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Einleitung

Chronische Lungenkrankheiten (CLK) des Pferdes sind
sehr häufig und histologisch durch eine chronische Bron-
chiolitis charakterisiert (tYinder und von Fellenberg 1936).
Der Schweregrad der klinischen Symptome (Loarcll, 1964;
Schatzmann und Gerber, t972) und die Häufigkeit der
Krankheit (Clarke et al., 1987; McPberson et al., 1979 a) isr
mit der Menge organischen Staubs im Stallmilieu der Tiere
korreliert. In dieser Beziehung weist die CLK des Pferdes
Ahnlichkeiten mit der Hyperimmunkrankheit der Lunge
des Menschen auf, zu der auch die Farmerlunge zählt (Cor-
tnier et al., L985; Gump et al., L979).Im Unterschied zur
typischen (durch chronische Bronchiolitis charakterisierte)
CLK der Pferde ist die Hyperimmunkrankheit durch eine
interstitielle Pneumonie gekennzeichnet. Diese kommt
sehr selten auch bei Rindern und Pferden vor (Pauli et al.,
1972). Thermophile Aktinomyceten und Pilze werden als
eine Llrsache der Hyperimmunkrankheit und der CLK bei
Mensch und Pferd angesehen (Lauson et al., t979; McPher-
son et al. 1979 a und b; Halliwell et al., 1979; Asmundsson et
al., 1983). Die Sporen dieser Mikroorganismen könnten
entweder als Allergene wirken oder unspezifische Entzün-
dungen durch Komplementaktivierung auf dem Alterna-
tivweg (Marx et a1.,1980) oder durch Freisetzung ihrer pro-
teoiytischen Enzyme (Roberts et al., 1983; ScbäIlibaurn et
al., 1977) bewirken. IJnsere früheren LJntersuchungen
(Grünig et al., 1986) zeigcen, daß Heu-, Stallstaub- und Tra-
cheobronchialsekretproben von Pferden Elastase produzie-
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rende Mikroorganismen enthalten. Elastasen sind spezielle
Proteasen, die Elastin verdauen können. \i(eiterhin wiesen
80 o/o der untersuchten Lungengewebsproben von Pferden
Elastase produzierende Mikroorganismen auf, die haupt-
sächlich zur Spezies Streptomyces gehörten. Zwei Arten
wurden näher charakterisiert: a) Streptomyces (Strep.) col-
linus/diastatochromogus, dessen Vachstum durch frisches,
nicht aber durch dekomplementiertes Pferdeserum
gehemmt wird, und b) Strep. griseus, dessen Elastase(n)
durch Pferdeserum nicht gehemmt werden (Grünig et al.,
1986). 

.$üir 
wollten nun wissen, ob bei Pferden eine immu-

Zusammenfassung

Serum-, Tracheobronchialsekret- und Bronchoalveolär-Lavage-Flüs-
sigkeitsproben von Pferden enthielten unabhängig vom Schwere-
grad der chronischen Lungenkrankheit Antikörper gegen Oberflä-
chenantigene auf Sporen von Streptomyces (Strep.) collinus/diasta-
tochromogus und von Strep. griseus. Antikörpertiter gegen Sporen
von Strep. collinus/diastatochromogus waren höher als die gegen
Sporen von Strep. griseus. In Serumproben wurden Antikörpeniter
der IgG-, IgA- und IgM-Klasse gegen die Streptomyces-Sporen im
Bereich von 80 bis 5120 bestimmt, in Tracheobronchialsekretpro-
ben reichten IgA- und IgG-Titer von 20 bis 5120, IgM-Titer waren
nur in der Hälfte der Sekrete vorhanden. In Bronchoalveolär-Lava-
ge-Flüssigkeitsproben wurden IgG- und lgA-Titer im Bereich von 10
bis 640 gemessen, IgM-Titer konnten nicht nachgewiesen werden.
Die Höhe der Antikörpertiter war entweder gar nicht oder nur
schwach mit dem Schweregrad der chronischen Lungenkrankheit
korreliert. Das häufige Auftreten sowie die Höhe der Antikörperti-
ter könnten durch die weite Verbreitung der Streptomyces-Sporen
in der Stallumgebung von Pferden bedingt sein. Allerdings scheint
sich eine klinisch bedeutsame, mittel- oder hochgradige chronische
Lungenkrankheit nur dann zu entwickeln, wenn andere prädispo-
nierende Faktoren, wie z. B. eine Influenzainfektion, das Lungenge-
webe vorschädigen.

Antibody titers against spores of streptomyces species in sera,
respiratory secretions and bronchopulmonary lavage fluids of
normal horses and of horses affected with chronic pulmonary
disease

Antibodies of the IgG, IgA and IgM classes against spore wall anti
gens of Streptomyces (Strep.) collinus/diastratochromogus and of
Strep. griseus were determined by direct and indirect immunoflu-
orescence. Sera and respiratory secretions were obtained from 62
horses with mild (20 horses), mild to moderate (6 horses), moderate
(21 horses), and severe (15 horses) chronic pulmonary disease. Bron-
choalveolar lavage fluid samples were obtained from 3 normal hor-
ses und from 6 horses with moderate to severe chronic pulmonary
disease. Antibody titers were present in every sample tested and
ranged from 80 to 5120 in sera in which titers were of the IgG, IgA,
and IgM classes. In respiratory secretion specimens IgG and lgA
titers ranged from 20 to 5120, and IgM titers were only present in
half of the secretions tested. Bronchoalveolar lavage fluid samples
contained IgG and IgA titers in the range of 10 to 640. Titers to spo-
res of Strep. collinus/diastatochromogus were higher than to spores
of Strep. griseus. Antibody titers were either not or only weakly
correlated with the severity of chronic pulmonary disease. The high
incidence of antibody titers might reflect the wide distribution of
these Streptomyces spores in the stable environment of horses. Con-
ceivably, some local produktion might have taken place as indicated
by the IgA antibody titers against Strep. collinus/diastatochro-
mogus in respiratory secretions which were equal or higher than
serum IgA antibody titers. However, moderate or severe chronic
pulmonary disease may develop only when other factors, e. g.
influenza infection, predispose the lung to injury.
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nologische Auseinandersetzung mit diesen Mikroorganis-
men stattgefunden hat, die zur Bildung von Antikörpern
führte. \Vir bestimmten deshalb Antikörpertiter der ver-
schiedenen Immunglobulin-(Ig-)Klassen in Serum- und
Sekretproben des Respirationstrakts. Bei dem Nachweis
eventuell vorhandener Antikörper sahen wir uns dem Pro-
blem gegenübergestellt, welche Antigene - ganze Sporen,
bakterielle Kulturüberstände, Bruchstücke und Zellinhalt
von Sporen bzw. Mycelien - für das Immunsystem des
Pferdes wichtig und somit für die Diagnostik relevant sind.
Da für Streptomycetenarten keine standardisierte Methode
zur Flerstellung löslicher Antigene besteht (Kurup et al.,
1987), entschlossen wir uns, Antikörper gegen ganze Spo-
ren mittels Immunfluoreszenz nachzuweisen.

Material und Methode

Pferde, Serum- und Sekretproben
Serum- und Tracheobronchialsekretproben stammten von
62 Pferden mit CLK; 20 Pferde waren leichtgradig, 6leicht-
bis mittelgradig, 27 mittelgradig und 15 hochgradig
erkrankt. Bronchoalveolär-Lavage-Flüssigkeit wurde von 3
gesunden Pferden und von 6 mittel- bzw. hochgradig an
CLK erkrankten Pferden gewonnen. Die Einteilung des
Schweregrads der CLK erfolgte wie anderorts bereits
beschrieben (Grünig er al., 1985). Aus technischen Grün-
den wurden teilweise nicht alle Untersuchungen an jeder
Probe durchgeführt.
Die Seren wurden in Portionen von 1 ml bei -70 oC ein-
gefroren. Die Tracheobronchialsekrete wurden mittels
Sonde und Endoskop aspiriert, wie beschrieben (Grünig et
al., 7985). Die Sekrete wurden 60 Minuten bei 50 000 gzen-
trifugiert und der Überstand in SO0-pl-Portionen bei
-70 "C eingefroren. Die Methode der Bronchoalveolär-

Lavage wurde nach Viel (1986) adaptiert und ist genau bei
Grünig et al. (t989) beschrieben. Beide Lungenhälften wur-
den jeweils zweimal mit 250 ml 37 "C warmer physiologi-
scher Kochsalzlösung gewaschen. Dabei wurden durch-
schnittlich 67 o/o des infundierten Volumens zurückgewon-
nen. Die \üaschflüssigkeit wurde durch eine Lage Gaze fil-
triert, bei 400 g während t0 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand in Portionen von 1 ml bei -20 "C eingefroren.
In Vorversuchen wurden Bronchoalveolär-Lavage-Flüssig-
keitsproben vor dem Einfrieren mittels Ultrafiltration
(YM 2 Membran, Amicon, Vallisellen), bei der Moleküle,
die größer als 1000 Daltons waren, zurückgehalten wur-
den, ca. 20 x konzentriert. Da konzentrierte \Waschflüssig-

keitsproben zwar höhere Titer aufwiesen als nicht konzen-
trierte Proben, die Verteilung der Titer zwischen den ver-
schiedenen Ig-Klassen jedoch ähnlich war, wurden im wei-
teren unkonzentrierte Proben untersucht. Es wurde keine
Korrektu. .rotg.römmen, um die Verdünnung des bron-
choalveolären Sekrets auszugleichen.

Bakterien
Stämme von Strep. griseus und von Strep. collinus/diasta-
tochromogus waren ursprünglich aus Lungengewebe von
Pferden isoliert worden (Grünig et al., 1936). Sie wurden
taxonomisch von Prof. Dr. R. Hütter, ETH Zirich, identi-

fiziert. Die Sporenisolierung wurde nach Hirsch und Ensign
(1976) adaptiert. Die Bakterien wurden auf Bacto-Yeast-
Malt-extract-agar-Platten (YM) (Difco, Vertrieb in der
Schweiz Chemie Brunschig AG, Basel) bei 35 'C während
2 Tagen angezüchtet. Von jeder Platte wurden 10 neue
YM-Platten beimpft, die 1,2 bis 14 Tage bei 35 oC bebrütet
wurden. Jede Platte wurde auf kontaminierende Bakterien
durch Subkultur eines kleinen Teils des Bakterienrasens
geprüft. Die Sporen wurden durch Abreibung mittels Glas-
kügelchen geerntet, indem auf jeder Platte ca. 200 sterile
Glaskügelchen mit einem Durchmesser von ca. 4 mm hin
und her gerollt wurden. Die Kügelchen wurden in eine
Glasflasche geschüttet und bei -20 "C aufbewahrt. Die
Sporen wurden von den Glaskügelchen durch zweimaliges
'Süaschen mit je 30 ml 4 oC kaltem 50-mmol/l-Tris/HCl-
Puffer, der 0,001 o/o Triton X-100 enthielt (TX-Puffer),
gelöst. Danach wurden die Sporen bei 50 000 g während
30 Minuten zentrifugiert und die \flaschung mit TX-Puffer
dreimal wiederholt. Die Sporen wurden in ungefähr 7 ml
TX-Puffer suspendiert. Eventuell vorhandene Klumpen
wurden mittels 3stündiger Ultraschallbehandlung (Branson
2AA, Bender and Hohbein AG, Znrich) aufgelöst. Die
durch Zählung in einer Bürker Kammer bestimmte Spo-
rendichte betrug 1x 1.Q6/ml für Strep. griseus und
t x t}e / ml für Strep. collinus/diastatochromogus. Die Spo-
rensuspensionen wurden bei 4 oC während einiger Monate
aufbewahrt.

Antiseren
Die direkte Immunflu oreszenz wurde mit Fluoreszein
konjugiertem Anti-Pferde-IgG (ganzes Molektil) vom
Kaninchen (Miles, Kat. Nr. 65-168, Vertrieb in der Schweiz
Streuli AG, Znrich) durchgeführt. Für die indirekte
Immunflu oreszenz benutzten wir Fluoreszein konjugiertes
Antiserum gegen Kaninchen-Immunglobuline vom
Schwein (Dakopatts, Kat. Nr. F 205, Vertrieb in der
Schweiz Instrumenten Gesellschaft Zürich) als Indikator.
Antiseren gegen die verschiedenen Pferde-Ig-Klassen wur-
den im Kaninchen produziert. Die Antiseren gegen IgA
(Fc) und IgM (Fc) wurden von der Fa. Nordic (Vertrieb in
der Schweiz: Biogenzia Lemania SA, Lausanne) bezogen,
und das Antiserum Begen IgG wurde selber nach einer Pro-
zedur von Hudson und Hay (1980) hergestellt. Die Immun-
elektrophorese ergab, daß das resultierende Antiserum mit
IgG und IgG-T reagierte.

Alle Antiseren wurden mit Sporen von Strep. griseus und
von Strep. collinus/diastatochromogus absorbiert, um die
unspezifische Fluoreszenz zu vermindern. Dazu wurde
1 ml der jeweiligen Sporensuspension bei 50 000 g während
30 Minuten zentnfugiert, der Uberstand verworfen, und
die Sporen wurden in 1 ml Antiserum resuspendiert. Die
Mixtur aus Sporen und Antiserum wurde über Nacht bei
4 oC auf einem Roller Rack inkubiert. Danach wurden die
Sporen abzentrifugiert bei 50 000 g während 30 Minuten,
und das Antiserum (Uberstand) wurde zurückgewonnen.
Auf diese \ü?eise wurden die Kaninchenantiseren gegen
Pferde-IgA, -IgM und -IgG dreimal mit Sporen von Strep.
collinus/diastatochromogus und einmal mit Sporen von
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Strep. griseus absorbiert. Die mit Fluoreszein konjugierten
Antiseren vom Schwein gegen Kaninchen-Immunglobuline
und vom Kaninchen gegen Pferde-IgG wurden jeweils ein-
mal mit Sporen von Strep. griseus und mit Sporen von
Strep. collinus/diastatochromogus absorbiert. Nach der
Absorption wurden die Antiseren durch einen Einmalfilter
mit einem Porendurchmesser von 0,45 pm (Millipore AG,
Kloten) filtriert und in lOO-pl-Portionen bei - 20'C einge-
froren.

Bestimmung der Antikörpertiter
Immunfluoreszenz: Im Prinzip geht man so vor, daß im
ersten Schritt das Probematerial mit auf Objektträgern
fixiertem Antigen (Sporen) inkubiert wird. Die Probe wird
abgespült. Bei der direkten Immunfluoreszenzwird das mit
Fluoreszein konjugierte Indikatorantiserum gegen Pferde-
IgG dazugegeben, inkubiert und abgespült. 'Waren Anti-
körper der IgG-Klasse gegen die Sporen in der Probe vor-
handen, leuchten diese im Fluoreszenzmikroskop. Bei der
indirekten Immunfluoreszenz wird im 2. Schritt ein nicht
markiertes Kaninchenantiserum, das entweder gegen Pfer-
de-IgG oder -IgA oder -IgM gerichtet ist, dazugegeben,
inkubiert und abgespült. \üaren an Sporen Antikörper aus
der Probe gebunden, die der Klasse angehören, gegen die
das Kaninchenantiserum gerichtet ist, werden im 3. Schritt
die Kaninchen-Ig mit Fluoreszein markierten Antikörpern
aus Schweineantiserum gegen Kaninchen-Ig gekoppelt; die
Sporen leuchten im Fluoreszenzmikroskop. Die indirekte
Immunfluoreszenz hat den Vorteil, daß sie empfindlicher
ist als die direkte Immunfluoreszenz, da ein weiterer Anti-
körper im ,,Sandwich" vorhanden ist. Allerdings kann auch
die unspezifische Fluoreszenz erhöht sein.
Damit die Menge des Probenmaterials verarbeitet werden
konnte, wurden Objektträger mit aufgedruckten Plastik-
masken verwendet, in die 10 runde Löcher mit einem
Durchmesser von 6 mm und einer Tiefe von 0,03 mm
geschnitten waren (Semadeni, Ostermundigen). IJm even-
tuell vorhandenes, die Haftung der Sporen verminderndes
Material zu entfernen, wurden die Objektträger vor jedem
Versuch mit Neodischer Septo SF (Semadeni, Ostermundi-
gen) gewaschen, mit Aqua dest. gespült, über Nacht in
70 o/o Methanol eingelegl, darauf noch einmal mit Aqua
dest. gespült und getrocknet.
Die Sporensuspensionen wurden mit einem Puffer (aus
1 Teil Phosphat gepufferter Kochsalzlösung, pH 8,0 :
PBS, und 1 Teil TX-Puffer) im Verhältnis 2 : 7 verdünnt. Je
3 pl der verdünnten Sporensuspension wurden pro Loch
aufgetragen. Die Objektträger wurden 2 h bei 37 "C
getrocknet, durch die Flamme gezogen, 10 Minuten in
70 o/o Methanol inkubiert und 10 Minuten mit PBS gespült.
Danach wurden ß pI der mit PBS verdünnten Probe aufge-
tragen, die über Nacht bei 4 oC in einer geschlossenen
Kammer mit gesättigter Luftfeuchtigkeit (feuchte Kammer)
inkubiert wurde. Die Objektträger wurden danach 3mal 5
Minuten in PBS eingelegt. Nun wurden jeweils 10 pl Anti-
serum aufgetragen. Die Antiserumverdünnungen (mit PBS)
waren 1 : 50 frir das mit Fluoreszein konjugierte Antiserum
gegen Pferde-IgG vom Kaninchen, 1 : 100 für das Kanin-
chenantiserum gegen Pferde-IgA und 1 : 200 für die Kanin-
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chenantiseren gegen Pferde-IgM oder JgG. Die Antrseren
ließ man bei 37 oC in einer feuchten Kammer während t h
einwirken. Danach wurden die Objektträger, wie oben
beschrieben, gewaschen. Nun wurden je L0 pl mit Fluores-
zein konjugiertem Schweineantiserum (1 : 50 verdünnt mit
PBS) gegen Kaninchen-Ig auf die Löcher aufgetragen, die
nicht konjugierte Kaninchenantiseren enthielten. Die
Objektträger wurden t h in der feuchten Kammer bei
37 "C inkubiert und wie oben beschrieben gewaschen. Als
Kontrollen wurden jeweils mitgeführt: a) Sporen, inku-
biert mit Fluoreszein konjugiertem Antiserum vom Kanin-
chen gegen Pferde-IgG oder vom Schwein gegen Kanin-
chen-Ig, b) Sporen, inkubiert mit der niedrigsten Verdün-
nung der Serum-, Tracheobronchialsekret- oder'Süaschflüs-
sigkeitsprobe, c) Sporen, inkubiert zuerst mit Serum-,
Tracheobronchialsekret- oder mit \faschflüssigkeitsprobe
und dann mit Fluoreszein konjugiertem Schweineantise-
rum gegen Kaninchen-Ig, d) Sporen, zuerst inkubiert mit
einem der unkonjugierten Kaninchenantiseren gegen IgG,
IgA oder IgM und dann mit Fluoreszein konjugiertem
Schweineantiserum gegen Kaninchen-Ig.
Die Objektträger wurden mit einer Lösung, bestehend aus
10 % PBS /90 o/o Glycerol (Decklösung), bedeckt, und das
Deckglas wurde mit Nagellack versiegelt. Bei den zur Pho-
tographie bestimmten Objektträgern wurde der Decklö-
sung p-phenylenediamine (Aldrich, Bender Hohbein,
Zürich) beigegeben (100 mg/100 ml Decklösung), um das
Verblassen der Fluoreszenz beim Belichten zu vermindern
(lohnson und Araujo, 1981). Die Objektträger wurden mit
1000facher Vergrößerung unter einem Fluoreszenzmikro-
skop (Olympus BH-2, BH-RFL-\üS, Olympus Zollikon)
ausgewertet. Die Immunfluoreszenz der Sporen wurde in
4 Abstufungen beurteilt (vergleiche auch Abbildung 1),
+++: intensiv grün, **  = grün-gelb,  * :gelbe
Fluoreszenz (die Sporenwände sind etwas weniger stark
dargestellt, aber immer noch eindeutig sichtbar), - : keine
Fluoreszenz. Die Kontrollen zeigten keine Fluoreszenz.
Antikörpertiter: Jede Serum-, Tracheobronchialsekret- oder
Bronchoalveolär-Lavage-Flüssigkeitsprobe wurde in min-
destens 5 Verdünnungen geprüft, so daß ein Bereich von
intensiver bis negativer Fluoreszenz beurteilt werden
konnte. Der Antikörpertiter ergab sich aus dem rezipro-
ken'Wert der Verdünnung, die noch eine Fluoreszenz von
* ergab. Die geringsten Verdünnungen, die getestet wur-
den, war 1 : 10 für Bronchoalveolär-Lavage-Flüssigkeits-
proben und 1 :20 fiJ,r die Serum- bzw. Tracheobronchial-
sekretproben, da bei diesen Verdünnungen die unspezifi-
sche Fluoreszenz keine wesentliche Rolle mehr spielt.

S tatis ti s cb e A u s w ert un g
Die Daten wurden mit dem Chiquadrat-Kontingenztest
nach Pearson auf mögliche Zusammenhänge zwischen
Antikörpertitern und dem Schweregrad der CLK (vergl.
mit Tab. 2) bzw. auf Zusammenhänge zwischen Antikör-
pertitern der verschiedenen Ig-Klassen (Tab.7) geprüft
(Essl, 1987).
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Resultate

Antikörpertiter in Serumprobm: AlIe Serumproben wiesen
Antikörpertiter gegen Sporen von Strep. collunis /diasta-
tochromogus und gegen Sporen von Strep. griseus auf
(Tab. 1). Die indirekte Immunfluoreszenz ergab höhere

Titer als die direkte Immunfluoreszenz. Gegen Sporen von
Strep. collinus/diastatochromogus wurden höhere Titer
gemessen als gegen Sporen von Strep. griseus. Die höchsten
Titer gegen Sporen von Strep. collinus/diastatochromogus
fanden sich in der IgG-Klasse, dagegen wurden Antikörper-
titer gegen Strep. griseus in der IgG-, IgA- bzw. IgM-Klasse

Abb. 1: Mittels lmmunfluoreszenz bestimmte Antiköroer in Serum-
(A, B) bzw. Tracheobronchialsekretproben (C, D) gegen Sporen von
Streptomyces collinus/diastatochromogus (A, B) und gegen Sporen
von Streptomyces griseus (C, D)

A und C zeigen die intensive Fluoreszenz der Sporen, die mit + + -
+ + + beurterlt wurde, B und D stellen die schwache Fluoreszenz der
Sporen dar, die mit + beurteilt wurde, bei der aber die Sporenwände
immer noch eindeutig sichtbar sind. Vergrößerung 1000 x .
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Tab. 1: Antikörpertiter in Serumproben gegen Sporen von Strepto-
myces collinus/diastatochromogus und von Streptomyces griseus

Anzahl der Pferde mit Antikörper gegen
Streptomyces colInus/

diastatochromogus
Streptomyces griseus

Titer lgG' lgGt

BO
160
320
640 7

1280 36 33
2560 1 1
5120 1 29

nicht
bestimmt 7 0

lgA' lgM' lgG' lgG' lgA' lgM'

1und2 Die Titer wurden entweder mittels direkterl oder mittels indirekter2
I mmunfluoreszenz bestimmt.

in ähnlichen Größenordnungen gemessen (Tab. 1). Wie
Tabelle 2 zeigp, bestand nur ein schwacher Zusammenhang
(p < 0,05) zwischen dem Schweregrad der CLK und den
mittels indirekter Immunfluoreszenz ermittelten Antikör-
pertitern gegen Strep. griseus von der IgG- bzw. IgA-
Klasse. Die übrigen Antikörpertiter, die in den Serumpro-
ben bestimmt wurden (vergl. mit Tab. 1), zeigten keinen
Zusammenhang mit dem Schweregrad der CLK.
Antileörpertiter in Tracheobronchialsekretproben: Fast alle
Tracheobronchialsekretproben wiesen bei Verwendung
der indirekten Immunflu oreszenz Antikörpertiter der
Klassen IgA und IgG gegen Sporen von Strep. collinus/dia-
statochromogus und gegen Sporen von Strep. griseus auf
(Tab. 3). IgM-Titer wurden in der Hälfte der Proben nach-
gewiesen, und mittels direkter Immunfluoreszenz gemes-
sene IgG-Titer fanden sich in 2/t der untersuchten Proben.
Im allgemeinen waren die Antikörpertiter der Serumpro-
ben höher als die der Tracheobronchialsekretproben. Eine
Ausnahme bildeten die IgA-Titer gegen Strep. collinus/dia-
statochromogus, die in 2l von 56 Tracheobronchialsekret-
proben höher oder gleich hoch waren wie im Serum. Wie
in Tabellen 4 und 5 dargestellt, bestanden zwischen dem
Schweregrad der CLK und den in Tracheobronchiaisekret-
proben bestimmten Antikörpertitern schwache Zusam-
menhänge (p < 0,05), und zwar gait das für mittels indirek-
ter Immunfluoreszenz bestimmte IgA-Titer bzw. für mit-
tels direkter Immunfluoreszenz bestimmte IgG-Titer gegen
Strep.-griseus-Sporen und für sowohl mittels direkter als
auch mittels indirekter Immunfluoreszenz bestimmte IgG-

Tab. 2: lgG- und lgA-Titerl  in Serumproben gegen Sporen von Strep-
tomyces griseus: Zusammenhang mit dem Schweregrad der chroni-
schen Lungenkrankheit (Chiquadrat-Test, p< 0,05)

Tab.3: Antikörpertiter in Tracheobronchralsekretproben gegen
Sporen von Streptomyces collinus/diastatochromogus und von Strep-
tomyces griseus

Anzahl Pferde mit Antikörpertitern gegen
Streptomyces colli nus/

diastatochromogus
Streptomyces griseus

Anzahl der Pferde mit Antikörpertitern der
lgG-Klasse bzw. der lgA-Klasse

160- 640 1280 160- 640 1280-
320 320 5120

Titer

<20

ZU
40
BO

160
320
640

1 280
2560
5120

nicht
bestimmt

lgG'  lgAt lgM'

1123

1und2 Die Titer wurden entweder mittels direkterl oder mittels rndirekterz
I m m u nfl uor eszenz bestrmmt.

Titer gegen Strep.-collinus-/-diastatochromogus-Sporen.
Alle übrigen Titer in den Tracheobronchialsekretproben
(vergl. mit Tab. 3) waren nicht mit dem Schweregrad der
CLK korreliert
Antikörpertiter in Bronchoahteolär-Lavage-Flüssigkeitspro-
ben: \lie Tabelle 6 zeig; wurden mittels direkter Immun-
fluoreszenz bestimmte Antikörpertiter der IgG-Klasse
sowohl gegen Sporen von Strep. collinus/diastatochromo-
gus als auch gegen Sporen von Strep. griseus in allen Lava-
ge-Proben nachgewiesen. Erstaunlicherweise waren mit
indirekter Immunflu oreszenz gemessene IgG-Titer gegen
Strep. collinus/diastatochromogus in 2/t der Proben und
gegen Strep. griseus nur in \/t der Proben vorhanden. Die-
ses könnte auf Unterschiede der verwendeten IgG-Antise-
ren in bezug auf ihre Subklassenspezifität zurickzuführen
sein. Beim Pferd sind 4 verschiedene IgG-Subklassen
bekannt (ÄttcGuire et al., 1973). Antikörper der IgA-Klasse
waren gegen Sporen von Strep. collinus,/diastatochromo-
gus in jeder Bronchoalveolär-Lavage-Flüssigkeitsprobe und
gegen Sporen von Strep. griseus in 2/t der Proben enthal-
ten. Antikörper der IgM-Klasse waren weder gegen Sporen
von Strep. collinus/diastatochromogus noch gegen Sporen
von Strep. griseus in den \flaschflüssigkeitsproben vorhan-
den. STie weiter aus Tabelle 6 hervorgeht, bestand kein

Tab. 4: lgA-Titerl und lgG-Titer2 in Tracheobronchralsekretproben
gegen Sporen von Streptomyces griseus: Zusammenhang mit dem
Schweregrad der chronischen Lungenkrankheit (Chiquadrat-Test,
p <0,05)

Klinische
Diagnose

Anzahl der Pferde mit Antikörpertitern der
lgA-Klasse bzw. der lgG-Klasse

< 20- '160- 640- <20 20-40 B0 160
B0 300 5120

hochgradig
mittelgradig
leichtgradig

1und2 Die Antiköroertiter wurden entweder mittels indrrekterl oder mittels
di rekter2 | m m u nfl uor eszenz oemessen.

1

28111
4 4 21 B 14 4

11 12 22 24 24 24
10179292027
342525
21 11

lgG' lgG'

6

lgA'  lgM' lgG'

359

76106210
6210412107

14142016614
2 5 1 '1 15 2 21 1

17 7 1 18 1
2732151

59 12
6 15 1

1' l  1

Klinische
Diagnose

hochgradig
mittelgradig
leichtgradig

069
948
6 10 4

0312
678
2108

0084
5555
3844

047
I 10 3
oA^

1 Anti köroertiter wu rden m ittels i ndi rekter I mm u nfl uoreszenz bestimmt.
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Klinische
Diagnose

<20- 40
20

B0- 320-
160 5120

Tab. 5: lgG-Titer in Tracheobronchialsekretproben gegen Sporen
von Streptomyces collinus/diastatochromogus; Zusammenhang mit
dem Schweregrad der chronischen Lungenkrankheit (Chiquadrat-
Test, D <0,05)

Tab. 7: Antikörpertiterl, bestimmt in Tracheobronchialsekretproben;
Zusammenhang zwischen lgM-und lgG-Titern gegen Streptomyces
griseus und zwischen lgG-Titern gegen Streptomyces griseus und
Streptomyces colli nus/diastatoch romogus (Chiquad rat-Test, p < 0, 0 1 )

lgG-Titer lgM-Titer gegen
gegen Strep. griseus
Strep.
griseus <20 20,-40 

3?;

lgG-Titer lgG-Titer gegen Strep.
gegen collinus/diastatochromogus
Strep.
griseus 40- 320 640 1280-

160 2560

1 280-
160
BO

40

20-
<20

1 280-
320
1 60-
BO
40-
<20

Diskussion

Serum-, Tracheobronchialsekret- und Bronchoalveolär-La-
vage-Flüssigkeitsproben von Pferden enthielten Antikör-
per gegen Oberflächenantigene von Strep. collinus/diasta-
tochromogus und von Strep. griseus. Dabei bestand keine
Beziehung zur Erkrankung der Pferde an CLK. Die Anti-
körpertiter könnten durch die weite Verbreitung dieser
Mikroorganismen in der Stallatmosphäre bedingt sein.
Clarke et al. (tltZ) wiesen in der Luft eines schlecht gelüfte-
ten Stalls nach dem Ausmisten so viele Staubpartikel von
einer Größe nach, die bis in die kleinen Luftwege und in
die Alveolen gelangen können, daß ein Pferd ca. 1 Million
Staubpartikel pro Atemzug einatmen würde. Der Staub
bestand teilweise aus Streptomyces-Sporen. 'Wir konnten
leider keine Vergleichsgruppe aus Pferden, die nie im Stall
gehalten wuren, untersuchen, da eine solche Haltungsform
in der Schweiz fast nicht vorkommt. Der Kontakt zwi-
schen den Streptomyces-Sporen und dem Immunsystem
könnte einerseits in der Lunge, andererseits aber auch im
Magen-Darm-Trakt durch Aufnahme der Sporen mit der
Nahrung stattfinden. 

'Sflird das gastrointestinale und das
pulmonale Immunsystem stimuliert, könnte das eine ver-
stärkte Immunantwort sowohl lokal an der Schleimhaut
des Atem- und Verdauungsapparats als auch systemisch
bewirken (lYallace er al., 1989). Antikörper können in den
Atmungstrakt des Pferdes entweder durch Transsudation
aus dem Plasma oder durch lokale Produktion gelangen.
Eine Kombination beider Möglichkeiten wäre ebenfalls
denkbar. Zumindest ein gewisser Teil der Antikörper
könnte im Atmungsapparat gebildet worden sein, da die
IgA-Antikörpertiter gegen Strep. collinus/diastatochromo-
gus in ungefähr der Hälfte der Tracheobronchialsekretpro-
ben höher oder gleich hoch waren wie die Serumtiter. In
unkonzentrierten Bronchoalveolär-Lavage-Flüssigkeitspro-
ben waren die Antikörpertiter gegen Sporen von Strep. col-
linus/diastatochromogus sowie gegen Sporen von Strep.
griseus in der IgG-Klasse höher als in der der IgA-Klasse.
Dieses Resultat überrascht nicht, da IgA das wichtigste Ig
im Nasensekret ist, wohingegen im Bronchial- und Alveo-
larsekret IgG vorherrscht (fuIair et al., 1987).

Anzahl der Pferde mit lgG-Titern
direkter bzw.

bestimmt mittels
indirekter

lmmunfluoreszenz
40- 640 1280-
320 2560

hochgradig
mittelgradig
leichtgradig

Anhaltspunkt für einen Zusammenhang zwischen dem
Schweregrad der CLK und den Antikörpertitern in den
Bronchoalveolär-Lavage-Flüssi gkeitsproben.
Beziebungen zwiscben den Antikörpertitern in den Serum-
und Tracheobronchialsehretproben: Bei der Analyse der
Daten fiel auf, daß die Antikörpertiter in den einzelnen
Serum- und Tracheobronchialsekretproben für alle geprüf-
ten Ig-Klassen entweder hohe oder niedrige'$ferte aufwie-
sen. Deshalb analysierten wir die Beziehungen zwischen
den Antikörpertitern der verschiedenen Klassen wie am
Beispiel der TabelleT gezeigc. Die IgG-, IgA- und IgM-Anti-
körpertiter Begen Sporen von Strep. griseus waren inner-
halb der Serum- und Tracheobronchialsekretproben von-
einander abhängig (Chiquadrat-Test, p < 0,01). 

'S(eiterhin

bestand ein Zusammenhang zwischen den Antikörperti-
tern gegen Strep. griseus aus den Serumproben mit denen
aus den Tracheobronchialsekretproben (p <0,01). Der
Chiquadrat-Test ergab auch einen Zusammenhang
(p <0,01) zwischen mittels indirekter Immunfluoreszenz
bestimmten Antikörpertitern gegen Sporen von Strep. col-
linus/diastatochromogus und Titern gleicher Klasse gegen
Sporen von Strep. griseus sowohl im Serum (IgA- und IgM-
Titer) als auch im Tracheobronchialsekret (IgG- und IgM-
Titer).

Tab. 6: Antikörpertiter in unkonzentrierten Bronchoalveolär-Lavage-
Flüssigkeitsproben gegen Sporen von Streptomyces collinus/diasta-
tochromogus und von Streptomyces griseus

Antikörpertiter gegen
Streptomyces collinus/ Streptomyces griseus

diastatochromogus

65

39

11 1

42

1 10 1
784
568

0057
6185
4528

11

0

01162

3186

5527

Pferd Nr. lgGt lgG' lgA'

320 <10 20
640 40 40
640 <10 40

40
10
10

40
40

<10

lgM' lgG'

<10 640
<10 40
<10 640

<10
<10
<10

<10
<10
<10

lgGt lgA'  lgM'

BO
40

160

BO
160

10

40
40
40

BO
BO
10

80
640

40

320
320
640

33
73
g3

^4

64

I '

25
g5

<10 10
10 <10

<10 10

10 10
<10 10

10 10

<10
<'10
<10

<10
<10
<10

<10 <10 <10
<10 10 <10
<10 <10 <10

1und2 Die Titer wurden entweder mittels direkterl oder mittels indirekter2
I mm unfluoreszenz bestimmt.
3 b's 5Die klinischen Diagnosen lauteten: gesund3, mittelgradiga bzw.
hochgradi95 chronisch lungenkrank.

r Anti köroertiter wu rden mittels i ndi rekter I m m u nf I uoreszenz besti mmt
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Die Antikörpertiter der verschiedenen Ig-Klassen gegen die
Streptomyces-Sporen waren entweder nicht oder nur sehr
schwach mit dem Schweregrad der CLK korreliert. Für
diesen Befund sind verschiedene Erklärungen denkbar:

1. Obwohl der Körper eine Immunantwort auf die Ober-
flächenantigene bildet, entsteht beim Einatmen dieser Spo-
ren nur dann eine klinisch bedeutsame Lungenkrankheit,
wenn eine durch andere Faktoren bedingte Schädigung des
Lungengewebes vorliegt, die als prädisponierender Faktor
wirkt. Die Gewebsschädigung könnte z.B. zu einer erhöh-
ten Permeabilität der Schranke, die aus alveolärem Epithel
und kapillärem Endothel besteht, führen und somit die
Konzentration von Komplementfaktoren in den Alveolen
und Bronchioli erhöhen. Durch Sporen aktivierte Komple-
mentfaktoren können sowohl selber als Entzündungsme-
diatoren wirken als auch diese freisetzen. Frühere lJntersu-
chungen an Pferden (Schatzmann und Gerber, t972; Halli-
arcll et al., 1979; Eyre, 7972; McPherson et al., 1979 a und b)
und Menschen (Cormier et al., 1984; Solal-Cöligny et al.,
t982) unterstützen diese Hypothese. So reagierten gesunde
Pferde mit positiven Hautrests, wenn ihnen Extrakte ver-
schiedener Pilze und Bakterien aus dem Heustaub injiziert
wurde. Auch Seren gesunder Pferde wiesen präzipitierende
Antikörper gegen diese mikrobiellen Antigene auf. Außer-
dem gibt es klinisch gesunde Menschen, die präzipitierende
Antikörper gegen thermophile Aktinomyceten im Serum
aufweisen. Möglicherweise ist ein gewisser Teil dieser
,,Gesunden" subklinisch lungenkrank. Dafür sprechen
Untersuchungen, die bei mehr als der Hälfte der präzipitin-
positiven, klinisch gesunden Landwirte (Solal-Cöligny et al.,
1982; Cormier et al., 1984) und bei ca. 50 o/o der Pferdepo-
pulation in der Schweiz (Bracber et al., 1989) eine subklini-
sche Lungenkrankheit nachwiesen. Eine Ursache dafür
könnte beim Pferd wie beim Menschen (Cormier et al.,
1984; Solal-Cöligny et al., 1982) die immunologische Aus-
einandersetzung mit Sporenantigenen sein. Auch das ver-
mehrte Auftreten von ,,dämpfigen" Pferden nach Ausbrü-
chen einer Influenzainfektion (Scbatzmann vnd Gerber,
1972) könnte vielleicht dadurch zustande kommen, daß
aufgestallte Pferde hohe Antikörpertiter gegen Sporenanti-
gene haben, die haufig im Heu- und Strohstaub vorkom-
men.

2. Die Methode zum Nachweis der Antikörper war unge-
nügend. Das ist ziemlich unwahrscheinlich, da ähnliche
Methoden in der Flumanm edizin zur Darstellung von
Antikörpern gegen thermophile Aktinomyceten (Kurup et
al., 7977; Gump er al., 1979) und gegen Pilzmyzelien und
-sporen (Kurup und Finle, 1978; Scbonbqder et al., 1982;
Soda et al., t986) angewendet wurden. Die mittels Immun-
fluoreszenz bestimmten Antikörpertiter beim Menschen
waren mit den präzipitierenden Antikörpern gegen ther-
mophile Aktinomyceten (Kurup et al., 1977; Gump et al.,
t979) 6zw. mit den mittels ELISA gemessenen Titern
gegen Pilze (Soda er al., 1986) korreliert. Schonbqder et al.
(1982) hingegen fanden keine Korrelation zwischen den
Titern der präzipitierenden Antikörper und den mittels
Immunflu oreszenz bestimmten Tirern.

Gabriete Grünig et. al. 321

3. Die Sporenoberfläche von Strep. collinus/diastatochro-
mogus und von Strep. griseus hat Antigendeterminanten,
die mit Antigenen anderer Bakterien identisch sind, und es
kommt deshalb zu Kreuzreaktionen. Diese Möglichkeit
würde die biologische Relevanz der Antikörper, die unter
Punkt 1 beschrieben wurde, nicht verändern. Des weiteren
wäre denkbar, daß sich Immunglobuline unspezifisch an
die Streptomyces-Sporenoberfläche binden sowie an Pro-
tein A aus der Zellwand von Staphylokokkerr. Üb.. diese
besondere Eigenschaft von Streptomyces-Sporen ist unse-
res'W'issens nichts bekannt.
Auf Grund der mangelnden Beziehung zwischen dem
Schweregrad der CLK und den Antikörpertitern ist die
Titerbestimmung gegen Sporen von Strep. collinus/diasta-
tochromogus und gegen Sporen von Strep. griseus ftir die
Diagnose und Prognose der CLK nicht geeignet.
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Bei 12 Pferden wurden während einer Arthroskopie distal
am Os carpi radiale und gegenüberliegend am Os carpale
tertium 7 x t4 mm2 große, bis auf die subchondrale Kno-
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chenplatte reichende Knorpeldefekte gesetzt. 6 der Pferde
verbrachten die postoperative Phase in einem kleinen Pad-
dock, die anderen 6 wurden einem leichten, sich über 13
'$üochen ste i gernden Bewe gun gspro gramm unter zogen.
Nach 6 

'sfochen wurden die Knorpeldefekte arthrosko-
pisch kontrolliert, bei allen waren Anzeichen der Heilung
festzustellen. In der 13. Woche wurden die Pferde euthana-
siert. Der Heilungsprozeß war bei allen weiter fortgeschrit-
ten.
Bei den Pferden mit Bewegung war das gebildete Repara-
tionsgewebe signifikant dicker, jedoch war kein lJnter-
schied in der Qualität erkennbar. Histologisch bestand das
Reparationsgewebe aus fibrösem Bindegewebe und Faser-
knorpel. Aus diesen Ergebnissen schlossen die Autoren,
daß Knorpelläsionen am Os carpi radiale und Os carpale
tertium die gleiche Heilungstendenz haben und daß früh
postoperativ.begonnene Bewegung keinen schädigenden
Einfluß auf die Heilung von Knorpeldefekten im Karpalge-
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lenk hat. Edith Robs


