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Zusammenfassung

Rhodococcus equi (R. equi ) ist ein Bakterium, welches weltweit héufig chronisch verlaufende, abszedierende Bronchopneumonien bei Foh-
len im Alter bis sechs Monaten verursacht. Im Gegensatz zu Fohlen entwickeln erwachsene Pferde nur GuBerst selten eine Erkrankung durch
eine Infektion durch R. equi. Dies liegt daran, dass die Th1-Immunantwort bei Adulten ausgeprégter ist als in der Neugeborenenphase und
somit der intrazellulére Keim auch in den Makrophagen abgetétet wird. Versuche, die Mutterstuten zu impfen haben zwar dazu gefihr,
dass hohe Konzentrationen an spezifischen Antikérper Uber das Kolostrum erfolgreich dem Fohlen Ubertragen wurden, aber die Erkran-
kungsrate wurde bei den Fohlen auf endemisch betroffenen Betrieben keinesfalls reduziert. Auch die Verabreichung von spezifischem Hyper-
immunplasma bewirkt keinen Schutz der Fohlen vor der R. equi-Pneumonie. Diese enttduschenden Ergebnisse lassen sich dadurch erkla-
ren, dass bei einer Infektion der Fohlen mit R. equi die humorale Immunantwort mit spezifischen Antikérpern selbst in hohen Konzentratio-
nen die Tiere nicht vor einer Erkrankung schitzt. Es gibt Hinweise dafir, dass die Infektion durch R. equi vielmehr durch Mechanismen der
zelluldren Immunantwort abgewehrt wird. Weitere Ansétze zur Vorbeugung der R. equi-Pneumonie wie die prophylaktische Verabreichung
von Antibiotika bei jungen Fohlen wurden in Erwégung gezogen und geprift. Insgesamt erwies sich die Behandlung der Fohlen mit Anti-
biotika in den ersten Lebenswochen nicht als geeignet, um der R. equi-Erkrankung vorzubeugen. Bedauerlicherweise sind die bisherigen
Anstrengungen, einen Impfstoff fur Fohlen zu entwickeln, erfolglos geblieben. Erste Untersuchungen zeigen, dass Lebendimpfstoffe die Th1-
Immunantwort bei Fohlen stimulieren und die Fohlen bei experimenteller Infektion mit R. equi-Bakterien vor der Erkrankung schitzen. Aller-
dings liegen bisher keine Ergebnisse von Feldstudien Uber die Wirksamkeit von Lebendimpfstoffen zur Vorbeugung der R. equi-Pneumonie
bei Fohlen vor.
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Prophylaxis of Rhodococcus equi pneumonia in foals — a review of literature

Rhodococcus equi (R. equi) is a bacterium that causes sporadically and endemically chronic abscess-forming bronchopneumonia in foals
under the age of six months. Adult horses in contrast to foals, usually successfully overcome the infection by R. equi. This is due to the effec-
tive Th1 immune response, which is more pronounced in adults than in the neonatal period and leads to the destruction of the intracellu-
lar pathogens. Attempts to vaccinate mares have actually led to high concentrations of specific antibodies transferred successfully via the
colostrum to the foals, but the rate of R. equi pneumonia in foals on endemic farms was not reduced. The administration of specific hyper-
immune plasma is not effective for the prevention of R. equi pneumonia either. These disappointing results can be explained by the fact
that antibodies alone do not provide any effective protection. Only a cellular immune response reduces R. equi effectively. A further mea-
sure to prevent rhodococcosis was the treatment of foals with adequate antibiotics in the first weeks of life. This as well did not reduce the
disease occurrence. Unfortunately, efforts to develop a vaccine for foals have been unsuccessful in the past. Only live vaccines seem fo sti-
mulate Th1 immune response in a range that protection of the foal has been achieved in experimental infection. However, no field studies
on the efficacy of safe live vaccines for the prevention of R. equi pneumonia in foals have been performed yet.
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Einleit
inlertung und Donahue 1995, Takai et al. 2003a, Pate et al. 2004).

Rhodococcus equi (R. equi), ein grampositives, unbewegli-
ches, fakultativ intrazelluléres Bakterium, wurde erstmals
1923 von Magnusson aus Lungenl@sionen bei einem Fohlen
isoliert. Als ubiquitdrer Bodensaprophyt mit hoher Tenazitgt
kommt es, auBBer in der Antarktis, weltweit vor (Knottenbelt
1993). R. equi gilt als haufigste Ursache fir das Auftreten von
chronischen, eitrigen, abszedierenden Bronchopneumonien
bei Fohlen im Alter von vier Wochen bis sechs Monaten (Mar-
tens et al. 1982). Dagegen ist die Erkrankung bei erwachse-
nen Pferden nur &uBerst selten. R. equi wurde aber auch als
zoonotischer Infektionserreger bei immunsupprimierten Men-
schen, insbesondere bei HIV-Patienten beschrieben (Prescoft
1991), sowie, wenn auch nur anekdotisch, bei anderen Séu-
getieren, wie z. B. Schweinen, Rindern, Schafen, Ziegen,
Lamas, Katzen und Hunden (Addo und Dennis 1977, Hong
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Fohlen, die an einer R. equi Pneumonie erkranken, entwickeln
pyogranulomatése Lasionen in der Lunge und in den media-
stinalen Lymphknoten. Die klinischen Anzeichen sind Fieber,
Husten, Lethargie, Nasenausfluss, progressive Dyspnoe und
Tachypnoe (Prescott 1991, Cohen et al. 2000). Neben den
pulmonalen Verdnderungen gibt es aber auch seltener vor-
kommende, extrapulmonale Manifestationen, wie z. B. intesti-
nale Verdnderungen, einhergehend mit Durchfall und Kolik,
Osteomyelitiden, septischen Arthritiden, und immunvermittel-
te Erkrankungen, wie Uveitis und Polysynovitis (Chaffin und
Martens 1997, Reuss et al. 2009).

Die R. equi-Pneumonie kann endemisch oder sporadisch auf
Cestiten auftreten (Prescott 1991, Giguére und Prescott

1997). Auf endemisch betroffenen Betrieben kann diese
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Erkrankung aufgrund der hohen Fohlenverluste eine beson-
dere Bedeutung bekommen. Dort kann die Morbiditat 40 bis
80% und die Letalitét 5 bis 17% betragen. Das Vorkommen
der R. equi-Pneumonie ist saisonal mit hohen Erkrankungsra-
ten in den spdten Frihlings- und den Sommermonaten
(Muscatello et al. 2006). Zu diesem Zeitpunkt kommt es, wet-
terbedingt, zu einer erhdhten Erregerkonzentration in der
Umgebung der Fohlen und somit zu einem erhshten Infek-
tionsdruck. Ob dabei ein Fohlen, welches R. equi ausgesetzt
wurde, eine Erkrankung entwickelt oder effektiv die Infektion
bekémpfen kann, ist abhéngig vom Alter des Fohlens und von
der Infektionsdosis (Cohen et al. 2012), der Virulenz des
Stammes und der Entwicklung einer Th1 basierten Immu-
nantwort (Sun et al. 2012).

Die Virulenz eines R. equi-Stammes ist direkt abhéngig von
dem Vorliegen eines 80 bis 90 kb groflen Plasmids. Dieses
enthdlt eine sogenannte Pathogenitétsinsel, welche fir eins
der neun Virulenz-Assoziierten-Proteine (Vap) kodiert. Unter
den neun bisher beschriebenen Virulenz-Assoziierten-Protei-
nen ist beim Fohlen VapA am héufigsten vertreten (Takai et al.
1996, 2000, Hooper-McGrevy et al. 2001, Takai et al.
2003b). Stémme, die dieses Plasmid nicht besitzen, kénnen
sich nicht in Makrophagen vermehren, die Phagosom-Lyso-
som Fusion nicht inhibieren, somit die intrazellulgre Abtétung
nicht umgehen und sind demzufolge auch nicht virulent (Hon-

dalus und Mosser 1994, Giguére et al. 1999a).

Das Immunsystem des Pferdes und die R. equi-Infektion

Der immunologische Schutz eines Wirtes basiert einerseits auf
unspezifischen, angeborenen, humoralen und zelluldren
Mechanismen, andererseits auf einer spezifischen, erworbe-
nen, zelluléren und humoralen Immunantwort. Zum unspezi-
fischen humoralen Schutz zéhlt unter anderem die Wirkung
von Komplement und Lysozym. Zu der unspezifischen, zellu-
lgren Abwehr tragt Uberwiegend die Phagozytose durch
Makrophagen bei. Die erworbene, humorale Immunantwort
involviert B-Lymphozyten als Vorléufer der Plasmazellen, wel-
che fur die Antikérper (AK)-Produktion zustdndig sind. Die
erworbene, zellulére Immunantwort wird durch die T-Lympho-
zyten gesteuert. Von diesen gibt es zwei Subpopulationen. Die
zytotoxischen T-Lymphozyten exprimieren an ihrer Oberfléche
das CD8"-Molekil wohingegen andere T-Lymphozyten
CD47"-Molekile synthetisieren und als T-Helferzellen bezeich-
net werden. Unter dem Einfluss einer bestimmten Cytokinum-
gebung differenzieren sich diese T-Helferzellen entweder zu T-
Helferzellen vom Typ 1 (Th1-Zellen) oder zu T-Helferzellen
vom Typ 2 (Th2-Zellen). Diese zwei Zelltypen sind wiederum
for unterschiedliche immunologische Vorgénge zusténdig.
Die Th1-Zellen bewirken in Verbindung mit aktivierten Makro-
phagen die Abwehr gegen intrazellulére Erreger. Die soge-
nannte Th1-Antwort induziert die Bildung spezifischer Cytoki-
ne, wie Inferferon-Gamma (IFN-y), Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a) und Interleukin-2 (IL-2). Die Th2-Zellen hinge-
gen aktivieren B-Lymphozyten, insbesondere im Rahmen von
Infektionen mit exirazelluléren Erregern. Die Th2-Antwort ist
charakterisiert durch die Produktion anderer Cytokine, néam-
lich IL-4, IL-5 und IL-10 (Janeway et al. 2002). Wenn sich
individuelle T-Zellen erst einmal in eine Richtung entwickelt
haben (Th1 oder Th2), neigt die Immunantwort dazu in die-
ser Richtung zu persistieren, da die von ihnen produzierten
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Cytokine die Entwicklung in die andere Richtung inhibieren
(de Almeida et al. 2008, Zhou 2008). Beide Immunantwor-
ten (Th1/Th2) sind in der Bekédmpfung der R. equi Infektion in
unterschiedlichem Mafle involviert.

Die Beseitigung einer R. equi Infektion beim adulten Pferd ist
mit einem signifikanten Anstieg der CD4"- und CD8%*-T-Lym-
phozyten in der bronchoalveoléren Spilflussigkeit (BALF),
einer Proliferation der Lymphozyten als Antwort auf die R. equi
Antigen-Prasentation, der Entwicklung von R. equi spezifi-
schen cytotoxischen T-Lymphozyten, und der Induktion von
IFN-y assoziiert (Hines et al. 2001, Hines et al. 2003). Wéh-
rend die CD8*-T-Lymphozyten im Laufe einer akuten Infektion
keine wesentliche Rolle spielen, beteiligen sich die CD4"-T-
Lymphozyten an der Aktivierung der Alveolarmakrophagen
und der IFN-y-Synthese, die zu einer Abtétung des Erregers
fohren (Kanaly et al. 1993, 1996). Hieraus wird ersichtlich,
dass der Schutz eines Wirtes gegeniber R. equi insbesondere
mit einer zellvermittelten Immunantwort einhergeht, wobei
auch der Antikérper (AK)-vermittelten Immunantwort eine Rol-
le zukommt (Hines et al. 1997, Hines et al. 2003, Hooper-
McGrevy et al. 2003, Lopez et al. 2003).

Die Entwicklung einer reinen Th2-Immunantwort wéhrend
einer R. equi-Infektion fohrt zum Ausbruch der Erkrankung.
Dies wurde an Méusen gezeigt, die mit neutralisierenden,
monoklonalen Antikérpern gegen IFN-y behandelt wurden.
Die Mé&use waren nicht dazu in der Lage, eine pulmonale R.
equi Infektion zu beseitigen und entwickelten pulmonale Gra-
nulome (Kanaly et al. 1995). AuBBerdem exprimierten die Tie-
re hohe Mengen an IL-4 mRNA. Dies lésst auch auf eine Th2
vermittelte Immunantwort schliefen.

Eine Immunantwort vom Th1-Typ hingegen bewirkt einen
Infektionsschutz. Die Aktivitét von Th1-Cytokinen (IFN-y, IL-2)
ist entscheidend fir die Elimination von intrazelluldren Erre-
gern wie R. equi oder auch Mykobakterien (Kanaly et al.
1995, Hines et al. 1997, Hines et al. 2003, Breathnach et al.
2006). Dariber hinaus ist die IFN-y-Produktion, welche
essentiell fir die Aktivierung von Makrophagen und neutro-
philen Granulozyten ist, abhdngig von der Exposition des
Fohlens zu einer bestimmten Dosis des R. equi-Antigens
(Jacks et al. 2007a). Die Antigendosis lenkt die Immunant-
wort entweder in Richtung eines Th1- oder Th2-Typs. Es wur-
de an Mausen festgestellt, dass mit einer geringen Dosis einer
Mycobacterium bovis (M. bovis)-Vakzine immunisierte Tiere
eine Th1-Antwort entwickeln, die durch die ausbleibende Pro-
duktion von Antikérpern und eine erhdhte IFN-y Produktion
charakterisiert ist. Hohere Dosen des M. bovis-Antigens indu-
zieren hingegen eine Th2-Antwort, die mit einer AK-Produk-
tion und einem starken Anstieg der IL-4-Produktion einher-
geht. Bei der in diesen Versuchen verwendeten Vakzine han-
delt es sich um eine Bacillus-Calmette-Guérin-(BCG)-Vakzi-
ne, die beim Menschen zur Immunisierung gegen Tuberkulo-
se eingesetzt wird (Power et al. 1998). Der Zusammenhang
von Antigen-Dosis und Entwicklung der unterschiedlichen
Typen der T-Zell-Antwort wurde auch von Jacks et al. (2007a)
anhand einer R. equi-Infektionsstudie an Fohlen beschrieben.
Die intratracheale Instillation einer geringen Dosis an virulen-
tem R. equi (1x10¢ CFU/Fohlen), bei Fohlen im Alter von 7
bis 10 Tagen, resultierte in einer signifikant erhdhten IFN-y
mRNA-Expression und einer signifikant niedrigeren IL-4
mRNA-Expression, im Vergleich zu adulten Pferden, wéhrend
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die IFN-y-Induktion bei nicht infizierten Fohlen deutlich gerin-
ger war als bei Adulten (Breathnach et al. 2006, Jacks et al.
2007a). Dies widerlegt die bisherige Annahme, dass neona-
te Fohlen bis zu einem Alter von drei Monaten kaum IFN-y
produzieren, zeigt aber, dass Fohlen, dhnlich wie neonate
Menschen und Méuse, die Féhigkeit besitzen, eine, mit adul-
ten Pferden vergleichbare Th1-Antwort zu entwickeln, voraus-
gesetzt der geeignete Stimulus ist zuvor vorhanden (Jacks et
al. 2007a). Allerdings entwickelten bei Jacks et al. (2007q)
alle infizierten Fohlen eine Pneumonie, so dass die Autoren
davon ableiteten, dass die durch IFN-y induzierte Th1-Ant-
wort nicht ausreichend ausgeprégt war, um die Infektion
erfolgreich zu bekémpfen, oder dass ein weiterer, noch unbe-
kannter Mechanismus der Immunantwort gefehlt hat. Ande-
rerseifs entwickeln neonate Fohlen eine nur geringe Th2-
Immunantwort, die selbst im Alter von drei Monaten noch
nicht das Niveau der Th2-Antwort von adulten Pferden
erreicht (Wagner et al. 2010). Dies widerlegt die bisher vor-
herrschende Meinung, dafl die Immunantwort von Fohlen
Th2 dominiert ist (Boyd et al. 2003, Mealey et al. 2007,
Morein et al. 2007).

Nach wie vor sind die Antigene, die eine protektive Immu-
nantwort gegeniber R. equi hervorrufen, unbekannt. Das
Virulenzplasmid von R. equi, welches fur die Pathogenitét ver-
antwortlich ist, scheint auch immunmodulierende Effekte,
sowohl bei Fohlen als auch bei Adulten, zu haben (Giguére
et al. 1999a). Einerseits reduziert das Virulenzplasmid die
IFN-y Produktion, bzw. moduliert die Cytokin-Antwort wéh-
rend einer R. equi Infektion (Giguére et al. 1999b), anderer-
seits rufen oberfléchenexprimiertes VapA und sekretorisches
VapC starke lymphoproliferative Immunantworten bei Fohlen

und bei Adulten hervor (Jacks et al. 2007b).

Wenngleich die Erkenntnisse zu den Mechanismen der Immu-
nantwort auf eine R. equi-Infektion mangelhaft sind, wurden
zahlreiche Untersuchungen zur akfiven Immunisierung von
Stuten und Fohlen und zur passiven Immunisierung von Foh-
len gegen R. equi vorgenommen.

Impfung der Mutterstuten gegen Rhodococcus equi

Versuche, Stuten vor der Geburt mit Lebend- oder Totimpfstoff
gegen R. equi zu immunisieren, haben dazu gefihrt, dass die
R. equi-AK im Kolostrum signifikant anstiegen (Madigan et al.
1991, Martens et al. 1992). Zusétzlich wurden in postkolo-
stralen Serumproben von Fohlen geimpfter Stuten hohe AK-
Konzentrationen ermittelt. Daraus ergab sich die Hoffnung,
Fohlen via passivem Immuntransfer Gber das Kolostrum vor
einer R. equi Pneumonie zu schitzen.

In einer Studie wurden tragende Stuten mit einem R. equi Impf-
stoff, der verschiedene Antigene incl. VapA, Equi-Faktor-
Exoenzyme und Aluminiumhydroxid als Adjuvans enthielt,
geimpft. Es wurde zwar eine signifikante Senkung der Morbi-
ditét von 3% auf 1,2% festgestellt (Becu et al. 1997) aber die
Studie wurde ohne Kontrollgruppe durchgefihrt, so dass die
Ergebnisse entsprechend kritisch zu bewerten sind. Ein weite-
rer Ansatz der aktiven Immunisierung basiert einerseits auf der
Anwendung einer VapA-haltigen Rhodokokkenproteinlésung
in Verbindung mit einer Nanopartikel-Adjuvans, und anderer-
seits auf einem formalininaktivierten Ganzzellimpfstoff virulen-
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ter R. equi-Stdmme (Cauchard et al. 2004). Auch hier war die
Morbiditat durch die R. equi-Pneumonie signifikant verringert,
es fehlen aber genaue Angaben Uber die Erkrankungsrate und
Uber die Zusammenstellung der Kontrollgruppe. Wie in der
ersten Impfstudie wurden auch in dieser keinerlei Angaben
dariber gemacht, ob parallel zur Impfung der Stuten auch
Anderungen in Haltung und Management durchgefihrt wor-
den sind. Die positiven Ergebnisse der Stutenimpfung dieser
Studien lassen sich nicht in Einklang mit anderen Untersu-
chungen bringen, nach denen es keine Korrelation zwischen
den AK im Kolostrum und dem Schutz vor der R. equi-Pneu-
monie gibt (Martens et al. 1992, Triskatis 2005).

Impfung von Fohlen gegen Rhodococcus equi

Die alleinige Immunisierung von Fohlen, sowie die kombi-
nierte Impfung von Stuten und Fohlen, lieferten in der Ver-
gangenheit unterschiedliche Ergebnisse. Bisher wurden Tot-,
Lebend-, und genmanipulierte Impfstoffe bei Fohlen verschie-
dener Altersgruppen getestet. Totimpfstoffe, mit oder ohne
Adjuvans, schitzen Fohlen unterschiedlichen Alters nicht vor
der R. equi-Erkrankung (Magnusson 1938, Becu et al. 1997).
Selbst der Einsatz von cpg-Motiven (Cytosin-Phosphat-Gua-
nosin-DNA Sequenzen) als Adjuvans in Form eines Inhala-
tionsimpstoffs bewirkt keinen Schutz der geimpften Fohlen

(Hullmann 2006, Dittrich 2008, Mueller-Alander 2008).

Ein Lebendimpfstoff auf der Basis von virulenten R. equi-Bak-
terien wurde oral verabreicht, induzierte zwar einen Schutz
vor einer experimentellen Infektion mit virulentem R. equi
(Chirino-Trejo et al. 1987, Hooper-McGrevy et al. 2005) und
bewirkte eine schnelle Beseitigung des Erregers aus der Lun-
ge, verhinderte aber nicht die Vermehrung, die Ausscheidung,
und die Kontamination der Umgebung der Tiere. Diese Beob-
achtungen schrénken seinen Einsatz auf Zuchtbetrieben ein
(Chirino-Trejo et al. 1987). Um die Risiken eines Lebendimpf-
stoffs zu minimieren wdre es notwendig, avirulente/schwach
virulente Mutanten zu testen.

Eine Kombination aus Mutterschutz- und Fohlenimpfung, um
sowohl einen aktiven als auch einen passiven Schutz hervor-
zurufen, mit einem inaktivierten R. equi-Impfstoff, schitzte
Fohlen gegen eine Rhodokokkose (Varga et al. 1997). Anders
als in der Kontrollgruppe, entwickelte kein Fohlen aus den
beiden Impfgruppen klinische Symptome einer R. equi-Pneu-
monie, so dass eine niedrigere Morbiditdt und Letalitat bei
den geimpften Fohlen beobachtet wurde. Da im Kolostrum
sehr niedrige R. equi-Antikérperkonzentrationen ermittelt wur-
den, die nicht héher waren, als die der nicht vakzinierten Kon-
trollgruppe, wird vermutet, dass der Schutz wahrscheinlich
durch die wiederholte Vakzinierung der Fohlen (mit 3, 5 und
7 Wochen) und nicht durch die Stutenimpfung zustande kam
(Varga et al. 1997). In dieser Studie, die auf 3 verschiedenen
Betrieben mit bedeutenden Fohlenverlusten in vorhergehen-
den Abfohlsaisons durchgefihrt wurde, gibt es keine Anga-
ben tber sonstige Anderungen, z. B. in Hinblick auf Haltung
oder Management. Deshalb sollten auch diese Ergebnisse,
kritisch betrachtet werden.

Die Verwendung einer APTX (acetone-precipitated, Triton X-

extracted)-Antigen Vakzine, bot nach experimenteller Infektion
keinen Schutz vor der Entwicklung einer R. equi-Pneumonie,
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sondern schien die Infektion zu verschlimmern. Da aber die
Anzahl an Stuten und Fohlen, die an der Studie teilnahm, nur
gering war, handelt es sich um eine vorlgufige Beobachtung.
Auch ist nicht klar, ob die eventuelle Verschlimmerung allein
auf die Stuten- oder die Fohlenvakzinierung zuriickzufihren
ist (Prescott et al. 1997).

DNA-Vakzinen

DNA-Immunisierung ist in der Lage sowohl eine zellvermittel-
te, als auch eine AK-vermittelte Immunantwort hervorzurufen.
Obwohl die zellvermittelte Immunantwort die Hauptrolle bei
der Bekémpfung von R. equi spielt, darf die AK-vermittelte
Immunantwort nicht vernachldssigt werden (Hines et al.
1997, Hines et al. 2003, Hooper-McGrevy et al. 2003,
Lopez et al. 2003). Da maternale AK bei der Verwendung von
konventionellen Vakzinen dem Vorbereiten einer Immunant-
wort entgegenwirken (Stewien et al. 1978), kénnte die DNA-
Immunisierung einen speziellen Platz bei der Induktion der
neonaten Immunantwort einnehmen (Hassett et al. 1997).
Viele Arbeitsgruppen haben sich mit unterschiedlichem Erfolg
auf die Verwendung von DNA-Technologie konzentriert, um
eine R. equi-Vakzine fur Fohlen zu entwickeln.

Im Mdausemodell wurde mit einer DNA-Vakzine, bestehend
aus VapA in Kombination mit IL-12 (Haghighi und Prescott
2005), sowie einem attenuierten Salmonella-Stamm, der das
VapA-Antigen enthélt (Oliveira et al. 2007), R. equi aus der
Lunge von vakzinierten Méusen beseitigt und eine signifikan-
te AK-Antwort erzielt (Haghighi und Prescott 2005, Oliveira et
al. 2007). Hier zeigte sich das erste Mal, dass VapA ein
schitzendes Immunogen, zumindest bei Méusen, ist (Haghig-
hi und Prescott 2005). Da Méuse natirlicherweise resistent
gegeniber virulentem R. equi sind, ist es allerdings nicht
moglich, ohne weitere Studien von diesen Ergebnissen auf die
Wirksamkeit bei Fohlen zu schliefien.

Fur R. equi stellt das Mycobacterium tuberculosis ein gutes
Modell der Immunisierung dar, denn beide Bakterien sind
sich taxonomisch und pathogonomisch sehr éhnlich (nocar-
dioforme Actinomyceten, Genom mit hohem Guanin- und
Cytosin-Anteil, Zellwénde mit Mykolséure) und weisen aulBer-
dem eine dhnlich Biologie auf (Invasion von Alveolar-Makro-
phagen, intrazelluléres Uberleben, replizieren sich in Phago-
somen, verhindern die Phagosom-lysosom-Fusion) (Hiefala
und Ardans 1987, Zink et al. 1987, Takai et al. 1992). Stu-
dien, die eine protektive Immunantwort gegen M. tuberculo-
sis identifizieren, konzentrieren sich auf sezernierte Proteine,
die im Uberstand von Kultur-Filtraten (Culture filtrate super-
natants (CFS)) prasent sind. Diese aktiv sezernierten Proteine
rufen eine zellvermittelte Immunantwort bei Tieren und Men-
schen hervor (Andersen 1994, Arend et al. 2000, Smith et al.
2000). In einer Studie an drei adulten Pferde, zeigte sich,
dass R. equi-CFS ebenso wie M. tuberculosis-CFS immun-
protektiv wirken (Kohler et al. 2003). Die immunogenen Pro-
teine in R. equi-CFS, namentlich VapC, VapD und VapE, wer-
den auch wdhrend einer natirlichen Infektion bei adulten
Pferden produziert. Sie werden mit dem Virulenzplasmid in
Verbindung gebracht und stimulieren die IFN-y Produktion.
Cauchard et al. (2006) zeigten beim Fohlen, dass syntheti-
sche Vap-Peptide (VapA, VapD, VapF und VapG) in Kombi-
nation mit einem Nanopartikel-Adjuvans auf Wasserbasis
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immunogenen Charakter haben. Dies zeigt sich, wenn auch
teilweise inkonsistent, in einem signifikanten Anstieg der IgG-
AK und einer damit einhergehenden, gesteigerten, opsonie-
renden Serumaktivitét (Cauchard et al. 2006).

Das Vakzine-Potential eines komplett attenuierten, auxotro-
phen Riboflavin (rib-) Stammes wurde in einem Immunisie-
rungs-Infektions-Modell bei Fohlen getestet, nachdem sich im
Méausemodell gezeigt hatte, dass der Impfstamm lange genug
persistiert, um eine IFN-y-Antwort zu erzeugen, die dquivalent
zu der des Elternstammes ist (Lopez et al. 2008). Alle immuni-
sierten Fohlen zeigten eine R. equi spezifische IgG-Antwort.
Weiterhin wurde bei finf von sechs immunisierten Fohlen eine
erhshte IFN-y-Produktion beobachtet, die sich nur bei einem
Fohlen der Kontrollgruppe zeigte (Lopez et al. 2008). Der
Vorteil in der Benutzung eines aftenuierten Lebend-Stammes
liegt darin, dass dieser das Virulenzplasmid enthélt und somit
potentiell relevante Antigene, die durch das Virulenz-Plasmid
kodiert werden, auch in der Vakzine enthalten sind. Es wird
hingegen vermutet, dass die Immunisierung mit nicht repli-
zierbaren, schnell bereinigten, plasmidlosen Stémmen von R.
equi deshalb keinen Schutz vor der R. equi Infektion bei Foh-
len aufbaut, weil der Stamm schnell beseitigt wird oder die
Immunantwort nicht gegen das Plasmid gerichtet ist (Lopez et

al. 2008).

Da der Glyoxylat-Zyklus wichtig fur die Virulenz von R. equi ist,
wurde in einer Studie die Rolle der Isocitratlyase, das erste
Enzym dieses Zyklus, untersucht. Hierfir entwickelte man eine
Isocitratlyase-defiziente Mutante. Der Isocitratlyase-defiziente
Stamm induziert bei Fohlen im Alter von 3 Wochen keine
Erkrankung, obwohl R. equi aus der Lunge von infizierten Foh-
len isoliert werden konnten. Die Anzahl der Bakferien war
mehr als 6-fach geringer als bei dem Wild-Stamm (Goldstein
und McCusker 2001). Die Mutante konnte sich nicht in
Makrophagen vermehren, wéhrend der Wildstamm sich inner-
halb von 8 Stunden verdoppelte. Das AceA-Gen, verantwort-
lich fur die Isocitratlyase, ist das zweite Gen nach VapA, wel-
ches entscheidend fir die Virulenz von R. equi ist, da es
sowohl fir die Assimilation von Fettséiuren, als auch von Ace-
tat bendtigt wird. Acetat ist in signifikanten Mengen im Dik-
kdarm von Pferden présent (Wall et al. 2005) und stimuliert
das Wachstum von R. equi im Mist (Hughes und Sulaiman
1987). Dies zeigt, dass die Isocitratlyase, obwohl sie kein ech-
ter Virulenzfaktor wie z. B. VapA ist, sowohl im Wirt als auch in
der Umgebung eine kritische Rolle im Wachstum und Uberle-
ben von R.equi spielt (Wall et al. 2005). Aufgrund dieser viel
versprechenden Erkenntnisse wurden in einer weiterfGhrenden
Studie Fohlen im Alter von einer Woche mit einem Isocitratly-
ase-defizienten Stamm infiziert (Pei et al. 2007). Zwei von finf
infizierten Fohlen entwickelten eine schwere aber verzégert
auftretende Pneumonie. Die drei weiteren Fohlen erkrankten
nicht. Trotz der geringen Probandenzahl sind die Ergebnisse
von beachtlichem Interesse, da die Deletions-Mutante weniger
pathogen ist als der Wildstamm und méglicherweise zu einer
Immunisierung der Uberlebenden Fohlen fihrt und so als Impf-
stamm relevant sein kénnte (Pei et al. 2007).

Hyperimmunplasma und andere AK-Produkte

Auch der Einsatz von Hyperimmunplasma (HIP) zur Prophyla-
xe der R. equi-Pneumonie ist gemdaf einiger Studien erfolg-
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reich (Marfens et al. 1989, Madigan et al. 1991, Becu et al.
1997, Higuchi et al. 1999), aber auch laut anderer Autoren
und jUngerer Studien nicht effektiv (Chaffin et al. 1991, Hur-
ley und Begg 1995, Giguére et al. 2002, Perkins et al. 2002,
Caston et al. 2006). Trotzdem gilt das HIP bis heute als ein-
ziges Mittel, das sowohl unter Feld- als auch unter experi-
mentellen Bedingungen in der Lage ist, die Morbiditét zu sen-
ken, vorausgesetzt die Verabreichung erfolgt vor der Exposi-
tion mit R. equi (Marfens et al. 1989).

Der erste Einsatz von ,Hyperimmunplasma” erfolgte 1922
durch Schmiedhoffer. Dieser benutzte ein stallspezifisches
Immunserum zur Prophylaxe von infektiésen, eitrigen Lungen-
entzindungen, die dieser Autor auf einen ,Fohlenstreptokok-
kus” zurickfohrte. Die Effekfivitét von Hyperimmunplasma ist
abhéngig von der Dosis, dem Zeitpunkt der Verabreichung,
der angeborenen Kompetenz des Immunsystems der Fohlen,
Management-Konditionen und der Anzahl an virulenten Bakte-
rien in der Umgebung (Giguére et al. 2002). Der Zeitpunkt zu
dem HIP verabreicht werden soll, um den bestméglichen
Schutz zu gewéhren, ist unbekannt. Empfohlen wird eine Trans-
fusion vor der ersten R. equi-Exposition (Martens et al. 1992)
und eine zweite im Alter von etwa einem Monat (Giguére und
Prescott 1997, Giguére et al. 2002, Perkins et al. 2002).

Auch normales equines Plasma wurde Fohlen zur Vorbeu-
gung der R. equi-Pneumonie in Studien mit unbehandelter
Kontroll-Gruppe infundiert (Perkins et al. 2002, Schulte
2005). Ahnlich wie beim spezifischen Hyperimmunplasma
zeigte sich, dass die Anzahl an Fohlen mit Lungenabszessen
in der Plasma-Gruppe und in der unbehandelten Kontroll-
gruppe identisch waren (Perkins et al. 2002), allerdings
erkrankten die Fohlen durchschnittlich 3 Wochen spater
(Schulte 2005). Fir diesen positiven Effekt wurden unspezifi-
sche Immunfaktoren wie Fibronektin, Komplementfaktoren,
Cytokine und die opsonierenden Eigenschaften von Plasma
und HIP verantwortlich gemacht (Madigan et al. 1991, Hur-
ley und Begg 1995, Higuchi et al. 1999, Hooper-McGrevy et
al. 2001, Giguére et al. 2002, Perkins et al. 2002).

Paramunitétsinducer

Zur Prophylaxe der R. equi Pneumonie wurde auch ein Para-
munitétsinducer (Zylexis®, Fa. Pfizer) bei Fohlen getestet.
Zylexis® (friher Baypamun P®, Fa. Bayer) basiert auf inakti-
viertem Parapoxvirus ovis und soll erregerunspezifisch, lokal
und systemisch wirkende Abwehrmechanismen stimulieren
und somit fir einen immunstimulierenden Effekt sorgen (Bitt-
ner et al. 1987).

Dies wurde im Rahmen einer randomisierten Blindstudie auf
einem Gestit mit endemischer Rhodokokkose bei den Fohlen
getestet. 45 Fohlen wurden subkutan und 45 Fohlen intrana-
sal mit jeweils 2 ml des Paramunitétsinducers, insgesamt 14
mal, bis zum Alter von finf Monaten, nach einem festgeleg-
ten Zeitplan, vakziniert. AuBerdem wurden 45 Fohlen als
Kontrollgruppe mitgefuhrt. Die Zahl der an Pneumonie
erkrankten Fohlen unterschied sich nicht signifikant zwischen
den Impfgruppen und der Kontrollgruppe (Bauman 2006).
Weder die wiederholte subkutane Verabreichung noch die
mehrmalige intra-nasale Bestéubung bewirkten einen Schutz
der Fohlen gegen eine Rhodokokkose.
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Chemoprophylaxe

Die prophylaktische Gabe von Makrolid-Antibiotika im Einsatz
gegen die R. equi-Pneumonie war Gegenstand einiger Studien
(Chaffin et al. 2008, Venner et al. 2009). Das verwendete
Makrolid war Azithromycin, welches in Kombination mit Rifam-
picin zur Behandlung der R. equi-Pneumonie eingesetzt wird.
Wéhrend Chaffin et al. (2008) auf zehn verschiedenen Gesti-
ten, bei 338 Fohlen durch die orale Kurzzeitapplikation von
Azithromycin wéhrend der ersten 14 Lebenstage im Abstand
von 48 Stunden mit 10 mg/kg eine Reduzierung der Gesam-
tinzidenz von 20,8 % (Kontrollfohlen) auf 5,3 % erzielte,
erreichten Venner et al. (2009) bei einer Verabreichung von
10 mg/kg taglich tber die ersten 3 Lebenswochen keine Redu-
zierung der Erkrankungsrate bei den 25 behandelten Fohlen.

In aktuellen Studien wurde Gallium-Maltolate (GaM) zur Pré-
vention und Behandlung der R. equi-Pneumonie getestet
(Martens et al. 2007, Chaffin et al. 2009a, Chaffin et al.
2009b). Gallium ist ein trivalentes Halbmetall, welches in der
Kombination mit Maltol eine hohe orale Bioverfigbarkeit auf-
weist (Bernstein et al. 2000) und beim Menschen nicht mit
Nebeneffekten in Verbindung gebracht wird. Gallium konkur-
riert mit dreiwertigem Eisen, dem es chemisch sehr Ghnlich ist,
um die Aufnahme durch intrazellulédre Bakterien und wird
bevorzugt aufgenommen. Eisen ist essentiell fir das
Wachstum der meisten Mikroorganismen, inklusive R. equi,
da es in vielen metabolischen und DNA-Syntheseprozessen
benstigt wird (Jordan et al. 2003). Um das Eisen fir patho-
gene Mikroben zu limitieren, wird es an Plasma-Proteine (z. B.
Transferrin und Lactoferrin) gebunden und stellt somit einen
angeborenen anti-mikrobiellen Abwehrmechanismus dar.
Allerdings ist R. equi in der Lage proteingebundenes Eisen zu
benutzen und umgeht somit diesen Abwehrmechanismus (Jor-
dan et al. 2003). Wird Gallium statt Eisen aufgenommen und
in wesentliche, eisenabhéngige reproduktive Enzym-Systeme
eingebaut, kommt es zum Verlust der Funktionalitét der eisen-
abhéngigen Enzyme und damit einhergehend zu bakterieller
Stase und/oder zum ,Tod” des Bakteriums (Bernstein 1998).
Trivalentes Gallium kann im Gegensatz zu dreiwertigem Eisen
nicht reduziert werden. Gallium liegt im Plasma hauptséchlich
gebunden an Transferrin vor und wird bevorzugt von phago-
zytierenden Zellen am Ort von Entzindungen und granulo-
matésen Lésionen aufgenommen und reichert sich an diesen

Stellen an (Tsan und Scheffel 1986).

Bei einer Dosierung von 30 mg/kg, oral, alle 24 Stunden,
werden Serumkonzentrationen erreicht, die adéquat sein soll-
ten, das Wachstum von R. equi zu inhibieren (Chaffin et al.
2009b). Das Ziel der GaM-Verabreichung in den ersten
Lebenswochen ist, einen Schutz gegen die frihe Infektion zu
bieten. Damit sollten Fohlen in den ersten Lebenswochen vor
der Infektion mit R. equi geschitzt werden (Chaffin et al.
2009b). Allerdings zeigte eine Studie an 483 Fohlen, dass
durch GaM weder die Inzidenz, noch die Mortalitat infolge
der R. equi-Pneumonie in endemisch betroffenen Gestiten

reduziert werden (Chaffin et al. 2009a).

Schlussfolgerung

Bis heute gibt es keine wirksame Prévention der R. equi-Pneu-
monie bei Fohlen. In den letzten Jahren wurden zahlreiche
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Studien durchgefihrt, um die Immunantwort von Pferden und
Fohlen bei einer Infektion mit Rhodococcus equi zu erfor-
schen, und um zu verstehen, warum Fohlen derart anféllig
gegeniber R. equi sind. Dabei wurden Immunprophylaxe und
andere Kontrollstrategien untersucht. Die Féhigkeit des Erre-
gers, die Immunantwort des Wirtes zum Zeitpunkt der Infek-
tion zu umgehen, kann ein Grund fir die Anfélligkeit der Foh-
len sein, obwohl Fohlen durchaus in der Lage sind eine ange-
messene Th1-Antwort zu entwickeln (Jacks et al. 2007a). The-
orefisch besteht eine angemessene Immunantwort aus einer
Th1-betonten zellvermittelten Immunantwort, kombiniert mit
spezifischen Antikérpern, insbesondere mukosalem IgA sowie
systemischem IgGa und IgGb. Dies bedeutet, dass zur
Abwehr von R. equi sowohl die angeborene, als auch die
erworbene Immunitét bendtigt werden. Deshalb ist anzuneh-
men, dass eine attenuierte Lebendvakzine, die den natir-
lichen Weg der Infektion nachahmt und wenig Potential hat
die Umwelt zu kontaminieren, den gréfiten Erfolg im Hinblick
auf eine effektive Immunantwort verspricht (Muscatello et al.
2007, Dawson et al. 2010). Allerdings fehlen derzeit dazu

positive Ergebnisse aus Feldstudien.

Ein weiterer Ansatz zur Vorbeugung der R. equi-Pneumonie
bei Fohlen ist die Anwendung von BCG-Vakzine. Aufgrund
der dhnlichen Pathogenitat zwischen R. equi und M. tubercu-
losis kénnte eine BCG-Vakzine in kleinen Dosen die zur
Abwehr von R. equi gewiinschte Th1 zellvermittelte Immu-
nantwort bei Fohlen hervorrufen, wie es bereits bei Mdusen
und Babys gezeigt wurde (Power et al. 1998).

Von ganz entscheidender Bedeutung ist das Alter indem Foh-
len geschitzt werden sollten. Eine VorbeugungsmaBBnahme
kann nur dann wirksam sein, wenn sie vor der Infektion durch
R. equi verabreicht wird, dass heifit, wenn sie in der ersten
Lebenswoche bei den Fohlen angewendet wird (Cohen
2012). Weiterhin sollte eine solche Mafinahme sicher und
einfach, auch auf Zuchtbetrieben mit gréfieren Fohlenzahlen,
anzuwenden sein.
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