreuziibertragungen moglich sind.
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In der Fachliteratur werden 30 Arten sowie 15 Varietaten von Sarcoptes scabiei
beschrieben neben etwa 40 Wirten, einschlie3lich dem Menschen, aus 17 Familien
und 7 Ordnungen der S&ugetiere, die fiur Sarcoptes-Milben empfanglich sind (Fain,
1990). Es ist anzunehmen, dass das breite Wirtsspektrum Ausdruck einer
besonderen physiologischen Adaptationsfahigkeit ist und somit die Erklarung fir die
sehr ausgepragte innerartliche morphologische Variabilitat darstellt (Andrews, 1983).
Die Variabilitat innerhalb der einzigen anerkannten Spezies Sarcoptes scabiei aul3ert
sich durch drei Kriterien: Wirtsvariabilitdt, individuelle Variabilitdt innerhalb eines
Stammes sowie geographische Variabilitat (Fain, 1978) und ist Ausdruck einer noch
nicht vollendeten Adaptation. Die Haut der verschiedenen Wirtsorganismen bietet
den Erregern in chemischer und  physikalischer  Hinsicht  variable
Lebensbedingungen, an die sich die Sarcoptes-Varietaten adaptiert haben. Nach
Auffassung von Kobulej (1955) war jedoch im Zuge der Haustierdomestikation und
dem damit einhergehenden standigen Wirtswechsel phylogenetisch eine Fixierung
bestimmter Eigenschaften und somit eine Artdifferenzierung nicht moglich.

Durch direkten Kontakt oder durch Teilung und Nutzung gleicher Habitate kam es
auch zur Ubertragung an freilebende und in Gefangenschaft gehaltene Wildtiere.
Dementsprechend ist die morphologische und physiologische innerartliche
Variabilitst von Sarcoptes scabiei sicherlich auch als Resultat permanenter
Kreuzungen sowohl von Stdmmen des Menschen als auch seiner Haustiere zu
betrachten. Daraus ist die epidemiologische Konsequenz abzuleiten, dass Haustiere
aufgrund der langen Adaptation sowie des meist rdumlich engen mittelbaren und
haufig direkten Kontaktes, insbesondere von Hunden, eine Ansteckungsquelle fir

den Menschen darstellen kénnen.

2.1.2 Ontogenese und Morphologie

Uber die Dauer der gesamten Entwicklung unter glnstigen Umweltbedingungen
findet man in der Literatur unterschiedliche Angaben. Sie reichen von 10 (Mumcuoglu
und Rufli, 1982) bis 14 Tage (Eichler, 1980; Hiepe und Ribbeck, 1982) fir die
mannlichen und 15 (Mumcuoglu und Rufli, 1982; Van Neste, 1986) bis 21 Tage
(Bornstein, 1995; Eichler, 1980) fur die weiblichen Milben. Die Entwicklung verlauft
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Uber drei aktive Stufen - vom Ei Uber Larve (sechsbeinig), Proto- sowie Teleonymphe
(achtbeinig) zu den Adulten (Kutzer 1992; Arlian, 1989).

Ei Larve Protonymphe Teleonymphe Q Adultmilbe ¢

Abb. 1: Entwicklungsstadien der Sarcoptes-Milbe
(Mehlhorn, H.: Parasitology in Focus)

In der Literatur existieren im wesentlichen drei unterschiedliche Meinungen zum
Entwicklungszyklus von Sarcoptes scabiei.

Der Entwicklungszyklus beginnt mit der Grabtatigkeit begatteter weiblicher
Adultmilben, die bis zum Stratum granulosum, mitunter sogar ins Stratum spinosum
ihre Tunnel graben und dort taglich 2-3 Eier ablegen. Die Larven schlupfen in den
Bohrgangen, wo sie nach Kutzer (1970) groRtenteils verbleiben, bis sie sich zu
Protonymphen und anschlieRend zu Teleonymphen hauten. Erst die Teleonymphen
gelangen auf die Hautoberflache, wobei sich die mannlich determinierten Nymphen
sofort zu Adultmilben h&uten und noch die weiblichen Teleonymphen auf der
Hautoberflache begatten. Erst nach der Kopulation hauten sich dann auch die
weiblichen Teleonymphen zu Adultmilben.

Nach Mumcuoglu und Rufli (1982) verlassen die Larven die Bohrgange und
entwickeln sich auf der Hautoberflache nach 3-4 Tagen direkt zu mannlichen
Adultmilben oder nach etwa 8 Tagen uber weibliche Teleonymphen zu weiblichen
Adultmilben.

Nach Mellanby (1977) und rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen von
Van Neste (1981, 1985, 1986), verlassen die geschlupften Larven ebenfalls den
Hauttunnel, bohren sich in die N&he von Haarfollikeln oder in Hautfalten oberflachlich
ein, hauten sich zu Nymphen und entwickeln sich ohne zweites Nymphenstadium zu

mannlichen und weiblichen Adultmilben. Anschlieend suchen und begatten die
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mannlichen Milben ihre weiblichen Geschlechtspartner. Die weiblichen Adultmilben
halten sich zunachst in kleinen Bohrgangen auf, kehren nach der Kopulation auf die
Hautoberflache zuriick und graben sich dann einen permanenten Bohrtunnel zur
Eiablage.

Wahrend die méannlichen Milben nach der Kopulation sterben (Folz, 1984), leben die
weiblichen Adultmilben 3-6 Wochen (Moriello, 1987; Bornstein, 1995) und legen in
dieser Zeit in den benannten Bohrgéangen etwa 50 Eier ab (Barriga, 1981).

Der Korper der Sarcoptes-Milbe hat die Form einer Schildkrote. Ventral ist er
gewolbt, dorsal ist er abgeflacht und an der Oberflache mit kraftigen Dornen,
zahlreichen kutikularen Hautschuppen und schrdg gefurchten kutikularen Riefen
versehen (Arlian, 1989). Von den acht Beinen (berragen nur die beiden
stummelférmigen vorderen Beinpaare den seitlichen Koérperrand. Die hinteren
Beinpaare weisen distal an den Tarsen lang ausgezogene Borsten auf (Krail3 und
Kraft, 1987).

Abb. 2: Sarcoptes scabiel
A: Dorsalansicht der weiblichen Adultmilbe
B: Ventralansicht der mannlichen Adultmilbe
(Soulsby, E.: Helminths, Arthropods and Protozoa of Domesticated Animals)
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Die Larven sind etwa 140 — 210 x 100 — 160 um grof3, die Protonymphen 180 — 300 x
130 — 250 pm. Die weiblichen Adulten Ubertreffen mit 300 - 515 pm Léange und 225 -
400 um Breite die Kérpermal3e der mannlichen Adultmilben (205 - 285 um L&nge,
145 - 210 pm Breite).

Zur geschlechtlichen Differenzierung dienen die auf einem ungegliederten Stiel
sitzenden Haftscheiben, die sich bei den weiblichen am 1. und 2. und bei den

mannlichen Milben zusatzlich am 4. Beinpaar befinden.

2.2 Epidemiologie

Die Epidemiologie befasst sich mit der Untersuchung der Entstehung von
Krankheiten, den Ursachen, der Haufigkeit des Auftretens, ihrer Ausbreitung und der
gegenseitigen Ubertragung in Populationen. Nicht nur die kranken, sondern auch die
klinisch inapparent infizierten sowie die gesunden Mitglieder einer Population
charakterisieren den Status der Untersuchungseinheiten und werden in die
epidemiologischen Untersuchungen mit einbezogen (Rolle und Mayr, 1993).

Die Sarcoptes-Raude ist weltweit verbreitet und wird hauptsachlich durch den
Kontakt von Tier zu Tier nach dem horizontalen und vertikalen Infektionsprinzip
Ubertragen. Der Milbentransfer Uber direkten Hautkontakt schlief3t nicht nur Hunde,
sondern auch Beute- und Jagdtiere sowie andere Haus- und Nutztiere ein.
Diejenigen Hunde, bei denen die Sarcoptes-Réaude nicht erkannt wird, stellen eine
bedeutende Infektionsquelle dar, da sie durch Fehlbehandlungen zu latenten
Parasitentragern werden.

Bei der indirekten Ubertragung spielen die Benutzung milbenkontaminierter
Lagerstatten, Birsten, Kadmme und anderer Gegenstdnde eine grol3e Rolle.
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Larven, Nymphen und Adultmilben haufig
die gegrabenen Géange verlassen, auf der Haut umherlaufen (Kutzer, 1970;
Mumcuoglu und Rufli, 1982) und somit durch Herabfallen neue Tiere befallen
kdnnen.

Nach Krail3 und Kraft (1987) soll sich das Angehen der in ihrer Herkunft artfremden
Sarcoptes scabiei-Milben bei Hunden aus der potentiellen morphologischen und

physiologischen Typenvielfalt des Stammes erklaren, die stets eine Kombination von



8 2 Literaturiibersicht

Varianten reprasentiert und so auch hunde-adaptationsfahige Milben einschlief3t.
Wenn die Reaktionslage des neuen Wirtes ein Angehen und eine ausreichende
Vermehrung der Milben beglnstigt, kbnnen die zunachst mengenmaldig wenigen
hunde-adaptierten Sarcoptes-Milben eines urspringlich artfremden Stammes im
Laufe der Zeit dominieren und so eine klinisch manifeste Raude hervorrufen.

Folgende Pradispositionen beginstigen das Angehen der Raude: Vitamin A-Mangel,
EiweilBmangel, Kalziumliberschuss und Phosphormangel im Futter, starker
Wurmbefall und Resorptionsstérungen.

Durch das zoonotische Potential der Sarcoptes-Raude sind die Personen, die
standigen Kontakt mit rAudigen Haustieren haben, fur eine Infektion pradisponiert. So
ist zum Beispiel Sarcoptes canis ohne weiteres auf den Menschen Ubertragbar
(Kobulej, 1955) und tritt nach Werth (1977) und Fain (1990) am haufigsten als
Verursacher der Skabies beim Menschen auf. Stof3en die Milben auf fir sie
geeignete Lebensbedingungen, so loésen sie je nach Veranlagung und
Befallsintensitéat beim Erkrankten eine sogenannte Scheinrdaude (Pseudoskabies)
aus. Das bedeutet, dass sich die wirtsfremden Sarcoptes-Arten am Menschen nicht
dauerhaft ansiedeln kénnen und nach 2-3 Wochen absterben (Kutzer, 1966).

Wichtige Voraussetzung fir eine erfolgreiche Infestation durch wirtsungebundene
Milben ist ein okologisches Toleranzvermdgen, das ein Uberleben auBerhalb des
Wirtes zumindest kurzfristig bei gleichzeitig erhaltener Infestationsfahigkeit
gewadhrleistet. Relative Luftfeuchtigkeit und Umgebungstemperatur sind dabei fir die
Sarcoptes-Milben ausschlaggebend, da sie empfindlich auf Austrocknung reagieren.
Die Austrocknungsgefahr ist bei relativ niedrigen Temperaturen und hoherer
Luftfeuchtigkeit am geringsten (Tab. 1).

Unter glnstigsten Bedingungen leben die weiblichen Milben 4-6 Wochen (Bornstein,
1995), die mannlichen sterben nach Folz (1984) direkt nach der Kopulation, nach
Eichler (1980) betragt ihre Lebensdauer etwa 2 Monate.
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Tab. 1: Einfluss von Temperatur und relativer Luftfeuchtigkeit auf die

Uberlebensdauer der Sarcoptes-Milbe (nach Arlian et al., 1984a)

Temperatur Luftfeuchtigkeit Uberlebensdauer
25°C 97 % 35 Stunden
25°C 25% 13,5 Stunden
20°C 97 % 19 Tage
20°C 25 % 30 Stunden
10°C 97 % 19 Tage
10°C 25 % 3 Tage
50 °C 75 % 10 Minuten

-25°C 50 % 1 Stunde

Bei verschiedenen Untersuchungen zeigte sich, dass die Sarcoptes-Milben
mindestens fir die Halfte bis zu zwei Drittel ihrer Uberlebenszeit auBerhalb des
Wirtes noch infektids bleiben. D.h., sie kdnnen sich auch dann noch in die Haut des
neuen Wirtes eingraben und sich dort vermehren (Arlian, 1989).

AulRerhalb des Wirtes vermdgen die Milben spezifische Wirtsreize zu perzipieren und
gezielt orientiert zu beantworten, wobei thermische Stimuli im unmittelbaren
Kontaktbereich bis ca. 5 cm Entfernung zur Hautoberflache die Suchaktivitat
bestimmen, die Milben also zun&chst primar dem Warmegradienten folgen. In
weiterer Distanz vom Wirt stellen abgestrahlte Duftstoffe die wesentliche Reizqualitat
dar (Arlian et al. 1984c). Der Aktionsradius der Milben abseits des Wirtes
Uberschreitet in der Regel kaum einen Meter (Kutzer, 1992). Sie kdnnen sich auf
glatten Unterlagen besser als auf rauhen fortbewegen. AufRerdem bevorzugen sie
dunkle, nicht der unmittelbaren Sonneneinstrahlung ausgesetzte Areale. Bei
Temperaturen unter 8 °C bewegen sich die Sarcoptes-Milben nicht (Kutzer, 1966).
Abseits des Wirtstieres Uberleben die Sarcoptes-Milben meist keine 10 Tage (Kutzer,
1992).
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Uber die Fahigkeit die Haut zu penetrieren verfiigen alle Stadien. Larven bohren sich
mit nur 9 min wesentlich schneller vdllig ein als Nymphen (13 min) sowie mannliche
und weibliche Adultmilben mit 17 bzw. 23 min (Arlian et al., 1983).

2.3 Pathogenese und Klinik der Sarcoptes-Raude

Bei der Sarcoptes-Raude ist die Gesamtheit der postembryonalen Stadien der
Parasiten an den pathogenen Vorgangen beteiligt, wobei sich ein Ubergang vom
Ekto- zum Endoparasitismus vollzient. Die Sarcoptes-Raude beféallt den Hund
unabhangig von Geschlecht, Alter, Rasse und Haarlange. Alle Schichten der
Epidermis dienen als Infestationsareal (Gothe, 1985), die Milben zeigen aber eine
deutliche Vorliebe fur bestimmte Koérperregionen. Diese Préadilektionsstellen sind
Kopf (insbesondere Nasenriicken, Ohrrander, Ohrgrund, Umgebung der Augen) und
Hals, ebenso Ellenbogen, Sprunggelenk und weichhautige Korperstellen wie
Unterbauch und Innenschenkel (Hiepe, 1982). Durch die Beweglichkeit der Milben
breitet sich die Infektion auf benachbarte Gebiete aus und generalisiert schlief3lich.
Nach der Begattung der weiblichen Nymphen beginnt deren Grabtatigkeit in die Haut
und damit auch die Kaskade der pathogenen Einwirkung. Mit ihren Chelizeren und
unter Einfluss der Speicheldrisensekrete bohren sich die Milben in die Haut und
schaffen sich die erforderliche Bewegungsfreiheit. Dabei kommt es zur Ruptur von
Interzellularbriicken, Zellolyse und Akantholyse. In den bis zu 1 cm langen Tunneln
lassen die weiblichen Milben an amorphem Material haftende Eier und
Kotbestandteile zuriick. Bei ihrer Passage durch unvollstandig differenzierte
Epidermisschichten kommt es zur Parakeratose, da die luftexponierten
Epidermalzellen einer gestotrten Enddifferenzierung unterworfen sind (Asselineau et
al., 1986). Durch die Grabgénge dringt Luft in das Gewebe ein, was dazu fuhrt, dass
die Zellen teilweise von ihrer Unterlage abgehoben werden und infolge mangelhafter
Ernahrung verhornen (Dahme und Weiss, 1988).

Als Nahrung dienen den Milben aufgeléste Hornzellen und Gewebsflissigkeit, die in
die Grabgange sickert (Arlian et al.,1988c). So kommt es zur Verteilung l6slicher
Sekrete und Exkrete der Milben, die in den Hautschichten Entziindungs- und

Immunreaktionen hervorrufen. Das abgesonderte toxische Material und die Sekretion
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allergischer Substanzen fuhrt zur Sensibilisierung des Wirtsorganismus (Anderson,
1979) und sekundar zu allergischen, bakteriellen und traumatischen Prozessen
(Dahme und Weiss, 1988). Die Inkubationszeit verlauft zunachst symptomlos und
variiert zwischen zwei bis acht Wochen (Niemand und Suter, 1989). Sie ist abh&ngig
von der Zahl der Ubertragenen Milben, der Infestationsstelle und der Empfanglichkeit
des Wirtes (Moriello, 1987). Dann tritt bei den raudekranken Hunden starker Juckreiz
auf, der sich nachts und in warmer Umgebung verstarkt. AuRerlich zeigen sich
Erytheme, Papeln und Schuppen, Haarverlust, kleine hamorrhagische Krusten,
Falten und dicke, mit Rissen durchsetzte Borken. Der sich kontinuierlich
verstarkende Pruritus fihrt dazu, dass sich die Hunde kratzen, scheuern und
benagen. Somit kommt es zu flachenhaften Exkoriationen und Exsudationen, die mit
Austrocknung der Haut und weiterer Krustenbildung einhergehen (Newcomb et al.,
1987).

Abb. 3: Klinisches Bild der Sarcoptes-Raude beim Hund: Generalisierter Befall mit
deutlich sichtbaren Pradilektionsstellen

(Wilkinson/Harvey: Farbatlas der Hautkrankheiten bei kleinen Haustieren)
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Ob es nun zu einer klinisch manifesten Infektion oder zur Selbstheilung kommt, ist
abhéngig von der Abwehrlage des Wirtes und der Wirksamkeit seiner Reaktionen auf
die Sarcoptes-Milben. Diese Reaktionen werden von Signalen der geschadigten
Haut und dem aktivierten Immunsystems gesteuert (Neste, 1978). Sie haben zum
Ziel, den Milben die Nahrungsquelle zu entziehen und ihre Bohrtatigkeit und
Vermehrung zu verhindern. Der Wirtsorganismus versucht dies durch vermehrte
Bildung von Hornepithelien (Hyper- und Parakeratose), worauf die Milben mit
vermehrter keratolytischer Speichelsekretion antworten. Konstantinov und Stanoeva
(1976) sehen diese milbenbedingten Hautveranderungen als Ursprung eines
Circulus vitiosus, da sie optimale Bedingungen fur eine Milbenvermehrung darstellen.
Die Retention der dicht gepackten parakeratotischen Zellen ermdéglicht die
Entwicklung zahlreicher Eier, die bei normaler Verhornung noch vor der
Larvenreifung mitabgeschilfert wirden. Gelingt es dem Wirt nicht, sich auf diese
Weise von den Parasiten zu befreien, beginnt die zweite Phase der Pathogenese.
Diese ist von allergischen Reaktionen — einer Sofortreaktion unter Beteiligung von
Antikorpern, sowie einer Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzdgerten Typ - gepragt
(Gothe, 1985). Durch massenhafte Erregervermehrung wird die Sarcoptes-Raude
chronisch und die beschriebenen hyper- und parakeratotischen Erscheinungen
generalisieren (Martineau et al., 1987).

Eitrige Entzindungen konnen durch Sekundéarinfektionen mit Staphylokokken
und/oder Streptokokken entstehen. Kommt es durch diese Superinfektion zur Bildung
und Ablagerung von Immunkomplexen, konnen akute Glomerulonephretiden und
dermale Vaskulitiden auftreten (Kraif3 und Kraft, 1987).

Durch Hautblutungen kombiniert mit exogenem Eisenverlust entwickelt sich eine
Anamie, die wahrscheinlich primar als Eisenmangelanamie zu erklaren ist. Zu den
Hautblutungen kommt es durch standige Desquamation der Hautepithelien,
Hautabschirfung und —abblatterung. Der exogene Eisenverlust ist bedingt durch
verminderte Futter- und Wasseraufnahme wegen der schmerzhaften raudebedingten
Rhagaden im Mundbereich und durch eine allgemeine Anorexie aufgrund des
starken Juckreizes.

Wenn mehrere Hunde in einem Haushalt leben, ist davon auszugehen, dass alle
milbeninfiziert sind, auch wenn nicht jedes Tier die entsprechenden Symptome

aufweist. Auch andere im gleichen Haushalt lebende Tiere und Menschen kdnnen
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sich infizieren. Sarcoptes-Milben wechseln von einem Wirt auf einen Trager anderer
Art nur dann, wenn sie die fir sie geeigneten Lebensbedingungen vorfinden. Sind
diese ginstig, so kdénnen sie je nach Veranlagung und Befallsintensitat auch beim

Menschen eine Scheinraude (Pseudoskabies) auslésen.

Abb. 4: Skabies beim Menschen. Sekundérinfizierte Herde im Bereich der
Handinnenflache

(Pschyrembel Klinisches Worterbuch)

Es kommt zu juckendem, papuldren Hautausschlag an den Unterarmen und den
Héanden, an der Brust oder am Bauch. Jedoch sind die wirtsfremden Sarcoptes-
Milben nicht in der Lage, sich am nicht adaquaten Wirt dauerhaft anzusiedeln
(Kutzer, 1966). Sie uberleben dort in der Regel 14 Tage, seltener bis 24 Tage.
Solche Scheinrauden werden vielfach durch sekundare bakterielle Infektionen oder
allergische Reaktionen verschlimmert und tduschen dadurch eine echte Raude vor,
bzw. bewirken, dass die Hautveranderungen nach dem Absterben der Milben erst
nach 3-4 Wochen abheilen (Kutzer und Grinberg, 1969).
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Wird die Infektionsquelle nicht beseitigt, kommt es standig zu einem Uberwechseln
der Sarcoptes-Milben vom Wirtstier auf den nichtadaquaten Wirt Mensch. Dadurch
wird ebenfalls eine dauerhafte Ansiedlung der Raudeerreger vorgetauscht.

Fain (1990) spricht neben den sich erfahrungsgeman selbst limitierenden Sarcoptes-
Infestationen auch von mitunter fir eine langere Zeitdauer persistierenden

Befallserscheinungen.

2.4 Immunologie der Sarcoptes-Raude

Parasiten schadigen den Wirtsorganismus nicht nur aufgrund ihrer Lebensweise,
sondern auch durch das Hervorrufen allergischer Reaktionen gegen ihre antigen
wirkenden Sekrete und Exkrete (Moriello, 1991).

Untersuchungen ergaben, dass besonders die Ag der Sarcoptes-Milben, die sich im
Speichel und im fékalen Material befinden, fir die Immunreaktionen des
Wirtsorganismus verantwortlich sind. Bestatigt wurde dies durch histologische
Untersuchungen, bei denen speziell im Bereich des Kopfes und der Anal6ffnung der
Milben zellulare Infiltrate in grof3er Zahl gefunden werden konnten (Arlian et al.,
1994a).

Die Gewebsflussigkeit, die in die Grabgange der Milben sickert, stellt das Medium
dar, durch das die loslichen Anteile der Milben-Ag verbreitet werden. Diese Ag
provozieren eine Immunantwort des Wirtes, indem sie auf humoraler und zelluléarer
Ebene eine immunologische Reaktionskette induzieren.

Bei Erstkontakt der Wirtstiere mit dem Milben-Ag laufen die folgenden
pathologischen und immunologischen Vorgange ab: Nachdem die Ag von den
Langerhans-Zellen der Epidermis inkorporiert und in den regionaren Lymphknoten
inaktiven T-Lymphozyten prasentiert wurden, ist die Immunantwort aktiviert.

AuRerlich sind in dieser Initialphase der R&aude lediglich papuldre Effloreszenzen
erkennbar. Da sich die Milben zunachst reaktionsarm vermehren, weisen die Hunde
noch nicht den typischen Juckreiz auf, was insgesamt eine klinische Diagnose zu
diesem Zeitpunkt unmdglich macht. Der Pruritus und die typischen
Hautveranderungen bei Skabies-Patienten erscheinen erst bis zu 8 Wochen p. inf.
(Divier, 1990).
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Immunologisch kommt es in der nédchsten Phase unter dem Einfluss von Interleukin 1
und den nun gebildeten T-Zellklonen neben einer unspezifischen auch zur
spezifischen zellularen Immunantwort durch differenzierte T-Zellen. Sie stellt sich
histologisch durch Infiltrate in der Nahe der Hautl&sionen dar, wobei die Dichte dieser
Infiltrate je nach Lasion und Infektionsgrad variiert. Nach Arlian (1989) sprechen
diese Zellansammlungen fir das Vorliegen einer zellvermittelten Allergie vom
verzogerten Typ (Typ IV -Reaktion).

Unter dem Einfluss der T-Helferzellen und Interleukin 1 differenzieren sich die B-
Zellen zu Ak-bildenden Plasmazellen und setzen somit Ak im Rahmen der
spezifischen humoralen Immunantwort frei. Mit Hilfe der zweidimensionalen
Kreuzimmunelektrophorese (CIE) wiesen Arlian et al. (1988e) bei experimentell
infizierten Kaninchen Ak gegen 9 spezifische Sarcoptes scabiei var. canis-Ag nach.
Zeichen fur eine humorale Immunreaktion der Wirte sind die erhdhten IgG- und IgM-
Serumspiegel und der verringerte IgA-Spiegel (Neste und Salmon, 1978). Ist eine
erfolgreiche Behandlung durchgefuhrt worden, so normalisieren sich diese Werte
nach etwa 6-9 Monaten (Falk, 1980; Arlian et al., 1988e). Aul3erdem lassen sich
neben Immunglobulin-Ablagerungen auch Komplement Cs-Ablagerungen in Haut und
Hautgefal3en bei Raudepatienten finden (Soulsby, 1987; Salo et al., 1982).

Je nachdem, wie stark der Wirtsorganismus der Grab- und Reproduktionsfahigkeit
der Milben entgegenwirkt, kommt es entweder zur Selbstheilung oder zur klinisch
manifesten Infektion (Gothe, 1985). Die uneingeschrankte Funktionsfahigkeit des
Immunsystems spielt hierbei die gré3te Rolle.

Ist die zellulare und humorale Abwehrlage geschwéacht, z.B. iatrogen durch lokal oder
systemisch wirkende Immunsupressiva (Paterson et al., 1985; Wolf und Krakowski,
1987), kann die Raude generalisieren. Bei chronisch-manifest erkrankten Tieren
findet die Milbenvermehrung nahezu ungehemmt statt und geht mit hochgradigen
para- und hyperkeratotischen Hautveranderungen einher. Man spricht in solchen
Fallen vom krustosen Typ der Sarcoptes-Raude.

Chronisch-manifest kann die Raude auch bei primar gestorter Immunabwehr und
permanentem Allergenreiz werden. In diesen Féllen kann es zu einer Immuntoleranz
bis hin zur kompletten Desensibilisierung kommen, woraus eine Anergie und lang
persistierende Raude resultiert (Krail3 und Kraft, 1987). Diese antigen-spezifische

Reaktionsunfahigkeit kann aber auch sekundar durch Behandlung mit
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Immunsupressiva hervorgerufen sein, bei der es zur Hemmung oder Vernichtung
immunkompetenter Zellen kommt (Schliesser, 1990). Jedoch lasst sich daraus nicht
schlussfolgern, dass alle an einer chronischen Skabies erkrankten Wirte zu einer
immunologischen Reaktion gegen das Milbenantigen unféhig sind (Dahl, 1983).

Bei einer Reinfektion mit Sarcoptes-Milben wird die Reaktionsfahigkeit des
Wirtsorganismus von der erworbenen Abwehrfahigkeit in Form der zellvermittelten
und humoralen Immunantwort individuell gesteuert.

Wie bei vielen anderen parasitaren Erkrankungen kommt es bei der Raude héaufig zu
Uberempfindlichkeitsreaktionen. Der Wirtsorganismus wird durch die Allergene der
Sarcoptes-Milben sensibilisiert, was bei einer Reinfektion zu allergischen Reaktionen
vom Typ | (Antikdrper-vermittelte Reaktion vom anaphylaktischen Typ) fuhrt. Die
Hautveranderungen und der Juckreiz treten dann schon nach wenigen Tagen p. inf.
auf, unabhangig von der Zahl der Milben, abhéngig von der Sensibilisierungsdauer
und Intensitat der Primarinfektion (Barthelmes und Barthelmes, 1974).

Nur selten zeigen Tiere bei Reinfektionen sich in Dauer und Starke gleichende
Symptome auf. Die Ausbildung einer schitzenden Immunitat (Resistenz) ist sowohl
bei Hunden (Arlian et al., 1996a), als auch bei mit Sarcoptes scabiei var. canis-
infizierten Kaninchen (Arlain et al., 1994a) nachgewiesen worden. So zeigten bei
einer Untersuchung an 36 Kaninchen, die insgesamt drei mal mit Sarcoptes-Milben
infiziert wurden, 10% der Tiere eine natirliche Immunitéat. Diese entwickelten bereits
bei der ersten Infektion nur leichte Symptome. 65% der Kaninchen bildeten nach
einer zunadchst schweren ersten Infektion eine erworbene Immunitat aus, die durch
eine starkere zellvermittelte und eine schwachere humorale Immunantwort im
Vergleich zu nicht immunen, empféanglichen Tieren charakterisiert war. Der genaue
Resistenzmechanismus ist jedoch nicht bekannt.

Der erhbhte  Antikorpertiter und Komplement Cs-Spiegel sowie die
Zusammensetzung der zellularen Infiltrate in der Haut treten bei allen Tieren sowohl
bei der Erst- als auch bei der Reinfektion auf. Unterschiede bestehen aber in der
Schnelligkeit der Infiltration und in der Dichte der verschiedenen Zellen, sowie dem
Verlauf des C; - Spiegels wahrend der andauernden Infektion. Zudem liegen die Ak-
Titer der nichtimmunen Wirte hoher.

Aus der Diskrepanz zwischen Ak-Spiegel und sich ausbildender Immunitat schliel3en

die Autoren, dass die Milbenantigene zwar eine humorale Antwort hervorrufen, diese
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den Wirt aber nicht zu schitzen scheint, was darauf zurtickzufihren ist, dass sich die
Sarcoptes-Milben nicht von Blut ernéhren.

Bei immunen Wirten ist das zellvermittelte Abwehrsystem stérker aktiviert, wahrend
bei nicht resistenten Individuen das humorale System starker im Vordergrund steht.
Damit fallt allein der hohen Zellzahl die Bedeutung fur eine schitzende Immunitat zu.
Impfungen mit spezifischem Milbengewebe, dass die relevanten Ag enthalt oder mit
rekombinant hergestellten Ag kénnten so den Wirt vor einer natirlichen Infektion
schiitzen. Die Sarcoptes-Raude konnte somit kontrolliert und eine Ubertragung auf
empfangliche Wirtstiere reduziert werden.

Extrakte aus den Hausstaubmilben Dermatophagoides farinae (DF) und
Dermatophagoides pteronyssinus (DP) und Sarcoptes-Milben beinhalten viele
kreuzreagierende Antigene. Mit der zweidimensionalen Kreuzimmunelektrophorese
(CIE) wurde in den Seren von mit Sarcoptes scabiei-infizierten Kaninchen Antikorper
nachgewiesen, die an 6 Antigene aus dem Korperextrakt von DP bzw. 3 Antigene
aus dem Kot von DF binden (Arlian et al., 1988d).

Untersuchungen, bei denen Kaninchen zundchst mit einem gemischten
Hausstaubmilben-Extrakt (50:50 DF/DP) immunisiert und anschlieBend mit
Sarcoptes scabiei var. canis infiziert wurden, zeigten, dass 71% der immunisierten
Wirte eine schitzende Immunitat gegen die Sarcoptes-Infektion ausbildeten (Arlian et
al., 1995a).

Folglich musste es moglich sein, Hausstaubmilben-Extrakte zur Herstellung eines

Impfstoffes gegen die Sarcoptes-Raude zu verwenden (Arlian et al., 1991).

2.5 Diagnose und Differentialdiagnose

Die Probleme der Diagnostik der Sarcoptes-Raude wurden bereits in der Einleitung
angesprochen. Die Mdglichkeit einer sicheren und einfachen Diagnose ist nicht allein
wegen des zoonotischen Potentials der Sarcoptes-Raude notwendig. Durch die
Schwierigkeiten ihrer klinischen Erkennung ist sie zu einem ernsten Problem
geworden (Bornstein, 1995). Die Schwierigkeit liegt in der Abgrenzung zu anderen
Hautaffektionen und -effloreszenzen einschlie3lich Pyodermien, Dermatomykosen,

oberflachlichen Aberasionen, Gesichtsaknen, allergischen Kontaktdermatitiden,
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lokalisierten seborrhoischen Hautentziindungen, Uberempfindlichkeitsreaktionen vom
Typ |, allergischer Flohdermatitis, Lebensmittelallergie  sowie  anderen
Milbeninfestationen (Moriello, 1987; Krail3 und Kraft, 1987; Anderson, 1979).

2.4.1 Konventionelle Diagnostik:

Der direkte Nachweis der Sarcoptes-Milben wurde lange Zeit als Bestatigung des
Réaude-Verdachtes in der Praxis angewendet. Er kann anhand des klinischen Bildes
in Verbindung mit dem mikroskopischen Milbennachweis erbracht werden.

Gunstige Entnahmestellen fir die Hautgeschabsel sind die Randbezirke der
veranderten Areale. An diesen Stellen wird etwas Ol aufgetragen und die Epidermis
mittels Skalpell oder scharfem Loffel grof3flachig bis zum Austritt von Kapillarblut
abgetragen (Moriello, 1987; Anderson, 1979). So werden auch Milben erreicht, die
sich in den Grabgéngen befinden.

Beim Lebendnachweis wird das Geschabsel in eine Schale gegeben und 12-24 h bei
RT stehengelassen. Die Milben wandern auf den Boden des Gefal3es aus und sind
mit der Lupe als sich bewegende Punkte zu erkennen (Anderson, 1979).

Fur den Totnachweis wird 510%ige Kali- oder Natronlauge zur Aufhellung auf das
entnommene Material gegeben und anschlieRend mit dem Mikroskop untersucht.

Bei der Flotationsmethode wird dem Geschabsel erst 10%ige Kalilauge und nach
kurzer Erhitzung gesattigte Zuckerlosung zugegeben. Nach Zentrifugation erfolgt die
mikroskopische Untersuchung einiger Tropfen der Lésungsoberflache.

Bei der konventionellen Nachweismethode reicht das Auffinden einer Milbe oder
eines Eies zur Diagnosestellung aus. Jedoch filhren auch sorgfaltige Enthahmen an
mehreren Stellen und grtndliche Durchmusterung unter dem Mikroskop oft nicht zum
Erfolg. Bei einem Teil der befallenen Tiere gelingt der Milbennachweis an
untypischen Hautarealen, wogegen bei diesen in Proben klinisch veranderter Bezirke
keine Milben zu finden sind. So kann auch bei negativem Befund ein Befall nicht
ausgeschlossen werden (Birkenfeld, 1986). Wegen des zoonotischen Potentials der
Sarcoptes-Raude und ihrer Neigung zum latenten Parasitentragertum, kann eine
Therapie auf Verdacht gerechtfertigt sein, wenn weder Milben noch Eier gefunden

werden. Anamnese und Symptomatik missen dabei sehr sorgfaltig beachtet werden.
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Die Linderung des Juckreizes bestatigt die Verdachtsdiagnose (Moriello, 1987) und

ist somit diagnostisch beweisend (Muller et al., 1993).

2.4.2 Intrakutantest:

Auf dem Gebiet der Diagnostik der Sarcoptes-Raude spielt der Intrakutantest (IKT)
noch keine Rolle, kdnnte aber in Zukunft eine weitere mdgliche Nachweismethode
darstellen. Der Schwerpunkt der IKT-Forschung liegt momentan im Bereich der
Flohallergiedermatitis bei Hund und Katze. Die Tatsache, dass die Haut bei
Aufnahme bzw. Applikation von verschiedenen spezifischen Allergen-/Ag-Extrakten
sensibel reagiert, ist fur die Differentialdiagnostik von urtikariellen Dermatitiden im
IKT von grol3er Bedeutung.

Beck und Hiepe (1998) erprobten einen KT zur Diagnose der Sarcoptes-Raude an
45 raudeverdachtigen Hunden im Alter zwischen 8 Monaten und 15 Jahren. Die
Ergebnisse des mittels Allergenextrakt durchgefiihrten IKT wurden mit den bereits
bestehenden Nachweismethoden Hautgeschabsel und Serodiagnostik verglichen.

Die Durchfihrung erfolgte bei den Hunden mit 0,1 ml eines Milbenextraktes aus
Sarcoptes scabiei var. suis (Proteingehalt 290 pg/ml), der streng intrakutan injiziert
wurde. Als Milben-Spendertier diente eine mit Sarcoptes-Milben spontan infizierte
Zuchtsau mit generalisierter Symptomatik im chronischen Stadium. 20 min post
applikationem wurden Grad und Ausmal} der Hautverdnderungen beurteilt und mit
der Negativkontrolle (einer intrakutan injizierten Pufferlésung) verglichen.

Bei 14 Hunden (31,11%) zeigten sich allergische Hautveranderungen in Form einer
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ | (Sofortreaktion). Demgegeniiber zeigten sich
bei der Nachweismethode mittels Hautgeschabsel 4 positive Befunde (8,89%) und
bei der Serodiagnostik 13 positive Befunde (30,77%).

Trotz verschiedener Interpretationsschwierigkeiten scheint ein IKT zur Bestatigung
des Verdachtes auf eine Sarcoptes-Infektion bei Hunden mit Raudesymptomatik
natzlich zu sein. Dies kann daraus geschlossen werden, dass alle serologisch
positiven Hunde in diesem durchgefuhrten IKT ebenfalls positiv reagierten. Da die

Sarcoptes-Milben mikroskopisch nur schwer nachweisbar sind, wére der Hauttest
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eine probate Alternative fur den Praktiker, durch indirekten Erregernachweis den
Verdacht zumindest zu erharten.
Als Hauptproblem bei der Einfihrung eines sicheren IKT zur Raudediagnostik wird

von den Autoren die Gewinnung standardisierter Allergen-/Ag-Extrakte angesehen.

2.4.3 Serodiagnostik:

Der Nachweis spezifischer Antikdrper im Serum sarcoptesinfizierter Hunde erfolgt
mittels indirektem ELISA und hat stark an Bedeutung zugenommen.

1994 haben Arlian et al. im Serum von mit Sarcoptes scabiei var. canis infizierten
Kaninchen spezifische Ak mit dem indirekten ELISA nachgewiesen. Als Ag
verwenden sie einen aus getrockneten Sarcoptes scabiei var. canis hergestellten
Extrakt.

Auch Bornstein und Zakrisson (1993) untersuchten Seren von experimentell mit
Sarcoptes scabiei var. vulpes infizierten Hunden in Bezug auf die Ak-Bildung gegen
Sarcoptes scabiei mit dem indirekten ELISA. Die fur die Infektion der Hunde
verwendeten Milben stammten von natirlich infizierten Rotfiichsen (Vulpes vulpes).
Die Hunde, die mit den héchsten Ak-Spiegeln auf die Infektion antworteten, zeigten
auch deutliche klinische Symptome der Sarcoptes-Raude, wéhrend die Hunde mit
leichten klinischen Symptomen nur einen geringen Anstieg der Extinktionswerte im
ELISA aufwiesen.

Das Serum réaudeverdachtiger Hunde wird im indirekten ELISA auf das
Vorhandensein von Antikorpern der 1gG-Klasse gegen Sarcoptes scabiei var. canis
untersucht. Die mit Milbenantigen beschichteten Mikrotiterplatten werden gewaschen
und die freien Bindungsstellen mit Tween-20 blockiert. Nachdem das Hundeserum
1:160 verdinnt wurde, werden die Mikrotiterplatten damit beschichtet. Der Ak-
Inkubation folgen der Auftrag von Peroxidase-konjugiertem Anti-Hund-IgG und
anschlieBend die Substratinkubation. Die Enzymaktivitat wird nach etwa 15 min in
Abhangigkeit von der Reaktion der Positivkontrolle mit dem Photometer bei 405 nm
gemessen (Sobek, 1998). Jedes zu untersuchende Serum wird im doppelten und
das Positivkontrollserum im vierfachen Ansatz getestet. Aus den Ergebnissen erfolgt

die Berechnung des Mittelwertes als absoluter Extinktionswert (E) der Probe.
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Studien haben eine hohe Soerzifitdt des ELISAs erwiesen, d.h., es bestehen keine
Kreuzreaktionen mit Demodex-Milben, Cheyletiellen und Futtermilben. AulRerdem
besteht eine hohe Sensitivitt, so dass ein Nachweis bereits bei Auftreten der ersten

klinischen Symptome mdoglich ist (VetMedLab, 1998).

2.6 Therapie

Um die Parasiten systematisch zu beseitigen, muss die Behandlung eine Einheit aus
Prophylaxe und Therapie darstellen (Hiepe, 1972).

Zur Beseitigung pradisponierender Faktoren ist auf ein ausgewogenes Nahrstoff- und
Vitaminangebot zu achten.

Die Behandlung der Sarcoptes-Raude kann auf endogenem (per injectionem)
und/oder exogenem Wege (spot-on oder Waschung) erfolgen. In der Regel ist eine
ausschliel3liche Akarizidtherapie ausreichend (Krai3 und Kraft, 1987), jedoch kann
ein dauerhafter Therapieerfolg nur erzielt werden, wenn samtliche Tiere und
Lagerstatten in die Bekampfungsmalnahmen mit einbezogen werden.

Das erst kurzlich auf dem Markt erschienene Breitspektrum-Endektozid Selamectin
(Strongholdo) zeichnet sich durch seine einfache Anwendung (spot-on Verfahren)
und gute Wirkung gegen Sarcoptes-Milben aus. Zusatzlich wirkt es bei Hunden
gegen FI6he und Rundwirmer und beugt Herzwurmerkrankungen vor. Zur
vollstandigen Eliminierung der Sarcoptes-Milben sollte jeweils eine Dosis des Mittels
(6mg/kg KGW) an zwei aufeinanderfolgenden Monaten durch Auftrag auf die Haut
am Halsansatz verabreicht werden.

Zieht man die Durchfihrung einer Waschbehandlung vor, so sollten die Hunde vor
Behandlungsbeginn in einer milden keratolytischen und antiseborrhoischen L6sung
gebadet werden, um die Verkrustungen zu lésen. Anschlielend erfolgt die Wasch-
und Badebehandlung aller betroffenen Tiere mit geeigneten Produkten wie dem
organischen Phosphorsaureester Phoxim (Sebacil®, Bayer) in einer 0,05 — 0,1%igen
oder dem Amidin Amitraz (Ektodex?, Hoechst) in einer 0,025%igen Losung. Diese
Produkte sind nicht zur Therapie beim Hund zugelassen, werden aber gut vertragen

und erfullen die Anforderung an eine ausreichende Residualwirkung. Nach der
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Akarizidbehandlung sind die Hunde waschfeucht zu belassen und zur Trocknung in
einen zugfreien und auf mindestens 24° C temperierten Raum zu bringen.

Die Waschbehandlungen sind mindestens zweimal im Abstand von etwa 7 Tagen zu
wiederholen, da sie keine ovozide Wirkung besitzen (Kraif3 und Kraft, 1987).
Waschbare Gegenstande der Lagerstatten wie Decken und Kissen, sollten bei 60° C
gewaschen werden. Koérbchen und Hundehitten werden mit Akariziden wie
Carbamaten oder Phosphorsaureester in Form von Pudern oder Sprays grindlich
behandelt. Die einfachste und wirkungsvollste Dekontamination wird jedoch erreicht,
wenn Lagerstatten und Zubehor der Hunde fir mindestens 4 Wochen vollig
unbenutzt und unberihrt bleiben, da Milben aul3erhalb ihrer Wirte maximal nur 21
Tage Uberleben (Arlian et al., 1984b).

Zur endogenen Behandlung der Sarcoptes-Raude beim Hund werden vermehrt
Avermectine, z.B. Ivermectin oder Doramectin eingesetzt, die sowohl gegen Endo-
als auch gegen Ektoparasiten wirksam sind. Die Anwendung ist bei Collies, Shelties,
Bobtails und deren Mischlingen wegen starker neurotoxischer  Wirkung
kontraindiziert. Bei diesen Rassen kdnnen bereits in einer Dosierung von 0,2 mg/kg
KGW schwere Nebenwirkungen wie Salivation, Erbrechen, Ataxie, Krampfe,
Seitenlage und komatdse Zustande bis hn zum Tod auftreten. Die Anwendung der
Avermectine hat sich jedoch in der Praxis wegen unkomplizierter Handhabung und
guter Wirksamkeit stark durchgesetzt und wird wahrscheinlich erst in naher Zukunft
durch das neuentwickelte Stronghold?® verdrangt werden.

Die Tiere, bei denen es durch bakterielle Sekundarinfektion zu schweren sekundéren
Pyodermien gekommen ist, sollten zusatzlich Antibiotika erhalten. Dabei sind
immunsupressive  Antibiotika unbedingt zu vermeiden. Geeignet sind z.B.
Chloramphenicol, Erythromycin, Lincomycin, Cephalexin und Gentamycin. Die
Anwendung von Kortikosteroiden zur Linderung des Juckreizes ist von Fall zu Fall
abzuwagen. Zur Therapie der Sarcoptes-Raude sind sie eigentlich kontraindiziert,
doch kann eine kurzzeitige orale Kortikoidtherapie mit Prednison oder Prednisolon in
einer Dosis von 0,5 mg/kg KGW Uber 3-4 Tage bei gesicherter Diagnose zur
Besserung des Allgemeinbefindens und Linderung des Juckreizes entscheidend
beitragen (Moriello, 1987; Medleau, 1990). Besser eignet sich jedoch der Einsatz von
Antihistaminika, die einen ausreichend juckreizlindernden Effekt haben.

Bei Hunden mit ausgepragter aplastischer Anamie sind Eisenpréparate einzusetzen.
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Tab. 2: Behandlung der Sarcoptes-Raude beim Hund (Schein, 2000)

Medikament Wirkstoff Applikation Dosierung Anzahl der Intervall
Behandlungen
Stronghold? Selamectin Spot-on 6 mg/kg KG 5 30 Tage
Ectodex®” Amitraz Waschung | 0,025 -0,05% 2-3 10 — 14 Tage
Sebacil®” Phoxim Waschung 0,1 - 0,2% 3 7 Tage
Avermectine***
Dectomax? (Doramectin) s.c.-Injection 0,4 mg/kg KG 3-4 5—7 Tage
Ivomec? Ivermectin)

* Fir den Hund nicht zugelassen
** Fir den Hund nur zur Behandlung der Demodicose zugelassen

*** Eir den Hund nicht zugelassen

2.7 Antigengewinnung aus Sarcoptes-Milben

Grundvoraussetzung dieser Arbeit war es, ausreichend Ag fur die Laborarbeiten zur
Verfigung zu haben. Es mussten also Spendertiere gefunden werden, bei denen
sich eine Klinisch manifeste Raude ausgebildet hatte. Nur so kénnen die Milben in
gréitmoglicher Zahl unter vertretbarem Arbeits- und Zeitaufwand isoliert werden. Da
die Sarcoptes-Milben von metabolisch aktiven Epidermiszellen abhangig sind, ist
bisher noch keine in vitro-Vermehrung bekannt. Eine in vivo-Milbengewinnung von
experimentell infizierten Tieren ist zwar mdglich, jedoch ist die quantitative Ausbeute
nur gering und aus tierschitzerischen Grunden nicht vertretbar.

Da Kreuzreaktionen sowohl zwischen Sarcoptes-Milben und den Hausstaubmilben

(DF und DP), zwischen unterschiedlichen Dermatophagoides-Arten als auch
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zwischen den unterschiedlichen Sarcoptes scabiei-Varietaten auftreten (Arlian et al.,
1991), kénnten diese als alternative Ag-Quellen durchaus von Interesse sein.

Bei der Isolierung der Milben muss darauf geachtet werden, dass Kontaminationen
jeglicher Art vermieden werden. Fremdpartikel oder Bakterien kbnnen neben anderen
Verunreinigungen zu nicht eindeutigen oder falschen Ergebnissen fuhren.

Neben der Menge des verfugbaren Ags ist der Proteingehalt von entscheidender
Bedeutung, da sowohl SDS-PAGE, Blot, 2-D-Elektrophorese sowie die
Sequenzierung nur bei ausreichendem Proteingehalt verwertbare Ergebnisse liefern
konnen. Alle Arbeitschritte von der Zerkleinerung bis zur Extraktion missen
ausschlieBlich auf Eis erfolgen. Insbesondere ist bei der Verwendung des
Ultraschalls eine Uberhitzung der Suspension zu vermeiden. Der Freisetzung
intrazellularer Proteasen ist unbedingt durch Zusatz von Proteaseninhibitoren

entgegenzuwirken.

2.7.1 Herstellung eines Milben-Ganzkdrperextraktes

In der Literatur findet man zahlreiche Methoden zur Gewinnung von Sarcoptes-
Milben aus Hautgeschabseln und der Herstellung eines Rohantigen-Extraktes.

Sheahan (1975a) erwarmt und schuttelt die Geschabsel in Petrischalen tber 6-24 h
und sammelt die Milben mittels Nadel ein. Diese werden anschlieRend mit dem
Mdrser in physiologischer Kochsalzlésung zerkleinert, zentrifugiert (bei 2000g) und
der Uberstand steril filtriert. Der Autor bestimmt den Proteingehalt nach der Methode
von Lowry et al. (1951).

Nach Wooten und Gaafar (1984) werden mehrere Geschabsel nach der Entnahme
zerkleinert, fir 30 min auf einen auf 35°C temperierten Petrischalendeckel verbracht
und anschlieRend 15 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Mittels Vakuumpumpe
werden die in dieser Zeit ausgewanderten Milben abgesaugt, in 25 ml PBS (pH 7,2)
gewaschen und im Inkubator bei 37°C getrocknet. Anschlieend erfolgt die
Suspendierung in 0,5 ml Merthiolat-NaCl-Pulffer.

Arlian et al. (1988a) stellen die Schalen mit den Geschabseln um den Rand eines
durch eine Lampe ausgeleuchteten Bereiches. Im Abstand von 1-3 h werden die sich
im Lichtstrahl massenhaft ansammelnden Milben mittels Vakuumpumpe enthommen,

unter Vakuum getrocknet und durch Einfrieren getttet. Der Milbenextrakt wird nach
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Entfetten der Milben mit Diathylather und deren Zerkleinerung im Morser mit 20 mM
Triton-X 100 durch anschlielende Zentrifugation und sterile Filtration des
Uberstandes (PorengréRe 0,2 pm) gewonnen.

Bornstein und Zakrisson (1993) kiurzen das Fell der entnommenen Hautstiicke auf
eine Lange von 10 mm, legen sie in Petrischalen und stellen diese fur 2-4 h bei RT
unter elektrisches Licht (25 W). Die ausgewanderten Milben werden durch Einfrieren
bei —20°C getotet. AnschlieBend werden sie wieder aufgetaut und mit einem
Glashomogenisator unter Zugabe eines Phosphatpuffers (PBS mit pH 7,4) bei 4°C
zerkleinert. Mittels Ultraschall erfolgt die weitere Zerkleinerung. Nach dem
Zentrifugieren (bei 3800g fiir 30 min) wird der Uberstand steril gefiltert (PorengroRe
des Filters: 0,2 um) und erneut bei —20°C bis zum weiteren Gebrauch eingefroren.
Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte nach der Bradford-Methode.

NOckler (1992) lasst die Geschabsel 2 Tage in einer feuchten Kammer bei 37°C
stehen und suspendiert die eingesammelten Milben in Phosphatpuffer (0,05 M PBS,
0,005M NaNs; pH 7,4) mittels Teflon-Homogenisator. Den Proteingehalt bestimmt er
nach der Methode von Pesce und Michael (1988).

2.7.2 Untersuchung auf qualitative Eigenschaften

2.7.2.1 Proteinfraktionierung in der SDS-PAGE

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Analyse von
Proteinmischungen, indem die Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen
Molekulargewichte separiert werden.

Dies wird durch die Behandlung mit dem anionischen Detergens
Natriumdodecylsulfat (SDS) Zusammen mit Schwefelbriicken-spaltenden
Thiolreagenzien, wie z.B. R-Mercaptoethanol mdglich. Dabei werden die Proteine
vollkommen entfaltet (denaturiert) und gegebenenfalls in ihre Untereinheiten zerlegt.
Durch hydrophobe Wechselwirkungen kommt es zu einer gleichmafligen Beladung
der Polypeptidketten mit dem negativ geladenen SDS, wobei die Eigenladungen der
Proteine Uberdeckt werden. Die meisten Proteine binden die Seife SDS zu negativ
geladenen SDS-Protein-Komplexen mit konstantem Ladungs- zu Masseverhaltnis
(1,49 SDS/g Protein in 1% SDS-L6sung).
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Abhangig von der Konzentration des Acrylamids in den Gelen werden die
Proteingemische in nieder- oder hochmolekulare Moleklle fraktioniert. Durch
Molekulargewichtsmarker kann man die Molekilmasse der aufgetrennten und durch
Farbreaktion sichtbar gemachten Proteinfraktionen relativ genau bestimmen (Rehm,
1996).

2.7.2.2 Immunoblot

Beim Blotten werden die in einem Gel aufgetrennten Proteine durch Elektrotransfer
auf eine Membran Ubertragen und somit fur die nachfolgende Immunodetektion
immobilisiert. Bei der Ubertragung auf die Membran erscheinen die Proteine in
derselben geometrischen Anordnung, wie sie nach Auftrennung im Gel vorliegen
(Lottspeich und Zorbas, 1998).

Vor der spezifischen Detektion mussen die freien Proteinbindungsstellen, die nicht an
den darauffolgenden Reaktionen teilnehmen, blockiert werden. Der geblockte Blot
wird anschlieend mit anti-Antigen-Antikorper (1. Ak) inkubiert. Danach wascht man
ungebundenen 1. Ak weg und inkubiert den Blot mit einem markierten Ak (2. Ak), der
an den anti-Ag-Ak bindet. Nach weiterem Waschen wird der Blot mit Hilfe der
Markierung des 2. Ak entwickelt und damit die Position des Ags sichtbar.

Die Spezifitat der Immunfarbung héngt sowohl von der Spezifitat des 1. und des 2.
Ak, als auch von der Verdinnung, in der die Ak eingesetzt wurden, ab. Die
Inkubationszeiten der Ak richten sich nach der Menge von Ag und der Affinitat der Ak
(Westermeier, 1990; Rehm, 1996).



