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Zusammenfassung: Empirische Studien und positive Erfahrungsberichte praktizierender Tieréirzte berichten von einer Verbesserung der klini-
schen Sommerekzemsyptomatik nach der Behandlung mit Insol® Dermatophyton. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Insol®-Dermato-
phyton (ID) in einer Placebo kontrollierten Blindstudie an 51 mit Sommerekzem erkrankten Pferden zu testen. Alle Pferde waren vorberichtlich
am Sommerekzem erkrankt. Neben einer Allgemeinuntersuchung wurden bei der Erstuntersuchung (Februar des Untersuchungsjahres) eine
spezielle Untersuchung der Haut und ein Allergietest (Funktioneller In vitro-Test) durchgefthrt. Im Anschluss wurden alle Pferde dreimal im
Abstand von je zwei Wochen mit ID (Verumgruppe: n=27) oder mit derselben Menge Placebo (Placebogruppe: n =24) behandelt. Des Wei-
teren wurde untersucht, ob sich durch die Behandlung mit ID immunmodulatorische Effekte nachweisen lieBen. Hierfir wurden bei jeder Unter-
suchung der Pferde (insgesamt finf Mal) Serumblutproben zur Auswertung spezifischer Zytokine (IL-1, IL-4, IL-10, IFNy, TNFa) enthommen.
Die Veréinderungen des klinischen Bildes (Hautverdnderungen, Juckreiz) wurden anhand eines Score-Systems vor (Februar), wéhrend (Juni)
und nach (November) der Insektenperiode des Untersuchungsjahres beurteilt. Entsprechend den aus der Literatur bekannten Pradilektionsstel-
len wurden dazu 12 Kérperregionen festgelegt, die auf je funf Symptome (Haarbruch, Alopezie, blutige/eitrige Hautverdnderungen, Hautver-
dickung, Schuppen) untersucht und von O (nicht vorhanden) bis 5 (héchstgradig vorhanden) bewertet wurden. Aus der Summe dieser Punkt-
zahlen war fir jedes Tier und fir jeden Zeitpunkt die klinische Auspréigung des Sommerekzems quantifizierbar. Bei Einsatz von Insol®-Derma-
tophyton konnte mit dem hier gewdhlten Behandlungsschema kein positiver Effekt (Therapie/Prophylaxe) auf die klinische Hautsymptomatik
des Sommerekzems festgestellt werden. Es lieB sich jedoch der Trend erkennen, dass die mit ID behandelten Tiere im Sommer tendenziell
einen niedrigeren klinischen Sommerekzem-Score aufwiesen als die mit Placebo behandelten Tiere. Dieser war statistisch nicht signifikant,
konnte aber durch eine Besitzerbefragung zum Vergleich des Behandlungsjahres mit dem Vorjahr bestétigt werden. Hierbei beurteilten die
Besitzer der Verumpferde die klinische Ausprégung der Symptome ihrer Tiere als signifikant besser als im Vorjahr. Dieser Effekt wurde in der
Placebogruppe nicht festgestellt. Die mit ID behandelten ,Jungekzemer” (max. zwei Jahre Symptome) wiesen des Weiteren zu jedem Unter-
suchungszeitpunkt einen niedrigeren klinischen Score auf als die Tiere mit Iéngerer Krankheitsymptomatik (,Altekzemer” = mehr als zwei Jahre
Symptome). Bei der Untersuchung der Zytokine konnte ein immunmodulatorischer Effekt durch die Behandlung mit ID nachgewiesen werden.
So stiegen die Konzentrationen von IL-10, TNFa und IFNy in der Verumgruppe deutlich und zum Teil auch statistisch signifikant nach der ID
Behandlung an, was eine Verschiebung der Immunantwort von Th2 (Allergie) zu Th1 (Toleranz) bedeutet. Dies wurde in der Placebogruppe
nicht festgestellt. In weiterfihrenden Studien sollte untersucht werden, ob der immunmodulatorische Effekt durch eine Verénderung der ID-
Rezeptur verstarkt werden, um somit auch in-vivo statistisch nachweisbare klinische Verbesserungen beim Sommerekzem liefern kénnte.

Schlusselwérter: Sommerekzem, Pferd, Insol Dermatophyton, Immunmodulation, Therapie

Therapy of summer eczema using Insol® Dermatophyton — a field study

The main purpose of this experiment was to test the effect of Insol® Dermatophyton (ID) by employing a placebo controlled blind study, testing
51 horses suffering from summer eczema. The animals were vaccinated three times every two weeks in February of the year, in which the
experiment fook place, using ID (n=27) or placebo (n=24). Furthermore, the testing encompassed showing whether immunomodulatory
effects could be detected when having used ID. For this purpose, each time the horses were tested — 5 times in total — blood serum samples
were taken fo evaluate specific cytokines (IL-1, IL-4, IL-10, IFNy, TNFa). Changes of the clinical findings (alteration of skin, itching) were
assessed by a score especially developed for this purpose, before, during and after the insect period of the respective testing year. Following
the generally well-known predilection sites, 12 body regions were specified, each of which was analysed for five symptoms (hair breakage,
alopecia, bloody/purulent skin alteration, skin thickening, dandruff) and rated using points between O (not apparent) and 5 (severe). By
adding and evaluating these points, for each animal and each time-point, the clinical intensity of the summer eczema could be quantified.
After having used ID in a therapeutic or prophylactic placebo controlled blind study, it could not be established that there was a significantly
positive effect on the clinical findings of skin affected by summer eczema. However, a positive trend could be observed in that the ID vacci-
nated animals in summer had a lower score than the ones which had been treated with a placebo. The score, nevertheless, was not statisti-
cally significant. This trend, however, could be confirmed by an owner-survey comparing the year of treatment with the year before. On this
occasion the owners of the verum group evaluated the clinical appearance of the symptoms as significantly improved in the year of treatment
compared with the year before. This effect could not be seen in the placebo group. Furthermore, the “young eczema” horses treated with ID
(with symptoms of 2 years maximum) had a respectively lower score than the “old eczema horses” each time they were examined. Concerning
the cytokines, an immunomodulatory effect resulting from the therapy could be verified. For instance, the concentrations of IL-10, TNFa, and
IFNy in the verum group rose considerably and what is also statistically significant, they rose after the vaccination, too. This is to be interpreted
as an immunomodulatory shift from Th2 (allergy) to Th1 (tolerance). However, this effect could only be shown in-vitro.
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Einleitung

Das Sommerekzem (SE) des Pferdes, eine Typ [-Allergie
gegeniber Speichelantigenen weiblicher, blutsaugender
Micken der Gattung Culicoides spp. (Baker und Quinn
1978, Braverman 1983, Quinn et al. 1983, Anderson
1991/1996, Kurotaki 1994, Wilson et al. 2001, Wagner et
al. 2006, Lagner et al. 2008 und 2009, Shrestha et al.
2015), ist eine nahezu weltweit verbreitete Erkrankung. Die
klinischen Erscheinungen sind in Europa meist von Anfang
Mérz bis Ende Oktober (zum Teil auch bis November) zu
beobachten. Leitsymptom ist ein stark ausgeprégter Juckreiz,
der die Pferde zum Scheuern bis hin zur Automutilation ver-
anlasst. Fellverluste und teilweise grofifléchige néssende
Bereiche der Haut bis hin zu tiefergehenden Wunden sind die
Folge. Betroffen sind Pferde verschiedenster Rassen, unter-
schiedlichen Alters und Geschlechts, besonderes jedoch
Kleinpferderassen, v.a. Islénder. Es besteht zudem eine gene-
tische Disposition (Strothmann 1982, Unkel 1985, Marti
1992, Lange 2004).

Obwohl das Sommerekzem bereits um 1840 (Lecog
1842/1843) das erste Mal beschrieben wurde und schon seit
langem intensiv untersucht wird, gibt es bis heute nur wenige
therapeutische Ansdtze gegen die Erkrankung. In den letzten
Jahren wurde die Spezifische Immunotherapie (SIT) in einigen
Studien bei Pferden mit SE untersucht (Barbet et al. 1990;
Anderson et al. 1996). Man geht davon aus, dass der bisher
begrenzte Therapieerfolg darauf zuriickzufohren ist, dass bis-
her keine hochreinen Allergene zur Verfigung stehen. Aus
diesem Grunde kommt bis heute den prophylaktischen Maf3-
nahmen zur Verminderung der Allergenexposition wie z.B. der
Optimierung der Haltungsbedingungen, dem Aufstallen der
Pferde zu den Flugzeiten der Culicoides oder dem Anlegen
von Ekzemerdecken die gréfite Bedeutung zu.

Fur die vorliegende Felduntersuchung wurde der Pilzimpfstoff
Insol® Dermatophyton (ID) bei Pferden mit Sommerekzem zum
Zwecke der Therapie bzw. Prophylaxe verwendet. Ansatzpunk-
te hierfir waren positive Erfahrungsberichte praktizierender
Tiercirzte, die eine Verbesserung der Symptomatik bei mit an
Sommerekzem erkrankten Tieren nach der Behandlung mit
Insol® Dermatophyton feststellten. Dies wurde in einer in-vitro
Studie von Dronov und Rohwer (2007) bestdtigt, die eine
immunmodulatorische Wirkung von ID an equinen Lymphozy-
ten nachweisen konnten. Ziele dieser placebokontrollierten
Blindstudie waren im Einzelnen: Nachweis einer méglichen kli-
nischen Wirkung von Insol® Dermatopyhton (ID) bei Som-
merekzem, der Nachweis einer méglichen immunmodulatori-
schen Wirkung von ID bei Sommerekzem sowie die Darstel-
lung eventuell vorhandener Unterschiede in der Behandlung
von ID bei Sommerekzem zwischen Jung- (weniger als 2 Jahre
Symptome) und Altekzemern (mehr als 2 Jahre Symptome).

Material und Methode

An der Studie nahmen 51 an Sommerekzem erkrankte Pferde
verschiedener Rassen, Uberwiegend Ponies (n=15) und
Warmblutpferde (n=10) teil, die seit mindestens einem Jahr
entsprechende klinische Symptome zeigten und mindestens
seit zwei Jahren beim gleichen Besitzer waren. Die Gruppe
der Studienpferde setzte sich aus 30 Wallachen, 16 Stuten
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und funf Hengsten zusammen. Das Durchschnittsalter der
Pferde betrug 10 Jahre = 6,1 Jahre, wobei das jingste Pferd
zwei und das élteste 31 Jahre alt war. Das Durchschnittsge-
wicht lag bei 491 kg £156 kg, wobei zehn Pferde ein Gewicht
von unter 400kg aufwiesen. Die Einteilung der Gesamtgrup-
pe in Jung- bzw. Altekzemer (maximal zwei Jahre Symptome
bzw. Gber zwei Jahren Symptome) war im Verhélinis 2/3 Altek-
zemer (66,6%) zu 1/3 Jungekzemer (33,3 %).

Allgemeinuntersuchung

Bei allen Pferden wurde vor Beginn der Studie und zu jedem
Untersuchungszeitpunkt eine Allgemeinuntersuchung durch-
gefuhrt.

Sommerekzem-Score

Der in dieser Studie verwendete Sommerekzem-Score wurde
eigens entwickelt und orientierte sich an dem von Olivry
(2006) entwickelten und etablierten ,Canine Atopic Dermati-
tis Extent and Severity Index” (CADESI) fur Hunde. Hierzu wur-
den die 12 haufigsten Sommerekzemstellen (Kopf, Schopf,
Hals 1/3, Hals 2/3, Hals 3/3, Brustwirbelséule, Vorderbrust,
Lendenwirbelséule/Kruppe, Hinterhand kaudal, Schweif,
Bauchnaht, Schenkelspalt Hinterextremitéten) mit den funf
wichtigsten Symptomen (Haarbruch, Alopezie, blutige/eitrige
Hautverénderungen, Hautverdickung, Schuppen) in Verbin-
dung gesetzt. Fir jede Stelle und jedes Symptom musste der
Schweregrad nach folgendem Schema angegeben werden:

0 =keine Symptome

1 = geringgradige Symptome
3 = mittelgradige Symptome
4 =hochgradige Symptome
5 = héchstgradige Symptome

Mit Hilfe dieses Scores wurde der Fell-/Haut-Zustand der Pfer-
de bei der Erstuntersuchung (EU) im Februar/Mérz, bei der
Zwischenuntersuchung (ZU) im Juni/Juli und bei der
Abschlussuntersuchung (AU) im November beurteilt.

Funktioneller In vitro-Test (FIT)

Bei allen Pferden wurde ein Allergietest (Funktioneller In vitro-
Test) durchgefihrt. Dazu wurden entsprechende Blutproben
an das Institut fir Immunologie der Tierérzilichen Hochschule
Hannover versandt.

Einteilung der Patienten

Die Einteilung der Pferde in Verum- oder Placebogruppe fand
zufdllig statt. Von den 51 Pferden wurden 27 Pferde der
Verum- und 24 in der Placebogruppe zugeteilt. Die Placebo-
l6sung bestand aus der Nghrlésung fir ID ohne die in ID ver-
wendeten Pilzstdmme (Inhaltsstoffe: 0,04 mg/ml Thiomersal,
Glucose, Fleischextrakt, Wasser fir Injektionszwecke). Die
Verumgruppe wurde auBerdem noch nach der Dauer der
Erkrankung in Jung- (<2 Jahre an SE erkrankt, n=11) und
Alt- (>2 Jahre an SE erkrankt, n=16) Ekzemer unterteilt.
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Zytokinbestimmung

Fiur die Zytokinbestimmung wurden bei jedem Besuch der
Pferde (insgesamt funf Mal) Serumproben gewonnen, und
zundchst bis zur Auswertung bei -80 Grad gelagert. Die aus-
gewdhlten Zytokine (IL-1, IL-4, IL-10, INFy, TNFa) wurden
anschlieBend mittels spezies-spezifischer Sandwich-ELISA Kits
der Firma R&D-Systems (Minneapolis, USA) bestimmt.

Untersuchungszeitpunkte

Die Feldstudie wurde innerhalb eines Jahres im Zeitraum von
Februar bis November durchgefihrt und gliederte sich in drei
zeitliche Untersuchungsabschnitte (A-C):

Teil A

Die Erstuntersuchung (EU) fand im Februar (Winter) staft und
umfasste die Allgemeinuntersuchung der Pferde, die Beurtei-
lung der Ausprdgung des Sommerekzems mittels eines fur die-
se Studie entwickelten Score-Systems, sowie die Dokumenta-
tion des aktuellen Zustands mittels Fotos. Des Weiteren wurde
allen Pferden Blut fir die Durchfihrung eines speziellen Aller-
gietests (Funktioneller In vitro-Test=FIT) und fir die Bestim-
mung spezifischer Zytokine entnommen. Im Anschluss wurden
die Pferde das erste Mal mit ID oder Placebo behandelt. Hier-
bei wurde die doppelte der normalen, bei Hautpilzerkrankun-
gen angewandten und vorgegebenen Menge |ID/Placebo
(0,6 ml for Pferde unter 400kgKM; 1,0ml fir Pferde Uber
400kgKM) injiziert. Die Injektion erfolgte nach vorheriger
Desinfektion fief intramuskulér in die Brustmuskulatur mit
wechselnden Kérperseiten (Schema: links-rechts-links). Bei
den drei kleinsten Ponys erfolgte die Injekfion in die Hinter-
handmuskulatur. Das Schema (links-rechts-links) wurde auch
hier eingehalten. Die Injektionen erfolgten noch zwei Mal im
Abstand von je zwei Wochen. Dabei wurde auch jedes Mal vor
der Injektion Blut fir die Zytokinbestimmung gewonnen.

Teil B

Bei der Zwischenuntersuchung (ZU) im Zeitraum von Mitte
Juni bis Mitte Juli (Sommer) wurden die Pferde erneut mittels
des klinischen Score-Systems beurteilt und der Zustand
photographisch dokumentiert. Im Anschluss wurden wiede-
rum Blutproben fur die Zytokinbestimmung genommen.

Teil C

Die Abschlussuntersuchung (AU) der Patienten fand schlief3-
lich im November (Herbst) statt. Hierbei wurde ebenfalls der
aktuelle Zustand von Fell und Haut der Patienten anhand des
Score-Systems ermittelt und mit Fotos dokumentiert. Im Rah-
men dieser Untersuchung wurden erneut Blutproben fir die
Zytokinbestimmung entnommen.

Besitzerfragebogen zur klinischen Symptomatik im Vergleich
zum Vorjahr

Alle Besitzer wurden zur klinischen Symptomatik ihrer Pferde

wéhrend des Behandlungsjahres im Vergleich zur klinischen
Symptomatik im Vorjahr befragt.
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Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel Ver-
sion 2000 sowie dem statistischen Programmpaket SPSS fir
Windows Version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Die
Berechnung der statistisch notwendigen Gruppengrofie
erfolgte mittels Bias fir Windows 9.03. Hierbei wurde ein
Stichprobenumfang von 22 Pferden je Gruppe (Verum, Place-
bo) berechnet. Da Uber den Untersuchungszeitraum durch
Krankheit, Verkauf und Besitzerwechsel mit einem Ausfall von
Pferden zu rechnen war, wurden Reservepferde eingeplant,
wodurch letztendlich die Untersuchungsgruppe 51 Pferde
umfasste. Fir die Auswertung der klinischen Scores wurden
der rangbasierte Korrelationskoeffizient nach Spearman, der
Test nach RAATZ und der T-Test verwendet. Um hierbei ein
noch genaueres Ergebnis zu bekommen, wurden sogenannte
»matched-pairs” gebildet. Dies bedeutet, dass fiktive Pérchen
gebildet wurden, wobei immer einem Verum Pferd das punkt-
gleich passende oder néchstpassende Placebo Pferd mit éhn-
licher Rasse und Alter bei der Erstuntersuchung zugeordnet
wurde. So erhielt man den direkten Vergleich zwischen den
Untersuchungszeitpunkten. Diese ,matched-pairs” wurden
dann mittels Wilcoxon-Test statistisch analysiert. Dieser wurde
ebenfalls bei der Auswertung der Zytokine angewandt. Fir
die Interpretation der resultierenden p-Werte wurde ein loka-
les Signifikanzniveau von 5% (p<0,05) festgelegt.

Ergebnisse

Allgemeinuntersuchung

Die Allgemeinuntersuchung war bei allen Pferden zu allen
Zeitpunkten unaufféllig. Die durchschnitiliche Herzfrequenz
lag bei 37=9 Schlagen/Minute, die mittlere Atemfrequenz
bei 13 =5 Atemziigen/Minute. Keines der Pferde zeigte eine
erhshte innere Kérpertemperatur (37,5°C = 0,32°C).

Ergebnisse des Funktionellen In vitro-Tests (FIT)

Drei der 51 eingeschickten Blutproben wurden vom Labor als
nicht auswertbar eingestuft (Nr. 3, 9, 23). Zwei Pferde zeigten
keine Reaktionsbereitschaft auf die getesteten Insekten (Nr. 26
und 41). Die Einteilung der Schweregrade des FIT erfolgte von
0 (= keine Reaktion) bis 4 (=hgr. Reaktion). Getestet wurden
acht Insektenallergene. Mit 81% (39/48) reagierten die mei-
sten Tiere auf die Motte, ein nicht Sommerekzem relevantes
Insekt. Erst an zweiter Stelle fand sich die Gnitze mit 73%
(35/48) gefolgt von der Stechmicke mit 63% (30/48; Tab. 1).

Klinische Beurteilung des Sommerekzems (Sommerekzem-
Score)

Die Beurteilung der Pferde mittels Sommerekzem-Score-
System erfolgte dreimal (Erst-, Zwischen-, und Abschlussunter-
suchung). Bei der Erstuntersuchung (EU) nahmen alle 51 aus-
gewdhlten Pferde teil, wohingegen es bei der Zwischenunter-
suchung (ZU) 48 und bei der Abschlussuntersuchung (AU) nur
noch 43 Pferde waren. Pferd Nr. 1 fehlte aufgrund von Verleih
an einen Reitbetrieb bei der Zwischenuntersuchung im Som-
mer, war aber im Herbst wieder dabei, die anderen Pferde
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schieden aufgrund von Tod (Nr. 10, 21, 27, 40) oder Verkauf
(Nr. 7, 41, 50) zu verschiedenen Zeitpunkten aus der Studie
aus. Bei der Erstuntersuchung (EU) im Februar zeigten vier
Pferde (Nr. 3, 12, 36, 47) keine klinischen Symptome bzw.
Verénderungen. Bei den zwei Folgeuntersuchungen zeigten
alle Pferde klinische Symptome des Sommerekzems. Die
durchschnittliche Punktezahl pro Pferd betrug bei der EU 14
Punkte =10 Punkte, bei der ZU 37 Punkte =28 Punkte und
28 Punkte =19 Punkte im Herbst bei der Abschlussuntersu-
chung. Keines der Pferde zeigte zum Zeitpunkt der EU blutige
oder eitrige Hautverénderungen.

Einfluss von Insol® Dermatophyton auf die klinische Ausprd-
gung

Beim Vergleich des klinischen Sommerekzem-Scores zu den
drei Untersuchungszeitpunkten, lief} sich in beiden Gruppen
ein signifikanter Unterschied (p <0,001) zwischen Winter zu
Sommer und Winter zu Herbst feststellen. Hierbei war der
Score bei der EU (Winter) signifikant niedriger als bei der ZU
(Sommer) und der AU (Herbst). Beim Vergleich Sommer zu
Herbst zeigte sich nur in der Placebogruppe ein signifikanter
Unterschied (p <0,037). Beim Vergleich der beiden Gruppen
miteinander (Verum vs. Placebo) zeigte sich zu keinem Unter-
suchungszeitpunkt ein signifikanter Unterschied (Abbildung
1). Beide Gruppen waren bei der Erst- und der Abschlussun-
tersuchung so gut wie identisch. Bei der Zwischenuntersu-
chung im Sommer zeigte sich lediglich, dass die mit ID
behandelten Tiere einen tendenziell niedrigeren klinischen
Score zeigten als die Placebogruppe.

Bei der Zuordnung der ,matched-pairs” ergaben sich 20 pas-
sende Paare, die sich bei der Erstuntersuchung weder in der
Anzahl der Punkte noch in der Note signifikant unterschieden.

H. Gehlen et al.

Der Vergleich der ,matched-pairs” bei der Zwischen- und der
Abschlussuntersuchung ergab auch hier keinen signifikanten
Unterschied der beiden Gruppen. Bei der ZU zeigten sieben
Pferde aus der Verumgruppe jedoch ein tendenziell besseres
Ergebnis als die Pferde aus der Placebogruppe. Jedoch war
es auch 11X genau umgekehrt, dass die Placebogruppe
einen niedrigeren Score zeigte als die Verumgruppe. Bei der
AU war das Ergebnis mit acht zu sieben gleichverteilt (Tab. 2).

Bei der Erstuntersuchung zeigten die Jungekzemer einen sig-
nifikant (p =0,022) niedrigeren Score als die Altekzemer. Bei
den Untersuchungen im Sommer und Herbst war kein signifi-
kanter Unterschied vorhanden, allerdings waren tendenzielle

WErst-us
1204 B sommer-us
(] Abschiuss-US

100+ 5

20

20

Verum/Placebo(1/0)

Abb. 1. Graphische Darstellung der klinischen Sommerekzem-
Score-Entwicklung der beiden Untersuchungsgruppen (Verum/Place-
bo) zu den drei Untersuchungszeitpunkten.

Tab. 1 Anzahl reagierender Pferde pro Insekt beim FIT
FIT Gnitze Wadenstecher KBM ETF Motte Stechmicke Pferdebremse Hausfliege
reagierende Pferde 35 22 21 28 39 30 21 13
Prozent 72,9 45,8 43,8 58,3 81,3 62,5 43,8 27,1

KBM Kriebelmiicke, ETF Eintagsfliege

Tab. 2 Vergleich von Mittelwert und Standardabweichung der Punkte-Scores in der Gesamtgruppe und den ,matched-pairs”

Gesamtgruppe n Mittelwert=SD
Placebo 24 13,33+8,83
Erst-US

Verum 27 11,96+10,73
Placebo 23 39,00+28,20

Zwischen-US
Verum 25 35,28+28,39
Placebo 21 27,71+14,20

Abschluss-US
Verum 22 28,23+22,89

»matched-pairs”
Placebo 20 13,05+9,58
Erst-US

Verum 20 13,15+10,04
Placebo 18 39,50+27,28

Zwischen -US
Verum 18 39,17+24,35
Placebo 18 28,89+13,65

Abschluss-US
Verum 18 31,50+23,25

US Untersuchung, n Anzahl
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Tab. 3a  Mittelwert und Standardabweichung der IL1-Konzentration (pg/ml).
c (pg/ml) MW=SD IL-1/1 IL-1/11 IL-1/1 IL-1/IV IL-1/V
Gesamt 33315035 3130=576 40666093 4473+5805 45947347
Verum 36045742 30194424 4067 +6020 48326226 5237+8133
Placebo 30234202 32564833 4065+6304 40835422 39216556

MW Mittelwert, SD Standardabweichung, ¢ Konzentration, | bis V = Untersuchungszeitpunkte

Tab. 3b  Verlauf der IL1-Konzentration

Untersuchungszeitpunkt I-11 -1l |-V -V
Gesamt 1 1= T I
Verum 1* = T* l
Placebo 1 - T l

Legende zu Tab. 3b, 4b, 5b, 6b: * statistisch signifikant, 1 Zytokinkonzentration
steigt zwischen den Untersuchungszeitpunkten, | Zytokinkonzentration féllt
zwischen den Unfersuchungszeitpunkten ab, — Zytokinkonzentration bleibt
zwischen den Unfersuchungszeitpunkten gleich, 11 starker Anstieg,

111 extrem starker Anstieg, () nur Tendenz erkennbar/minimaler Anstieg/Abfall

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu erkennen.
Auch hier hatten die Jungekzemer bei der Zwischen- als auch
bei der Abschlussuntersuchung einen niedrigeren Score.

Wie bei der Erkrankung ,Sommerekzem” zu erwarten war,
wurden die héchsten Punktezahlen bei der Zwischenuntersu-
chung im Sommer erreicht, die niedrigsten bei der Erstunter-
suchung Anfang des Jahres. Zudem zeigte sich, dass der
Schweregrad bei der Erstuntersuchung im Februar einen sig-
nifikanten Einfluss auf die Schwere der Krankheit im weiteren
Verlauf des Jahres hatte. Alle Pferde mit einem hohen Score
im Winter hatten auch einen hohen Score im Sommer und
Herbst. Als drittes Ergebnis l@sst sich festhalten, dass die mit
ID behandelten Jungekzemer im Vergleich zu Altekzemern
tendenziell eine geringere klinische Symptomatik entwickel-
ten. Der therapeutische bzw. prophylaktische Einsatz von ID
vor Beginn der Insektenperiode brachte bei einigen Einzeltie-
ren z.T. eine signifikante Verbesserung der klinischen Auspré-
gung (z.B. Pferd Nr. 13) bzw. verlagerte den Ausbruch des SE
signifikant nach hinten (z.B. Pferd Nr. 38). Im Gruppenver-
gleich zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied der
Sommerekzem-Symptomatik.

Zytokinbestimmung

Insgesamt wurden im Rahmen der Zytokinauswertung 244
Blutproben ausgewertet (je 51 bei den ersten drei Besuchen,
48 bei der Zwischenuntersuchung und 43 bei der Abschlus-
suntersuchung). Bei der Auswertung fiel auf, dass bei 23 Pfer-
den (13 Verum, 10 Placebo) unabhéngig vom Untersu-
chungszeitpunkt insgesamt 258 Werte Uber dem héchsten
Standardwert lagen und somit ohne Verdinnung nicht aus-
wertbar waren. Mit Abstand die meisten zu hohen Werte lie-
ferte IL-4 mit 92 primdr nicht auswertbaren Ergebnissen,
gefolgt von TNFaw mit 68, IL-10 mit 61, IFNy mit 36 und IL-
1 mit einem nicht auswertbaren Wert. Die Proben wurden im
Anschluss der Auswertung der Nativproben verdinnt und rik-
kgerechnet. Da aber mit dieser Methode keine vertretbaren
Werte herauskamen, wurde letztendlich fir jeden Wert ober-
halb der Nachweisgrenze ein fiktiver Wert festgelegt und
durch diesen ersetzt. Dieser lag, je nach Grundkonzentration,
bei IL-4 und TNFa bei 2500 pg/ml (héchste Nachweisgrenze

310

bei 2000 pg/ml), bei IL-10 bei 25000 pg/ml (Nachweisgren-
ze bei 20000) und bei IFNy bei 5000 pg/ml (4000 pg/ml als
héchster Messwert).

Bei IL-1 und IL-4 lieB sich ein saisonaler Trend der Serumkon-
zentrationen finden, wobei der Verlauf in beiden Gruppen
anndhernd gleich war. Die Werte waren Anfang des Jahres in
der insektenfreien Zeit niedriger, stiegen im Sommer deutlich
an und fielen im Herbst (mit Abnahme der Insekten-Exposi-
tion) wieder ab (Tab. 3a, b, Abbildung 2). Beim IL-10 stiegen
die Werte in der Placebogruppe von Untersuchung | auf Il sig-
nifikant an (p=0,011), waren genau gleichverteilt bei Unter-
suchung Il und lll, stiegen dann wieder signifikant an
(p=0,012), um zwischen der Zwischen- und Abschlussunter-
suchung abzufallen. In der Verumgruppe stiegen die Konzen-
trationen von IL-10 von Untersuchung zu Untersuchung an,
um dann ebenso wie in der Placebogruppe von der Zwischen
—zur Abschlussuntersuchung deutlich abzufallen. Dies war
allerdings nur ein Trend und nicht statistisch signifikant (Tab.
4a, b). Auch bei IFNy waren sowohl in der Verum- als auch
in der Placebogruppe die Werte der Pferde bei den Folgeun-
tersuchungen (Il bis V) héher als bei dem Ausgangswert der
Erstuntersuchung (I). Dieser Anstieg war in der Verumgruppe
beim Vergleich der Zeitpunkte der letzten Impfung (lll), der
Zwischenuntersuchung (IV) und der Abschlussuntersuchung
(V) mit der Erstuntersuchung (Nullwert, 1) signifikant. Bei
Betrachtung der jeweils aufeinanderfolgenden Untersu-
chungszeitpunkte stieg in der Verumgruppe die IFNy- Konzen-
tration von der Erstuntersuchung bis zur Zwischenuntersu-
chung (Beprobung | bis IV) kontinuierlich, wenn auch stati-
stisch nicht signifikant, an. Zwischen der ZU und der AU fielen
die Werte in beiden Gruppen, was ein Hinweis auf die nach-
lassende Immunmodulation sein kénnte. In der Placebogrup-
pe war, im Gegensatz zur Verumgruppe, zwischen den Impf-
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Abb. 2 Mittelwert und Standardabweichung der IL4-Konzentration
(pg/ml)
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Tab. 4a  Mittelwert und Standardabweichung der IL10-Konzentration (pg/ml).
¢ (pg/ml) MW-SD IL-10/1 IL-10/11 IL-10/1l IL-10/V IL-10/V
Gesamt 6759+10115 7987+11230 8076+11232 883711292 8574+11387
Verum 6443+10079 7113+10889 8204+11317 843011030 8920+11716
Placebo 7116+10079 896910889 7931+11317 9278+11030 821111716
MW Mittelwert, SD Standardabweichung, ¢ Konzentration, | bis V = Untersuchungszeitpunkte
f.ezrminen [l und Il ein deuﬂicher Abfo||.o|er |FNy—KonzenTrq— Tab. 4b  Verlauf der IL10-Konzentration
tion im Serum der Pferde zu finden, bei den anderen Termi- - —
nen verhielten sich beide Gruppen gleich, wenn auch der Untersuchungszeitpunkt Hi -l -V v
Anstieg in der Verumgruppe deutlicher war als in der Place- Verum " " " mnr
bogruppe (Tab. 5a, b). Placebo 1 1 N .

Beim Tumornekrosefaktora (TNFa) fiel ein deutlicher Unter-
schied zwischen den beiden Gruppen auf. So war in der Pla-
cebogruppe zwischen den Untersuchungen Il und lll im Ver-
héltnis zum Ausgangswert der Untersuchung | kein Effekt
sichtbar. Auch bei der Gegeniberstellung von Erst- und
Abschlussuntersuchung blieben die Werte gleich bzw. fielen
etwas ab. Anders war es in der Verumgruppe. Hier waren
deutlich gerichtete Effekte der TNFa-Konzentrationen zwi-
schen den Untersuchungszeitpunkten sichtbar. So stiegen die
Konzentrationen Uber alle Untersuchungszeitpunkte hinweg
an und blieben letztendlich zwischen der Zwischen- und der
Abschlussuntersuchung ungeféhr auf demselben Level. Dieser
Anstieg war fir alle Unfersuchungszeitpunkte im Vergleich
zum Nullwert (Untersuchung ) signifikant (Tab. 6a, b).

Diskussion

Empirische Studien und Erfahrungsberichte prakfizierender
Tierdrzte zeigten eine Verbesserung des klinischen Bildes bei
an Sommerekzem erkrankten Pferden nach der Behandlung
mit dem Pilzimpfstoff Insol®Dermatophyton. Steidle (2009)
berichtet von einem hochsignifikanten Unterschied des Befalls
mit Dermatophyten bei Pferden mit (52,8%) und ohne
(22,2%) Disposition fir das Sommerekzem. Obwohl ein
ursdchlicher Zusammenhang zwischen Sommerekzem und

Dermatophytose beim Pferd nicht bekannt ist, testeten Dronov
und Rohwer (2007) den Einfluss von ID auf equine Leukozy-
ten in-vitro und konnten einen immunmodulatorischen Effekt
durch ID nachweisen. Bis heute gibt es keine ausreichend
effektiven Therapiemaglichkeiten fir das Sommerekzem. Der
Einsatz von immunsuppressiven Kortikosteroiden bringt nur
zeitlich begrenzte Erfolge und ist aufgrund der maglicher
Nebenwirkungen wie Hufrehe oder Infektanfélligkeit begrenzt
(Ungemach et al. 2003). Die Spezifische Immuntherapie (SIT)
als bislang einzige kausale Therapie hat das Ziel der Hypo-
sensibilisierung des betroffenen Individuums gegeniber
bestimmten Allergenen durch die serielle Verabreichung
hochreiner Allergene (Westritschnig 2002). Da bisher jedoch
for die SIT gegen das SE nur grobe Extrakte zur Verfiigung ste-
hen, waren die Erfolge bis dato nur begrenzt und stark
schwankend (Barbet et al. 1990, Anderson et al. 1996). Es
schien deshalb sinnvoll, die in-vivo Wirksamkeit von Insol®
Dermatophyton bei Pferden mit Disposition fir das Som-
merekzem als prophylaktisch-therapeutische MaBnahme zur
Modulation des Immunsystems mit der Erwartung einer Mil-
derung bzw. Vermeidung der klinischen Erkrankung zu testen.
Empirische Studien in der Vergangenheit haben zudem
gezeigt, dass die Behandlung mit ID v.a. bei Pferden
anschlug, die maximal zwei Jahre an SE erkrankt waren bzw.
seit maximal zwei Jahren Symptome zeigten (Sonderdruck

Tab. 5a  Mittelwert und Standardabweichung der IFNy-Konzentration (pg/ml).

¢ (pg/ml) MW=SD IFNy/I IFNy /I IFNy /11l IFNy /IV IFNy /V
Gesamt 1242+1837 15492071 1589+2050 1707+1924 17602093
Verum 1328+1943 15372041 1654+2125 1875+2003 1844+2075
Placebo 11441746 15642148 1512+2002 15241861 16672162
MW Mittelwert, SD Standardabweichung, ¢ Konzentration, | bis V = Untersuchungszeitpunkte

Tab. 5b  Verlauf der IFNy-Konzentration Tab. 6b  Verlauf der TNFa-Konzentration
Untersuchungszeitpunkt -1l -1l [-IV [-IV Untersuchungszeitpunkt -1l -1l [-IV |-V
Verum 1 " " " Verum T " me mer
Placebo 1 (1) 1 1 Placebo — (1) 1 ()
Tab. 6a  Mittelwert und Standardabweichung der TNFa-Konzentration (pg/ml)

¢ (pg/ml) MW=SD TNFa /1 TNFo /1l TNFa /Il TNFo /IV TNFo V
Gesamt 758+1063 890+1166 9411192 9511103 925+1136
Verum 818=1114 8971175 960+1207 1035+1138 1062+1185
Placebo 690+1022 883+1182 919+1201 860+1081 774+1090

MW Mittelwert, SD Standardabweichung, ¢ Konzentration, | bis V = Untersuchungszeitpunkte
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zum Roundtable Pferde-Spiegel 2002). Daher wurde dieser
Aspekt in der vorliegenden Studie ebenfalls Gberprift. Um
gute statistische Ergebnisse zu erhalten, wurde vor Studienbe-
ginn die notwendige Gruppengréfe statistisch ermittelt. Diese
lag bei ca. 50 Pferden.

Da vermutet wird, dass ID auf das Immunsystem der Pferde
Einfluss hat, durften die teilnehmenden Pferde die letzten drei
Monate vor Studienbeginn nicht mit Cortison oder anderen
Medikamenten vorbehandelt worden sein, um die Ergebnisse
nicht zu verfalschen. Dazu lagen jedoch lediglich die Besitzer-
aussagen vor.

Die Auswahl der in dieser Studie untersuchten Zytokine orien-
tierte sich an den Untersuchungen von Dronov und Rohwer
(2007). Diese untersuchten die immunmodulatorische Wir-
kung von ID in-vitro mittels der Schlusselzytokine IFNy, IL-4 und
IL-10 sowie dem der Th1-Immunantwort zugeordnetem TNFa.
Zusétzlich wurde in der vorliegenden Arbeit noch das Th1-
Zytokin IL-1 untersucht. Dieses eigentlich als pyrogenes Zytokin
bekannte Interleukin wird gerade in der Humanmedizin immer
mehr mit diversen Allergieformen (Kontaktdermatitis, Asthma,
atopische Dermatitis) in Verbindung gebracht (Krause et al.
2012). Es sollte daher untersucht werden ob IL-1, auch in der
Veteringrmedizin, ein aussagekréftiger Parameter zur Darstel-
lung einer Allergie allgemein und im speziellen zur Darstellung
der immunmodulatorischen Wirkung von ID ist.

Brinnlein (2001) konnte in ihren Untersuchungen zum Som-
merekzem keinen dauerhaften und zuverléssigen Einfluss von
Insol®Dermatophyton auf die generelle oder Culicoides-spezi-
fische Sensibilisierung nachweisen. Ebenso war kein befriedi-
gender Erfolg mit dem Immunmodulator Baypamun N® nach-
zuweisen (Geiben 2003). Gremmes (2002) dahingegen
berichtete von einer guten Therapieerfolgsrate bei der pro-
phylaktischen Impfung mit ID in einer retrospektiven Studie
eines Patfientenpools von 52 Pferden. Die Schnittmenge der
Beobachtungen von Brinnlein (2001) und Gremmes (2002)
lieBen sich weitgehend auch im Rahmen dieser Studie nach-
weisen. So war zwar bei der prophylaktischen Behandlung mit
Insol®Dermatophyton eine teilweise Besserung der Pferde, v.a.
der Jungekzemer, wie es auch Gremmes (2002) berichtete, zu
beobachten. Diese war aber eher auf das Einzelindividuum
beschrénkt und daher statistisch bei Betrachtung der Gesamt-
gruppe nicht signifikant. Zu beriicksichtigen sind jedoch die
relativ kleinen Gruppengréfien und die heterogene Altersstruk-
tur v.a. der Jungekzemer. Nachfolgend sollte untersucht wer-
den, ob das Alter der Tiere méglicherweise einen Einfluss auf
das Ansprechen auf die Immunmodulatoren hat.

Bei einigen Pferden der Verumgruppe lieB sich auch nach
Angabe der Besitzer eine Verbesserung der Symptomatik des
Sommerekzems im Vergleich zum Vorjahr feststellen, die aber
im Vergleich mit der Placebogruppe statistisch ebenfalls nicht
signifikant war. Des Weiteren waren zum Teil auch Einzeltiere
aus der Placebogruppe deutlich besser bzw. zeigten weniger
klinische Symptomatik des Sommerekzems als im Vorjahr.
Hierbei stach in beiden Gruppen je ein Pferd deutlich hervor.
In der Verumgruppe zeigte Pferd Nummer 13 (6-jéhriger Bay-
ernwallach, seit 3 Jahren Symptome) bis auf geringgradiges
Schweifscheuern keine Symptome nach der Behandlung und
konnte das erste Mal ohne Ekzemerdecke gehalten werden.
In der Placebogruppe war Pferd Nummer 11 (5-jghriger
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Ponywallach, Jungekzemer), das unter der Placebobehand-
lung so gut wie symptomfrei war.

Ein maglicher Grund fir die positiven Ergebnisse auch in der
Placebo-Gruppe kénnten die klimatischen Bedingungen des
Untersuchungsjahres und eine daher verdnderte (eventuell
niedrigere) Insektenbelastung als im Vorjahr darstellen. Da die
Temperaturen im Behandlungsjahr mit Ausnahme der Monate
Juni, Juli und November deutlich héher waren als im Jahr
zuvor (www.dwd.de Stand: August 2014) ist jedoch eher nicht
von einer verminderten Insektenbelastung im Untersuchungs-
jahr auszugehen. Hierbei wéren weiterfihrende Studien mit
Einbeziehung der klimatischen Werte und der letztendlich dar-
aus resultierenden Insektenbelastung hilfreich. Zum anderen
bleibt zu prifen, ob die als Placebo verwendete Nghrldsung
(0,04 mg/ml Thiomersal, Glucose, Fleischexirakt, Wasser fur
Injektionszwecke) des ID (ohne die im ID enthaltenen Pilzkultu-
ren) ebenfalls einen positiven Einfluss auf das Immunsystem
von sommerekzemkranken Pferden hat. Dies wére eine weite-
re mogliche Erklarung fur die deutliche Verbesserung der
Symptomatik bei Einzeltieren aus der Placebogruppe. Da aber
in der Humanmedizin das als Konservierungsstoff in Arzneimit-
teln eingesetzte Thiomersal die gegenteilige Wirkung zeigt und
haufig sogar zu Hauterkrankungen/Ekzemen fihren kann
(Schnuch et al. 1997) ist dies eher unwahrscheinlich.

Dronov und Rohwer (2007) stellten unter dem Einfluss von ID
fest, dass die Expression der Th1-Zytokine verstérkt wurde,
wohingegen IL-4 als Th2-Zytokin kaum, dafir jedoch IL-10
produziert wurde. Dadurch wird die Reaktionslage des Orga-
nismus von Allergie (Th2) zu mehr Toleranz (Th1) verschoben.
Dieses Phénomen wird auch in der immunmodulatorischen
Therapie genutzt. So untersuchten AKDIS (2007) die Immun-
modulation durch ASIT (Allergenspezifische Immuntherapie)
beim Menschen und stellten fest, dass hierbei das Verhdaltnis
von Th1- zu Th2-Zellen ansteigt, ebenso wie die Konzentra-
tion von IL-10 und TGFy. Auch konnten sie eine Anergie der
allergenspezifischen Zellen unter der ASIT-Behandlung zei-
gen. Keppel et al. (2008) untersuchten dies in einer Studie zur
atopischen Dermatitis des Hundes und konnten ebenfalls
einen Anstieg von IL-10 nachweisen. Dieser korrelierte mit
dem Behandlungserfolg.

In der vorliegenden Arbeit war der Verlauf von IL-1 in beiden
Gruppen anndhernd gleich, allerdings mit starkerer Auspra-
gung (héheren Zytokinkonzentrationen) in der Verumgruppe.
Daher kann angenommen werden, dass sich dieser Wert sai-
sonal verdnderte und durch die Impfung die Unferschiede
deutlicher zur Geltung kamen. Durch das Fehlen eines wirk-
lichen Unterschieds der beiden Gruppen ist dieses Zytokin
jedoch weniger geeignet, um eine Immunmodulation bzw. das
Ansprechen des Immunsystems auf eine Aktion zu beurteilen.
Allerdings eignet es sich durchaus, allgemeine Aussagen Gber
den saisonalen Verlauf einer allergischen Reaktion darzustel-
len. Hierfir wéren weitere Studien mit anderen allergischen
Geschehen (z.B. COB, Abdel-Salam 1989) interessant um zu
sehen, ob die hier gefundenen Ergebnisse sich auch auf ande-
re Krankheitsverléufe beim Pferd verallgemeinern lassen.

Wie von Dronow und Rohwer (2007) beobachtet, stiegen
auch in der hier vorliegender Studie die Werte von IL-10,
TNFo und IFNy an. Diese Effekte waren Grofiteils in der Ver-

umgruppe signifikant und bestétigten den immunmodulatori-
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schen Effekt von ID von Allergie (Th2-Immunantwort) zu mehr
Toleranz (Th1-Immunantwort). Im Gegensatz dazu war bei
der Untersuchung des Th2-Zytokins IL-4 kein Unterschied zwi-
schen den beiden Gruppen erkennbar. Jedoch lief3 sich in der
klinischen Ausprégung kein signifikanter Unterschied zwi-
schen der Verum- und der Placebogruppe nachweisen. Dies
lésst sich am wahrscheinlichsten damit erkléren, dass der
immunmodulatorische Effekt zwar auf hématogener Ebene
nachweisbar ist, jedoch zu gering, um einen sichtbaren Effekt
im Organismus zu bewirken oder aufgrund der kleinen Grup-
pengréBen und heterogenen Alterszusammensetzung ledig-
lich Trends gezeigt werden konnten. Hierzu waren weiterfih-
rende Studien mit z.B. gréBeren Patientenzahlen, homogene-
re Altersstruktur und evil. auch einer verdnderten bzw. ange-
passten Rezeptur von Insol®Dermatophyton nétig.

Beim Auswerten der Daten der Zytokinbestimmung fiel primar
auf, dass sehr viele Tiere, unabhéngig der Gruppenzuord-
nung (Verum oder Placebo) und des Untersuchungszeitpunk-
tes, Werte aufwiesen, die deutlich Gber der héchsten Stan-
dardkonzentration lagen. Am deutlichsten war dies bei dem
Th2-Zytokin IL-4, aber auch die Werte der Th1-Zytokine
TNFo und IFNYy lieferten einen hohen Anteil an Konzentratio-
nen oberhalb der vom Hersteller angegebenen Nachweis-
grenze. Die Serumproben der Pferde mit zu hohen Werten
wurden im Anschluss lege artis verdinnt und schlief3lich rik-
kgerechnet. Hierbei kamen allerdings, auch nach mehrfa-
chen Kontrolldurchgéngen, weder replizierbare noch in einer
sinnvollen Gréf3enordnung liegende Werte heraus. Daraufhin
wurden diese Werte durch einen fiktiven, oberhalb der Kon-
zentration des héchsten Standards liegenden, Wert ersetzt.
Dies kénnte erkléren, warum im Gegensatz zu der Studie von
Dronov und Rohwer (2007) der Abfall der IL-4 Konzentratio-
nen nicht nachgewiesen werden konnte, da hier beinahe alle
Werte der Probanden zu allen Untersuchungszeitpunkten Gber
dem vom Hersteller angegebenen héchsten Standardwert
lagen. Es wéren hier weiterfGhrende Nachforschungen ange-
bracht, um genaue, sinnvolle und reproduzierbare Konzen-
trationen zu erlangen, bzw. um herauszufinden, ob es grund-
satzlich nicht méglich ist auf -80°C gefrorene Serumproben
zu verdinnen. Des Weiteren wére eventuell von Seiten der
Herstellerfirma zu Uberdenken, die Standardkonzentrationen
for die betroffenen Zytokine grundsatzlich zu erhshen.

Die Besitzer der Verumpferde gaben eine signifikante Besse-
rung der Symptome im Untersuchungsjahr im Vergleich zum
Vorjahr an, wéhrend die Tiere der Placebogruppe im Gesamt-
durchschnitt gleich blieben. Auch hier kénnte die Insektenbe-
lastung der beiden Jahre eine entscheidende Rolle spielen, ist
aber wie oben bereits erwdhnt wahrscheinlich zu vernachléssi-
gen, da teilweise in einem Stall sowohl Verum- als auch Pla-
cebotiere untersucht wurden. Da die Besitzer nur ihr Einzeltier
beobachteten, kénnte hier die Wirkung von ID besser zur Gel-
tung kommen als beim Betrachten der Gesamtgruppe.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie, dass ID bei
Einzeltieren durchaus Verbesserungen der klinischen Sympto-
matik des Sommerekzems bewirken kann. Unter den Bedin-
gungen dieser Studie war der statistische Vergleich zwischen
Verum- und Placebogruppe zwar nicht signifikant, aber die
positiven Beobachtungen von Gremmes (2002) zur ID Imp-
fung bei 52 an Sommerekzem erkrankten Pferden deckten sich
zum Teil mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit.
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