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Zusammenfassung: Trotz der Verfigbarkeit potenter Tetanusimpfstoffe sind dramatisch verlaufende Tetanusinfektionen noch immer im All-
tag des Pferdepraktikers présent. Dies gab Anlass verschiedene Impfstrategien und die daraus resultierende humorale Immunitétslage zu
Uberprifen. Es standen 91 Serumproben von Pferden mit glaubhafter Impfanamnese zur Verfigung, welche mittels Doppelantigen-ELISA
(DAE) untersucht wurden. Die Seroprévalenz protektiver Tetanustoxoidantikérperkonzentrationen (TTAK) von =0, 1 IE/ml betrug 92,3 %. 89 %
der Pferde waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme ihrem jeweiligen Alter entsprechend geméB der , Leitlinie zur Impfung von Pferden”, her-
ausgegeben von der Sténdigen Impfkommission des Bundesverbandes Praktizierender Tieréirzte (bpt), immunisiert. In fonf Féllen hatten die-
se Tiere jedoch keinen ausreichenden Impfschutz. Hierzu zéhlten ein finf Monate altes Fohlen, bei welchem die maternalen Antikérper
bereits unter die Schutzgrenze abgefallen waren und zwei juvenile Pferde, welche die dritte Vakzination der Grundimmunisierung (Gl) noch
nicht erhalten hatten. Abweichungen von der Impfempfehlung bestanden ausschlieBlich in Form verléngerter Abstéinde der Wiederholungs-
impfungen von drei bis zu acht Jahren, wobei diese Tiere jedoch protektive TTAK aufwiesen. Unter alleiniger Betrachtung des Patientenalters
wiesen alle Pferde Uber 20 Jahre (n=12) TTAK weit oberhalb der Schutzgrenze auf. Hinsichtlich der Anwendung unterschiedlicher Boo-
sterintervalle unterschieden sich die TTAK nicht signifikant (o =0,117). Der zeitliche Abstand zwischen letzter Tetanusimpfung und Proben-
nahme lieB keine Prognose Gber die zu erwartenden TTAK zu. Selbst Pferde mit einheitlichem Impfregime reagierten sehr heterogen. Ent-
gegen der Meinung eine bessere Immunantwort sei effektiver, je weniger Komponenten zeitgleich geimpft werden, unterschieden sich die
TTAK nach Impfung mit monovalenten Vakzinen nicht signifikant von denen nach Durchfihrung einer Kombinationsimpfung (p=0,63).
Basierend auf diesen Ergebnissen und experimentellen Daten aus Vokzinationsversuchen empfehlen wir zur Vermeidung fehlerhafter
Immunisierungen vor der Erstvakzination eine Bestimmung der TTAK mit Vollendung des finften Lebensmonats, welche zuverlgssig und
schnell mittels eines Streifentestes vor Ort vorgenommen werden kann. Im zweijéhrlichen Intervall vorgenommene Wiederholungsimpfun-
gen sind nicht besser protektiv. Die Impfempfehlung kénnte auch ein acht- bis 10-jéhriges Intervall fur Auffrischungsimpfungen ausweisen.
Die Tetanusimmunitét betreffend ergeben sich keine Nachteile bei gleichzeitiger Impfung weiterer Antigenkomponenten. Gewissheit tber
den tatséchlichen Immunstatus kann nur Gber die Bestimmung der TTAK erlangt werden, da auch die Dokumentation der Impfungen selbst
fehlerhaft sein kann.

Schlusselwérter: Impfung / Prophylaxe / maternale Antikérper / Immunitétsdauer / Schnelltest / Immunologie

Immunization strategies and seroprotection against tetanus in horses in central germany

Despite the availability of potent tetanus vaccines, highly fatal tetanus cases are still part of equine practitioners’ everyday business. This gave
rise to take different immunization strategies and their resulting humoral immune response into question. In total 91 serum samples from hor-
ses with reliable vaccination history were analyzed using a double-antigen-ELISA. Protective tetanus toxoid antibody concentrations of
=0.11E/ml were obtained in 92.3% of the cases. In the vast majority of horses (89%), veterinarians followed an official German guideline
for tetanus vaccination in horses (‘Leitlinie zur Impfung von Pferden’). In spite of fulfilling those criteria, five horses did not develop a protective
level of immunity. One of those cases was a foal in which maternal antibodies waned to a non protective level before it reached the age of
six months, were the first vaccination should be performed. Two other unprotected juvenile horses had not completed their course of three
initial immunizations by the time of sampling. In this study horses were vaccinated regarding the guideline in a two years interval and another
group of horses were vaccinated in prolonged booster intervals lasting from three to eight years. Interestingly in the latter case all horses
had protective antibody levels. Focusing exclusively on the age of our patients, all individuals older than 20 years (n =12) had antibody levels
above the protective level. The application of different booster intervals did not result in statistically significant differences between groups
(p=0.117). Time intervals from the last vaccination event to the date of blood sampling did not correlate with the tetanus toxoid antibody
concentration. Even eight identically vaccinated horses responded very heterogeneously in their postvaccinal antibody production. Against
beliefs that the injection of single antigens results in a more effective immune response, tetanus antibody concentrations did not differ stati-
stically significant between horses which were vaccinated with monovalent vaccines and those in which multiple antigens were injected simul-
taneously (p =0.63). Based on the results and data obtained from experimental vaccination studies several recommendations can be made.
For the prevention of vaccine failures (non- or low-responders), foals should be tested for their tetanus antibody levels around the age of six
months, which is the recommended age for the first initial immunization. This can reliably be done on site using a rapid immunochromato-
graphic dipstick test. When the test yields a negative result, interference of persistent maternal antibodies with the onset of immunoglobulin
syntheses is minimal. Booster vaccinations with tetanus toxoid in two years intervals do not induce a better immune protection. Instead eight
to ten year infervals should be implemented in vaccination guidelines. No disadvantages regarding tetanus immunity are to be expected,
when vaccinations with multiple components are used. Reliable information regarding the actual seroprotection against tetanus in an indivi-
dual horse can only be achieved by determination of the antibody level, because the vaccination documents can be erroneous.
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Einleitung

Tetanus ist in den Pferdepopulationen industrialisierter Lénder
eine selten auftretende Infektionskrankheit. Bei nicht immuni-
sierten Individuen jedoch weist der Verlauf der Erkrankung
Mortalitétsraten von 59 bis 76% auf (Green et al. 1994,
Reichmann et al. 2008, van Galen et al. 2009). Wirksamste
MaBnahme in der Bekémpfung ist die Immunisierung mit
Tetanustoxoid (TT). In dem Bestreben patientenorientierte Ent-
scheidungen nach Méglichkeit auf Grundlage empirisch
nachgewiesener Wirksamkeit zu treffen (,evidenzbasierte
Medizin“), befindet sich der prakfisch tétige Tierarzt hinsicht-
lich der optimalen Tetanusprophylaxe in einem doppelten
Dilemma. Zum einen beschrénken sich die ihm zugdnglichen
Daten auf Informationen aus dem Beipackzettel der jeweils
verwendeten Vakzine (mit eventuell verdffentlichten Sicher-
heits- und Wirksamkeitsstudien) und auf wenige wissenschaft-
liche Arbeiten zur Antigenitét verschiedenster Impfstoffe bei
einer Uberschaubaren Anzahl von Tieren mit sehr heteroge-
nen Ergebnissen (Léhrer und Radvila 1970, Jansen und
Knoetze 1979, Liefman 1981, Heldens et al. 2001, Holmes
et al. 2006, Miilversted 2006, RoBkopf 2007, Stelzmann
2011). Zum anderen sind es das sporadische Auftreten und
der nicht kontagiése Charakter der Erkrankung, die eine
Bewertung der Wirksamkeit der Vakzine unter Feldbedingun-
gen unmdglich machen, da so wichtige epidemiologische
Messgrofien, wie die Erkrankungsrate und das relative Risiko,
nicht wie im Falle eines Feldausbruchs einer ansteckenden
Infektionskrankheit, berechnet werden kénnen (Barquero et
al. 2007). Die Standige Impfkommission Vet. des Bundesver-
bandes Praktizierender Tierdrzte e.V. empfiehlt in ihrer Leitlinie
zur Impfung von Pferden, die Grundimmunisierung beste-
hend aus drei Impfungen im Alter von sechs, sieben bis sie-
beneinhalb und 18 bis 20 Monaten, gefolgt von Wiederho-
lungsimpfungen im zweijghrigen Intervall durchzufihren (Stl-
Ko Vet. 2013). Trotz der ladngst etablierten und flachendek-
kenden Anwendung dieses Impfregimes in Deutschland
betrégt die jghrliche Inzidenz an unserer Klinik zwei bis drei
Félle von generalisietem Tetanus. Oft bedient man sich der
Vakzinationsrate als indirektem Parameter fir die Bewertung
des Impfschutzes einer Population. Im besonderen Falle einer
Tetanusinfektion ist es jedoch die Serumkonzentration protek-
tiver Antikérper, welche eine objekfive Bewertung der Immu-
nitét des Individuums erst erméglicht. Ziel dieser retrospekti-
ven Querschnittsstudie war es daher, die Prévalenz protektiver
Tetanustoxoid-Antikérperkonzentrationen (TTAK) von =0,1 IE/ml
in einer reprasentativen Pferdepopulation zu untersuchen und
mégliche Schwachstellen der Tetanusprophylaxe zu identifi-
zieren.

Material und Methoden

Pferde und Serumproben

Uber den Zeitraum eines Jahres (September 2011 bis Sep-
tember 2012) wurden aus dem Patientengut der Medizini-
schen Tierklinik 83 Pferde verschiedener Grof3- und Kleinpfer-
drassen mit den unterschiedlichsten Impfanamnesen fir die
Studie gezielt ausgewdhlt, um méglichst viele Aspekte der
Tetanusimpfprophylaxe beleuchten zu kénnen. Wie bei allen
anderen Patienten auch, wurde bei Aufnahme neben dem
Alter der Tiere (zwei Tage bis 32 Jahre) das Datum der letzen
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Tetanusimpfung (und damit der zeitliche Abstand zwischen
letzter Vakzination und Vorstellung) sowie das vorausgegan-
gene Impfintervall dokumentiert. Zusétzlich wurde erfasst, ob
eine monovalente Vakzine verwendet wurde, oder ob zeit-
gleich mehrere Komponenten verimpft wurden. Patienten mit
klinischem Tetanus und Pferde, welche vorberichtlich Tetanus-
Antiserum erhielten, wurden aus der Studie ausgeschlossen.
Ergénzt wurde das Probenmaterial durch acht Pferde eines
geschlossenen Bestandes mit einheitlichem Impfregime. Fir
die Untersuchungen standen somit 91 Serumproben zur Ver-
fugung. Bis zur Durchfihrung der Untersuchungen lagerten

diese bei -20°C.

Basierend auf der Impthistorie anhand der Dokumentation im
Equidenpass wurden die Pferde einer geschitzten oder einer
ungeschitzten Gruppe zugeordnet. Mindestanforderung fur
die Annahme einer ausreichenden Immunitét war dabei in
Abhéngigkeit vom Alter der Patienten eine korrekt durchge-
fohrte Grundimmunisierung und eine Zeitspanne von maxi-
mal zwei Jahren zwischen den letzten beiden Impfungen (Stl-
Ko Vet. 2013). Fohlen wurden der geschitzten Gruppe zuge-
ordnet, wenn sie vor Erstvakzination jinger als sechs Monate
waren, da in diesem Alter eine ausreichende Protektion durch
maternale Antikérper anzunehmen ist.

Um feststellen zu kénnen, ob allein anhand des Patientenal-
ters eine Prognose Uber den Tetanusimmunstatus formuliert
werden kann wurden alle vakzinierten Pferde unabhdngig von
der verwendeten Vakzine und des jeweiligen Impfregimes fol-
genden Altersgruppen zugeordnet: Fohlen vor Erstimmunisie-
rung (jinger als sechs Monate), junge heranwachsende Pfer-
de (0,5 bis 5 Jahre), adulte Pferde im Alter von sechs bis 20
Jahren und geriatrische Pferde Uber 20 Jahre. Fir die Unter-
suchung des Einflusses unterschiedlicher Impfintervalle auf
die TTAK wurden von den urspringlich 91 Proben die von
ungeimpften Pferden stammenden Seren (acht Fohlen und
zwei adulte Pferde) ausgeschlossen. Ebenso wurde mit denje-
nigen Patienten verfahren, welche bis zur Blutentnahme noch
keine Wiederholungsimpfung erhielten (10 Pferde), sodass
71 Proben fur die Analyse verblieben. Pferde, geimpft mit
monovalentem Adsorbatimpfstoff, wurden mit Pferden ver-
glichen, die geimpft wurden mit einem Kombinationsimpf-
stoff.

Equiner anti-Tetanustoxoid-lgG-ELISA

Die TTAK wurden mittels eines zweistufigen Doppel-Antigen-
Sandwich-ELISA (DAE) in Doppelbestimmung gemessen. Die
Kavitaten der Mikrotiterplatten wurden zundchst mit TT
beschichtet, anschliefend wurden die ausgewdhlten Serum-
proben in Verdinnungsstufen von 1:10 bis 1:60 000 dazu
gegeben. Je Mikrotiterplatte wurden Standards (32 mlIE/ml,
Verdinnungsfaktor 2), ein internes Kontrollserum und eine
Negativkontrolle mitgefihrt. Nach Entfernung der nichige-
bundenen Antikérper wurde das ebenso als Detektorantigen
fungierende TT hinzupippetiert. Die Umwandlung des farblo-
sen Chromogens Tetramethylbenzidin in einen blauen Farb-
stoff wurde durch Meerrettichperoxidase-Konjugat erzeugt. Es
folgte die photometrische Zweifachmessung. Die Nachweis-
grenze des DAE betrug 0,01 mIE Anti-Tetanustoxoid-lgG/ml.
Details des verwendeten DAE sind bei Recknagel et al. 2015
zu entnehmen.
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Protektive Antitoxin Konzentration

Alle Analysen in dieser Arbeit geschahen in Annahme, dass
Antitoxinkonzentrationen von 0,11E/ml und dariber einen
ausreichenden Schutz gegeniber einer Tetanusinfektion bie-
ten. Die Definition einer Schutzgrenze ist dabei ein sehr
grundséizliches Problem und an die jeweilige Bestimmungs-
methode gebunden. So ist der fir den Menschen generell
akzeptierte Schwellenwert von 0,01 IE/ml aus Toxinneutralisa-
tionstests mit Médusen und Meerschweinchen abgeleitet
(Roper et al. 2013). Aufgrund der geringeren Spezifitét von
Standard-ELISA-Verfahren gegeniber dem Toxinneutralisa-
tionstest liegt die Schutzgrenze hier um den Fakior 10 h&her
(WHO 2006). Fir eine verlassliche Aussage beim Pferd exi-
stieren nach Kenntnisstand der Autoren keine experimentellen
Daten. Wie in anderen Studien zur Tetanusimmunitét bei Pler-
den (Léhrer und Radvila 1970, Liefman et al. 1981, Baljer et
al 1982) adaptierten wir daher eine Antitoxinkonzentrationen
von =0,1 |IE/ml als protektiv fir den verwendeten DAE.

Statistik

Die Datenanalyse erfolgte zundchst deskriptiv (Haufigkeiten,
Median mit 25. und 75. Perzentil). Zur Bestimmung von
Unterschieden in der TTAK zwischen den Gruppen wurde der
Kruskal-Wallis- bzw. der Mann-Whitney-U-Test angewendet.
Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt und mit
der Bonferroni-Methode korrigiert, um einer bei Mehrfachver-
gleichen auftretenden Alphafehler-Kumulierung entgegenzu-
wirken. Die stafistische Auswertung erfolgte mit dem Pro-
gramm IBM® SPSS® Statistics, Version 22.0 (IBM Corp., US).

Ergebnisse

Tetanustoxoid-Antikérper-Seroprévalenz

Zusammengenommen wiesen 84 der 91 (92,3 %) untersuch-
ten Pferde eine protektive humorale Immunitét auf. Die TTAK
in den Serumproben betrugen 0,29-209,00 IE/ml (Mittelwert
23,52 1E/ml, 95 % Konfidenzintervall 15,80-31,24 [E/ml). Zu
den ungeschitzten Individuen zéhlten drei nachweislich
ungeimpfte Pferde (ein Fohlen im Alter von finf Monaten und
zwei Adulte im Alter von 3,5 bzw. 18 Jahren). Bei den vier ver-
bliebenen Patienten ohne eine protektive TTAK wurde eine
dem jeweiligen Alter entsprechende regelrechte Impfung
durchgefihrt und im Pferdepass dokumentiert.

Beurteilung der Tetanusimmunitit anhand der Impfhistorie

und des DAE

Die grofie Mehrheit unserer Patienten (81 von 91, 89 %) war
gemdB Implfleitlinie geimpft. Von diesen als geschitzt angese-
henen Pferden wiesen jedoch nur 76 (93,8 %) protektive TTAK
auf. Die funf ungeschitzten Individuen dieser Gruppe (6,2 %)
waren das bereits erwédhnte finf Monate alte Fohlen, welches
damit das empfohlene Mindestalter fur die erste Vakzination
noch nicht erreicht hatte, und die im vorausgegangen
Abschnitt genannten vier Pferde. Von diesen Patienten waren
in zwei Fallen bis dato nur eine zweimalige Injektion mit der
Vakzine vorgenommen worden (G1 und G2); die dritte Imp-
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fung (G3) war zum Zeitpunkt der Probenahme (termingerecht)
noch nicht erfolgt. Im Unterschied zu diesen Pferden mit noch
nicht abgeschlossener Grundimmunisierung wiesen alle Pfer-
de welche nach der Auffrischungsimpfung (G3) und vor den
Wiederholungsimpfungen beprobt wurden (n=5) einheitlich
schutzverleihende TTAK auf. Laut Impfanamnese wiesen zehn
Pferde (11%) keine ausreichende Tetanusimmunitat auf. In
acht Féllen erfolgte die Zuordnung zu dieser Gruppe auf-
grund unregelméBig durchgefihrter Wiederholungsimpfun-
gen mit Infervallen von bis zu acht Jahren. Ein ausreichender
Schutz bestand laut DAE jedoch bei allen acht Pferden. Die
Ubrigen zwei Pferde (3,5 und 18 Jahre) waren im Laufe ihres
Lebens nachweislich nicht geimpft wurden, welches durch
TTAK von 0,04 IE/ml und bzw. 0,01 IE/ml bestétigt wurde.

Tetanusimmunitét und Alter

Die TTAK in den verschiedenen Altersgruppen unterschieden
sich nicht signifikant (Abb. 1, p=0,377). Bis auf die Gruppe
der alten Pferde waren in den Gbrigen Altersgruppen verein-
zelt ungeschitzte Individuen zu finden. Die aus acht Fohlen
bestehende Gruppe wies eine sehr heterogene Verteilung der
TTAK auf (Tab. 1). Mit einem Alter von funf Monaten und zwei
Wochen war es das dlteste Tier in dieser Gruppe noch nicht
vakzinierter Fohlen, welches eine nicht messbare TTAK auf-
wies.

Auswirkung unterschiedlicher Impfintervalle auf die TTAK

Das Auffrischen der Immunitét im zweijéhrigen Intervall erfolg-
te in der groflen Mehrheit unserer Klinikpatienten (52 von 71
Pferden, 73,2%). Funf Tiere (7,0%) wurden im Sechsmonats-
intervall geimpft, auf die Ubrigen Kategorien entfielen je sie-
ben Pferde (9,9%). Die Anwendung unterschiedlicher Imp-
fintervalle fuhrte dabei zu keinen signifikanten Unterschieden
in den TTAK (Abb. 2, p=0,117). Aufféllig war jedoch, dass
die in dieser Population verbliebenen zwei Pferde mit TTAK
unterhalb der Nachweisgrenze des DAE im empfohlenen
zweijéihrlichen Abstand geimpft wurden. Ausreichende Sero-
protektion bestand dagegen bei der Gruppe von Pferden mit
deutlich léingeren Impfintervallen. So wies das Pferd mit dem
léngsten Abstand zweier Impfungen von sechs Jahren mit
35,101E/ml noch einen weit Uber der minimal protekfiven
TTAK liegenden Wert auf.

Tabelle 1 Nach Alter der in der Studie enthaltenen acht Fohlen
sortierte Auflistung der TTAK

List of the fetanus antibody concentrations of the eight foals included
in our study corresponding fo their age

Probe - Nr. TTAK [IE/ml] Alter

43 0,35 2 Tage

50 71,56 3 Wochen
31 7,00 4 Wochen
45 1,39 7 Wochen
27 9,72 7 Wochen
18 10,40 7 Wochen
05 2,10 14 Wochen
10 < 0,01 22 Wochen

471



Impfpraxis und Seroprotektion gegeniber Tetanus bei Pferden in Mitteldeutschland

Zeitlicher Verlauf der TTAK nach Vakzination

Abbildung 3 zeigt die TTAK in Relation zu den zeitlichen
Absténden zur letzten Vakzination aller mindestens einmal
geimpften Pferde. Ein Zusammenhang beider Parameter lie3
sich nicht erkennen. Die dem geschlossenen Bestand zugehé-
rigen Pferde wurden am selben Tag 15 Monate nach der letz-
ten Tetanusimpfung (strikt alle zwei Jahre vorgenommene
Kombinationsimpfung gegen Tetanus und Equine Influenza)
beprobt und wiesen ebenso eine deutliche Streuung der
Messwerte auf (Median 6,981E/ml; 25. und 75. Perzentil
5,44 1E/ml bzw. 17,08 [E/ml). Der kirzeste Zeitabstand eines
nicht geschitzten Tieres betrug 5 Monate und 3 Wochen; der
langste eines Geschitzten 8,5 Jahre.

Monovalenter Adsorbatimpfstoff vs. Kombinationsimpfung

Bei 28 (34,6 %) der bis zum Zeitpunkt der Blutentnahme min-
destens einmalig geimpften 81 Pferde wurde ein monovalen-
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Abb. 1 Vergleichende Darstellung der TTAK in den jeweiligen
Altersgruppen. Die gestrichelte Linie représentiert die angenommene
protektive Antikérperkonzentration von 0,1 [E/ml.

Comparative depiction of tetanus antibody concentrations within the
different age groups. The dotted line represents the protective thres-

hold of 0.1 IE/ml.
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Abb. 2 Vergleichende Darstellung der TTAK in Relation zum letzt-
malig angewendeten Impfintervall. Die gestrichelte Linie représentiert
die angenommene protektive Antikérperkonzentration von 0,1 [E/ml.
Comparative depiction of tetanus antibody concentrations in relation
fo the latest revaccination interval. The dotted line represents the
protective threshold of 0.1 IE/ml.
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ter Adsorbatimpfstoff angewendet. Die Ubrigen Patienten
(53 Pferde bzw. 65,4%) erhielten eine Kombinationsimpfung
in Form der Impfung einer zusétzlichen Komponente in dersel-
ben Vakzine oder einer zusétzlichen Injektion eines weiteren
Praparates. Der Vergleich der TTAK ergab auch hier keinen
signifikanten Unterschied (p=0,63) zwischen beiden Grup-
pen (Abb. 4), wobei es in der ersteren ein Pferd (3,6 %) und in
der letzteren drei Pferde (5,7 %) mit nichtprotektiven TTAK gab.

Diskussion
Die vorliegende Arbeit ist ein Beitrag zur kritischen Hinterfra-

gung der Effektivitét derzeit propagierter und weitverbreitet
angewandter Tetanus-Impfschemata. Aufgrund der gezielten
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Abb. 3 Streupunktdiagramm zur Veranschaulichung der dem
jeweiligen Zeitabstand von der letzten Impfung bis zur Blutentnahme
entsprechenden TTAK. Die gestrichelte Linie reprdsentiert die ange-
nommene protektive Antikérperkonzentration von 0,1 [E/ml.
Scatterplot showing the tetanus toxoid antibody concentration obtai-
ned at the individual time intervals between the latest vaccination an
the time of blood sampling. The dotted line represents the protective
threshold of 0.1 IE/ml.
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Impfstoff

Abb. 4 Vergleichende Darstellung der TTAK bei Verwendung
monovalenter Vakzinen bzw. der gleichzeitigen Impfung mehrerer
Komponenten. Die gestrichelte Linie reprdsentiert die angenommene
protektive Antikdrperkonzentration von 0,1 [E/ml.

Comparative depiction of tetanus antibody concentration in relation
fo the vaccine types used (monovalent vaccines versus simultaneous-

ly administered multiple antigens). The dotted line represents the pro-
tective threshold of 0.1 IE/ml.
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Selektion der Proben ist die festgestellte Seroprévalenz pro-
tektiver TTAK von 92,3 % einseitig beeinflusst und kann daher
nicht als reprasentativ fir die Pferdepopulation im mitteldeut-
schen Raum angesehen werden. Fir die Beantwortung der
Ubrigen Fragestellungen war es jedoch aufgrund des limitier-
ten Probenvolumens fir den DAE erforderlich, eine vollstén-
dige und glaubhafte Impfhistorie vorliegen zu haben und ein
moglichst breites Spektrum der unterschiedlichen Einflussgro-
Ben (Alter, Impfintervalle, At der verwendeten Vakzine, zeit-
licher Abstand zur letzten Impfung) abzudecken. So konnten
nur zwei nachweislich nicht geimpfte Pferde in die Studie auf-
genommen werden. In einer 535 Pferde umfassenden Studie
aus Niedersachsen machten jedoch Pferde ohne Pass oder
anderweitige Impfdokumente mit 35,3% die gréfite Gruppe
der untersuchten Population aus. Zugleich war es auch diese
Gruppe, welche mit 12,7% die meisten ungeschitzten auf-
wies (Bonetto et al. 2014). Die echte Seroprévalenz protekti-
ver TTAK ist demzufolge deutlich niedriger anzusetzen.

Bei 89% der ausgewdhlten Patienten folgten die Praktiker mehr-
heitlich der rechtlich nicht verbindlichen Leitlinie zur Impfung
von Pferden (StlKo Vet. 2013), dargestellt durch den Bundes-
verband Praktizierender Tierdrzte e.V. (bpt), welche im Wesent-
lichen mit derjenigen der British Equine Veterinary Association
(BEVA) und der American Association of Equine Practitioners
(AAEP) konform geht. Trotz Befolgung der Empfehlung wiesen
funf Tiere keine protektiven TTAK auf. Eine mégliche Erklérung
fur das Impfversagen in den vier adulten Pferden dieser Gruppe
wére das Phanomen der Non- bzw. Low-responder. Diesem
liegt eine Hemmung der Produktion eigener Immunglobuline in
Gegenwart passiv erworbener, maternaler Antikérper zugrun-
de, wie Jansen und Knoetze 1979 in Vakzinationsversuchen an
neugeborenen und 10 bis 18 Wochen alten Fohlen aus gegen
Tetanus geimpften Mutterstuten demonstrieren konnten. Dies
konnte auch bei vier bis sechs Wochen alten Erstimpflingen
nachgewiesen werden, bei welchen auch durch Wiederho-
lungsimpfungen im juvenilen Alter keine adéquate Immunant-
wort festgestellt werden konnte (Baljer et al. 1982). Neuere
Untersuchungen zur Interferenz maternaler Antikérper mit TT
bestétigten ein signifikant besseres Ansprechen auf die Impfung
von Jahrlingen gegeniiber 3-monatigen Fohlen (Wilson et al.
2001). So konnte bei den 3-monatigen Fohlen auch nach zwei
Impfdosen keine Serokonversion festgestellt werden. Erst nach
funf Impfdosen entsprachen die IgGa-, IgGb- und IgG(T)-Kon-
zentrationen denen der Jéhrlinge nach nur einer Impfdosis. Die
Immunantwort 6-monatiger Fohlen viel quantitativ etwas gerin-
ger aus, was auf die Persistenz maternaler Antikérper selbst in
diesem Alter zuriickgefihrt wurde. Erst kirzlich wurden diese
Ergebnisse durch Untersuchungen an 24 Fohlen ergénzt (Thein
et al. 2013). Unabhdngig vom Alter reagierten die zum Zeit-
punkt der Erstimpfung mittels Schnelltest (Fassisi TetaCheck®)
identifizierten seropositiven Fohlen deutlich schlechter als die
seronegativen Impflinge. Da das Alter unserer Patienten zum
Zeitpunkt der Primérvakzination nicht mit erfasst wurde, kann
eine zu frih vorgenommene Erstimpfung in dieser Studie nicht
bestatigt werden, bleibt aber als wahrscheinlichste Ursache zu
vermuten. Ein alternativer Erklarungsversuch kénnte das partiell
inkompetente Immunsystem sehr junger Fohlen sein. Denkbar
wéren auch abnorm ablaufende immunologische Vorgénge,
welche vom spezifischen Antigen und der individuellen geneti-
schen Pradisposition des Impflings abhdngig sind. Gegenstand
aktueller humanmedizinischer Studien in der Ursachenfor-
schung des Impfversagens ist daher der genetische Einfluss auf
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die Zytokinexpression (IL-10) und die Funktion regulatorischer
T- und B-Zellen nach Vakzination (Garner-Spitzer et al. 2013).

Von insgesamt acht Fohlen vor Erstvakzination wiesen sieben
protektive maternale TTAK auf. Das élteste Fohlen besafl zum
Zeitpunkt der Probennahme keine nachweisbaren AK gegen
TT. Altere noch nicht vakzinierte Fohlen waren in unserem
Patientengut nicht vorhanden. Die Literatur zum Verlauf der
maternalen, tetanusspezifischen Antikérperkonzentrationen ist
sehr heterogen. So stellte Milverstedt (2006) lediglich eine
b6tégige Protektion bei 11 Fohlen fest. Liu et al. (1982) fan-
den vier Monate post partum bei 81,1 % ihrer Fohlen keine
schitzenden, tetanusspezifischen Antikérper. In einer anderen
Arbeit wies nur eines von 101 4—6-monatigen Fohlen eine
protektive TTAK auf (Rosskopf 2007). Eine deutlich léngere
Persistenz maternaler Antikérper Gber den sechsten Lebens-
monat hinaus wiesen dagegen Wilson et al. (2001) nach.
Neueste Daten belegen eine vom 6. bis zum abgeschlosse-
nen 8. Lebensmonat anhaltende Persistenz bei 12 von 24
Fohlen (Thein et al. 2013). Folglich existieren unterschiedli-
che Empfehlungen zum Erstimpflingsalter von sechs (StIKo-
Vet. 2013, Wilson et al. 2001, Thein 2011) bis 9 Monaten
(Thein et al. 2013). Verschiedene Faktoren, wie die peripar-
tale TTAK in Blut und Kolostrum der Mutterstute, Menge und
Zeitpunkt der Kolostrumaufnahme sowie die Resorption der
Immunglobuline im Verdauungstrakt wirken sich dabei auf
die Antikérperkonzentration im Neonaten aus (Tizard 2000).
Das Absinken der maternalen TTAK im heranwachsenden
Fohlen wird mafBgeblich durch die 35-39 Tage betragende
Halbwertszeit der Immunglobuline (IgGb) beeinflusst (Wilson
et al. 2001). Die endogene IgGb-Synthese setzt erst mit vier
Monaten ein und hat mit 51 Wochen noch kein Maximum
erreicht (Holznagel et al. 2003). Folglich befinden sich Foh-
len vom 3. bis in den 8. Lebensmonat in einer kritischen,
immunologischen Phase. Dem praktischen Tierarzt obliegt es
nun zu entscheiden, ob die Gefahr einer zu zeitigen Vakzina-
tion mit der Konsequenz eines unzureichend oder véllig aus-
bleibenden Impferfolges oder das Infektionsrisiko durch
Absinken der maternalen Immunglobuline unter die Schutz-
grenze gréBer einzuschétzen ist, zumal schutzverleihende
Antikérperkonzentrationen erst nach der zweiten Vakzination
im Abstand von 4 -6 Wochen vorhanden sind. Abhilfe kann
hier ein zuverléssig und robust arbeitender Schnelltest (Fassisi
TetaCheck®) schaffen (Recknagel et al. 2015). Basierend auf
unseren Ergebnissen ist dessen Einsatz mit Vollendung des 5.
Lebensmonats sinnvoll. Bei Positivitdt kdnnen im vierwdchigen
Intervall Wiederholungsuntersuchungen vorgenommen wer-
den, bis der Test ein negatives Resultat liefert.

Bei zwei der funf gemdf Leitlinie immunisierten Pferde, war die
Gl noch nicht abgeschlossen (G1 und G2), wéhrend alle Pfer-
de mit abgeschlossener Gl (G1, G2 und G3) vor Beginn der
Wiederholungsimpfungen ausreichend geschitzt waren. Ob
bei den erstgenannten durch weitere Impfdosen zu einem spda-
teren Zeitpunkt ein ausreichender Schutz erreicht werden kann,
bleibt spekulativ, da hier keine Verlaufsuntersuchung vorge-
nommen wurde. Der zeitliche Abstand zwischen G1 und G2
bei beiden ungeschitzten Individuen lag innerhalb des von der
StlKo-Vet. empfohlen 4- bis 6-wéchigen Abstand. Zahlreiche
Studien lieferten jedoch Resultate, welche eine Verldngerung
dieses Intervalls auf 6—-8 Wochen (Wilson et al. 2001), 612
Wochen (Radvila 1975), oder gar =8 Wochen (Thein 2003,
Thein et al. 2013) nahelegen. Bei derartigem Vorgehen kann
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selbst ohne die Auffrischungsimpfung (G3) eine lebenslange
Immunitat aufgebaut werden (Léhrer und Radvila 1970, Rad-
vila 1975). Ursachen einer besseren, postvakzinalen Immunitét
bei Anwendung dieses verléngerten Intervalls werden in dem
weiteren Abbau maternaler Antikérper welche zur G1 noch
vorhanden sein kénnen, der Eliminierung neutralisierenden
Antigens aus der G1 und in der erforderlichen Zeitspanne fir
die B-Zell-Proliferation und Maturation gesehen (Thein 2011,
Thein et al. 2013). Leider fanden sich in unserem Patientengut
keine Pferde mit verléngertem Zeitabstand zwischen G1 und
G2, um dies bestdtigen zu kénnen.

Die anhand ihrer Impfhistorie unkorrekt als ,ungeschitzt”
eingeordneten Pferde wiesen allein verldngerte Impfintervalle
von drei bis 6 Jahren auf. Zu dhnlichen Resultaten gelangten
Thein et al. (2013) mit 8 Pferden im Alter von 8 bis 20 Jah-
ren, welche trotz letzter Impfung vor 4 bis 11 Jahren allesamt
protektive TTAK aufwiesen. Legt man die fir Pferd und
Mensch gleichermafien geltende Halbwertszeit des Antitoxins
von sechs bis 12 Jahren zugrunde (Radvila 1975), ist das
empfohlene Impfintervall von 2 Jahren als viel zu kurz anzu-
sehen. Bereits im Jahre 1938 wurde publiziert, dass nach
dreimaliger Vakzination mit TT nicht eines von 35 000 fran-
zésischen Militérpferden Uber einen Beobachtungszeitraum
von 10 Jahren an Tetanus erkrankte (Monnier und Lebasque
1938). Die Autoren kénnten der Forderung von Thein (2007,
2009, 2011), eine Ausdehnung der Wiederholungsimpfung
auf 8- bis 10-jghrige Intervalle vorzunehmen, verstehen.
Neuere Studien zur Immunitdtsdaver gegeniber Tetanus
beim Menschen stellen gar das Zehnjahresintervall for die
Boosterungen infrage, da seroepidemiologische Studien eine
mindestens 20 Jahre andauernde Immunitét annehmen los-
sen (Roper et al. 2013). Im Unterschied zum Menschen, wel-
cher aufgrund ausgelassener Wiederholungsimpfungen im
Alter von 60 bis 70 Jahren durch einen rapiden Abfall der
TTAK gegeniber einer Tetanusinfektion erneut empfanglich
werden kann (Schréder und Kuhlmann 1991), waren die
geriatrischen Pferde in unserer Studie ausnahmslos geschitzt.
Dies ist vermutlich auf die vielen kurzfristigen Impfintervalle
(alle Pferde Uber 20 Jahre wurden im 2-jghrlichen Intervall
geimpft) und der damit verbundenen hohen Anzahl an Boo-
sterungen zurGckzufuhren. Zum gleichen Schluss gelangten
Bonetto et al. (2014), in deren Studie ein Zusammenhang
zwischen protektiver TTAK und einem Alter von >20 Jahren
festzustellen war. Wenn auch ohne jedes immunologische
Rationale, hat die Empfehlung der 2jéhrlichen Wiederho-
lungsimpfung den positiven Nebeneffekt, dass selbst bei ver-
sehentlicher Auslassung eines oder mehrerer Impftermine
kein Verlust der Seroprotektion zu befirchten ist. Gleichzeitig
entbehrt die erneute Durchfihrung einer Grundimmunisie-
rung bei Auslassung einer Boosterung jeder immunologi-
schen Grundlage. Entgegen anderer Auffassungen (Thein
2007, Thein 2009, Thein 2011) bleibt festzuhalten, dass sich
kirzere Impfintervalle nicht negativ auf die TTAK auswirkten.
Bei den beiden negativ getesteten, im 2-jghrlichen Abstand
vakzinierten Pferden fihrten méglicherweise zu frih vorge-
nommene Erstvakzinationen zum Impfversagen, da der Ein-
fluss des Impfintervalls auf die gemessene TTAK in unseren
Untersuchungen vernachléssigbar erscheint.

Beide nicht vakzinierten adulten Tiere wiesen mit 0,04 bzw.

0,0TIE/ml messbare, aber nicht als protektiv anzusehende
TTAK auf. Da beide Pferde in der Vergangenheit weder kli-
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nisch an Tetanus erkrankten, noch Tetanus-Antiserum erhiel-
ten, muss ein alternativer Antigenkontakt mit C. tetani stattge-
funden haben. Denkbar wéren subklinische Tetanusinfektio-
nen, welche zur Sensibilisierung des Immunsystems mit Anti-
kérpersynthese gefihrt haben (Habermann und Dimpfel
1973, Habermann et al. 1973, Thein 2009). Die Aufnahme
von C. tetani mit dem Futter und nachfolgender Kolonisie-
rung des Darmes kann ebenso in einer transienten Toxinre-
sorption resultiert haben. Auch beim Menschen ging man
zundchst von einer ,natirlich erworbenen Immunitét” aus.

Die in zahlreichen hierzu verdffentlichten Studien aufgefihrten
TTAK wurden jedoch nicht mit in vivo Toxinneutralisationstests,
der verlésslichsten Methode zur Bestimmung biologisch aktiver
Antikérper, ermittelt, sondern wurden mittels Hamagglutina-
tion oder konventionellen ELISA-Verfahren bestimmt und lagen
in Bereichen, die keine sichere Unterscheidung zu unspezifi-
schen Bindungsrektionen erméglichten (Roper et al. 2013).
Weiterhin gelang es nicht, bei diesen ,natirlich immunen” Per-
sonen durch Injektion von TT einen einer anamnestischen
Immunantwort entsprechenden Anstieg der TTAK auszulésen.
Thein et al. (2013) konnten bei 2 von 10 sicher nicht immuni-
sierten Eseln mit einem Schnelltest wiederholt sogar protektive
TTAK feststellen. Interessant wére, ob bei diesen ungeimpften
Equiden durch Injektion von TT ein Anstieg der TTAK im Sinne
einer Wiederholungsimpfung festzustellen ist.

Hinsichtlich des zeitlichen Abstandes zwischen Probenahme
und letzter Impfung, konnte die Héhe der TTAK nicht progno-
stiziert werden. Selbst Uber Jahre hinweg gleichartig geimpfte
Pferde reagierten mit sehr unterschiedlichen TTAK. Die weni-
gen nicht aus Zulassungsverfahren stammenden unabhéngi-
gen Daten zum postvakzinalen Verlauf der TTAK wurden aus-
schlieBlich an kleinen Gruppen zu immunologisch interessan-
ten Zeitpunkten (Saugfohlen, Jahrlinge nach Abschluss der
Gl, tragende Stuten) erhoben und sind aufgrund der Diver-
sitét verwendeter Vakzinen und unterschiedlicher Zeitpunkte
der Blutentnahme nicht direkt vergleichbar (Léhrer und Rad-
vila 1970, Jansen und Knoetze 1979, Liefman 1981, Hel-
dens et al. 2001, Holmes et al. 2006, Milverstedt 2006,
Rosskopf 2007, Stelzmann 2011). In der Konsequenz ist das
Datum der letzten Impfung fur die Entscheidung eine passive
und/oder aktive Immunisierung im Bedarfsfall vornehmen zu
missen irrelevant. Auch hier kann der bereits angefihrte
Schnelltest zuverléssig Klarheit verschaffen.

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen nicht dafir, der allge-
meinen Empfehlung zu folgen, Impfantigene zur Induktion
einer opfimalen Immunitat méglichst einzeln zu injizieren.
Eine vergleichende Betrachtung mono- und polyvalenter
Impfstoffe ist selbst in Vakzinationsversuchen aufgrund des
von den jeweiligen Vakzinen abhdngigen und damit unein-
heitlichen Impfschemas schwierig. Einen Einfluss der Impf-
stoffkomponenten auf die Immunantwort konnte Rosskopf
(2007) an neun untersuchten TT enthaltenden Vakzinen mit
und ohne Influenza-Virus-Antigenen nicht feststellen. Die in
Deutschland erhéltliche Impfstoffkombination aus TT und
Influenzaantigenen kann daher gerade bei schwierig zu
handhabenden Pferden dazu beitragen eine zusétzliche Injek-
tion einzusparen, sollte aber aus bereits genannten Griinden
nicht zur Boosterung des Influenzaschutzes eingesetzt werden.
Auch die zeitgleiche Impfung gegen alle drei wichtigen Infek-
tionen des Pferdes (Tetanus, Influenza und Equines Herpesvi-
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rus (EHV) 1 und 4), wie sie héaufig in der Praxis durchgefihrt
wird, fuhrte zu einer belastbaren Tetanusimmunitat, ohne
dass sich im EHV-4 Infektionsversuch diese Pferde von denen
durch eine monovalente Herpesimpfung immunisierten Pfer-
den unterscheiden (Heldens et al. 2001). In der Induktion
einer Seroprotektion scheint das enthaltene Adjuvans eine
grofere Rolle als die TT-Konzentration zu spielen (Rosskopf
2007). Dies konnte auch an den in Nordamerika verbreiteten
Alphavirusencephalitis-Tetanus-Kombinationsimpfstoffen
nachgewiesen werden (Holmes et al. 2006).

Um der vorliegenden Arbeit méglichst viel Praxisnéhe zu ver-
leihen, wurde bewusst auf die Erfassung des fir die jeweilige
Impfung verwendeten Produktes verzichtet, da im Unterschied
zu Vakzinationsversuchen in der Realitdt oft im Laufe eines
Pferdelebens verschiedene Tierdrzte fir die Impfungen kon-
sultiert werden und diese je nach Vorliebe Impfstoffe von
diversen Herstellern anwenden, Impfstoffe Gber die Jahre ihre
Zulassungen verlieren oder seitens der Hersteller aktualisiert
werden. Auerdem kann von allenfalls geringfigigen Unter-
schieden in der Antigenitét monovalenter Adsorbatimpfstoffe
ausgegangen werden (Rosskopf 2007, Thein et al. 2013).

Sémtliche Ergebnisse und deren Interpretation beruhen auf
der Dokumentation der Impfungen im Equidenpass. Da feh-
lerhafte Eintragungen nicht Gberprifbar sind, stellt dies eine
wichtige Limitation unserer Arbeit dar. AbschlieBend kann im
Allgemeinen von einer guten Seroprotektion unserer Pferde-
patienten ausgegangen werden. Kritischer Punkt der Impfpro-
phylaxe ist der Ubergang von der passiven maternalen Immu-
nitét zur Bildung eigener Antikérper im Fohlenalter. Zur opfi-
malen Erfassung dieses Zeitraumes kann ein seit 2012 ver-
figbarer immunchromatographischer Schnelltest nitzlich
sein. Dieser kann ebenso bei unklarem Impfstatus eingesetzt
werden. Eine Aktualisierung der Leitlinie zur Impfung von Pfer-
den der StlKo Vet. des bpt hinsichtlich eines Zeitabstandes
von 6 bis 8 Wochen zwischen G1 und G2 und der alle 8 bis

10 Jahre vorzunehmenden Boosterung scheint gegeben.
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