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Zusammenfassung

Die fehlerhafte Durchfihrung von Impfungen in der Pferdepraxis basiert auf unterschiedlichen Grundlagen. Diese bestehen zum einem in
den nicht immer den jeweiligen wissenschaftlichen Erkenntnissen entsprechenden Informationen seitens der Pharmaindustrie, zum anderen
im mangelnden Grundwissen der Anwender. Auf diese Situation wird im speziellen hinsichtlich der Durchfihrung korrekter Tetanusimpfun-
gen eingegangen. Zur Unfersuchung der postvakzinalen Immunreaktion haben wir unter Verwendung des Fassisi TetaCheck®, der die
grenzwertigen, protektfiven, antitoxischen Tetanusantikérper aus Vollblut oder Serum erfasst, 24 Mutterstuten mit ihren Saugfohlen und 69
Absetzfohlen, 31 davon mit ihren Mutterstuten, auf Transfer und Persistenz maternaler Tetanusantikérper getestet. Die Impfungen der Mut-
terstuten lagen zum Zeitpunkt der Untersuchungen mindestens 2,5 Jahre zuriick. Der Nachweis des Antikérpertransfers aus den Stuten zu
ihren Saugfohlen innerhalb des untersuchten Zeitraums von 10 Stunden bis 5 Tagen p.n. gelang zu 100%. Die Untersuchungen zur Persi-
stenz dieser maternalen Kolostrumantikérper ergaben, dass diese bei der Einstellungsuntersuchung bei 45% der 69 untersuchten Fohlen
im Immunschutz verleihenden Bereich von 0,1 bis 1 i.E./ml bis in den 7. Lebensmonat hinein nachzuweisen waren. Die weiteren Untersu-
chungen dazu ergaben eine maximale Persistenz maternaler, schutzverleihender Antikérper bis zur Mitte des 8. Lebensmonats. 24 Fohlen
im Alter von 6 bis 8 Monaten, 12 davon seronegativ, 12 seropositiv, wurden mit monovalenter Tetanustoxoidvakzine 2x im Abstand von 8
Wochen grundimmunisiert (G | und G Il), um den Einfluss der Kolostralantikérper auf die Impfung vergleichend serologisch zu Gberprifen.
Die zum Zeitpunkt von G | seropositiven Fohlen beantworteten diese deutlich schlechter als die seronegativen Fohlen — unabhéngig vom
Lebensalter. Bei 4 der stark positiven Probanden ging der Abbau der maternalen Antikérper trotz G | offensichtlich weiter, was bis zu einem
Monat p. G | nachzuweisen war. Die seronegativen Erstimpflinge reagierten dagegen zu 100% seropositiv auf G I. G II, acht Wochen
nach G | vorgenommen, wurde von allen Fohlen 4 Wochen nach der Impfung mit seropositiver Reaktion beantwortet. Diese Ergebnisse
belegen die lange Persistenz maternaler Antikérper und bestétigen deren interferierenden Einfluss auf die parenterale Applikation von
homologem Antigen. In einer weiteren Untersuchung priften wir die Dauer der Persistenz von Antikérpern bei Pferden, deren verlgsslich
dokumentierte und letzte Tetanusimpfungen 4 bis 11 Jahre zuriicklagen. Alle 8 hierzu ermittelten Pferde im Alter von 8 bis zu 21 Jahren
reagierten im Test positiv mit schutzverleihenden Antikérpertitern. Eine Stute, im Alter von 25 Jahren und verlésslich nie geimpft, reagierte
dagegen im Test negativ. Dieses Resultat bestétigt die seit Jahrzehnten beschriebene Halbwertszeit des humoralen Tetanusantitoxins von 8
bis 15 Jahren beim Pferd wie auch beim Menschen. Beide beschriebenen Versuchsergebnisse, die der Fohlen als auch die der erwachsenen
Pferde, sollten dazu anregen, die derzeit Gblichen, meist zu frih im Leben der Fohlen, in zu kurzen zeitlichen Absténden zwischen G | und
G Il und viel zu héufig vorgenommenen Wiederholungsimpfungen der erwachsenen Pferde sowie Impfungen auch véllig geschitzter Pferde
kritisch zu Gberdenken. Als letzte Fragestellung interessierte die nach dem Vorkommen klinisch inapparent verlaufender Auseinandersetzung
von Equiden mit Clostridium tetani und entsprechender Immunreaktion. Hierzu stand eine Herde noch nie schutzgeimpfter Esel im Alter
von 3 bis 20 Jahren zur Verfiigung. 2 von 10 der getesteten Tiere reagierten in Doppeluntersuchungen eindeutig positiv, was als Hinweis
auf das Vorkommen klinisch inapparent verlaufender Infektionen gewertet werden kann. Empfehlungen zur Indikationserweiterung und Ein-
satzoptimierung des TetaCheck® werden gegeben.

Schlusselwérter: Tetanusimpfung / maternale Antikérper-Transfer / Persistenz / Interferenz mit der Grundimmunisierung / Halbwertszeit
Tetanusantitoxin / klinisch inapparente Infektion / Fassisi TetaCheck® / Innovations-Optimierungspotential / Immunologie

Experimental investigations to the immune response of foals and adult horses to tetanus toxoid using the Fassisi TetaCheck®

Mistakes within vaccinating of horses are common and mainly based on misinstructions by the pharmaceutical companies as well as on
limited knowledge of the practitioners. This concerns the vaccination against tetanus especially in foals, but also in adult horses. As a con-
tribution to the immune response fo tetanus toxoid we tested the transfer of post vaccination antibodies from vaccinated mares to their suk-
kling foals. 100% of the investigated 24 mares and their foals showed immediate transfer of colostral globulins into the foals within the
investigated time frame from 10 hours to five days p.n..In all the investigations we used the horse side test “Fassisi TetaCheck®”. In repeated
investigations on 69 weaned foals we could demonstrate that the colostral tetanus antibodies persisted at least till 8,5 month p.n.. In 45%
of the investigated foals maternal antibodies were present till mid of the 7th month of their live. The registered titers were in the immun-
protective range between 0,1 and 1 i.E./ml serum. In order to investigate the influence of this maternally derived antibodies to the tetanus
vaccination we immunized 24 foals, at age from 6 to 8 month, 50% with and 50% without antibodies. Two shots, 8 weeks apart (Gl and
Gll) of a monovalent tetanus toxoid vaccine were given. The seropositive foals responded serologically clearly reduced to Gl in comparison
to the seronegative foals. This was not related to the different age of the weanlings in both groups. In 4 of the strong positive vaccinates
at the time of Gl we could observe an elimination of the maternal antibodies despite Gl. In contrast, 100% of seronegative foals had
responded with seroconversion to Gl. 4 weeks past GlI all foals under investigation reacted with immunprotective levels of antibodies. In
another trial we investigated the half life time of antitoxin titers in 8 horses at age from 8 to 21 years. These horses had the last tetanus
vaccination between 4 to 11 years ago. All of them responded with immunprotective levels of antibodies. One 25 years old mare that
never had been vaccinated against tetanus toxoid reacted negative. This confirms the half life time of 8 to 15 years in horses — same as in
human beings. The described results of our investigations in foals as well as in adult horses should stimulate to reflect on the practised vac-
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cination programmes using tetanus vaccines: First vaccinations too early in the foals’ life, time between Gl and Gl too short, too many
vaccinations and redundant vaccinations in completely immune protected horses. The last point of our investigation was the question of
clinically inapparent infections and the possibly resulting immune response. For this reason we investigated 10 donkeys out of a herd of
35 animals — never in their life vaccinated against anything. 2 of the 10 donkeys clearly responded positive in a double investigation 11
weeks later. We value this result as the consequence of an inapparent exposition with Clostridium tetani and the hereby stimulated humoral
response. Anamnestic inquiries to the 2 donkeys conceming injuries etc. were negative. At last, recommendations and possibilities for
improvement and new indications for the Fassisi TetaCheck® were elaborated.

Keywords: Vaccinations against tetanus, maternal antibodies-transfer / persistence / influence to foal vaccination / half life time of tetanus
antitoxin / inapparent infection / TetaCheck®-potential for innovation / optimization / immunology

Einleitung

Eine der haufigsten, fehlerhaften Medikationen in der Pferde-
praxis betrifft die Anwendung von Impfstoffen. Dies beruht
ganz generell zum einem auf dem offenbar noch immer
ungenigenden Wissen in der Praxis um die immunologischen
Grundvoraussetzungen der zu impfenden Pferde verschiede-
ner Alters- und Nutzungskategorien sowie Zusammensetzung
und Potenz der verfigbaren Impfstoffe, zum anderen auf den
Angaben einiger Impfstoffhersteller zu ihren Produkten, mit
der offenkundigen Absicht vor allem der Umsatzmaximierung
(Thein 2012, 2013). Dies dann auch auf Seiten der Anwen-

der mit Berufung auf diese Hersteller.

Dies betrifft auch die Impfung gegen Tetanus, da in diesem
Anwendungsbereich die beiden genannten Ursachen i.a.
gemeinsam als Argument fir die Durchfihrung immunolo-
gisch unkorrekter Impfungen benutzt werden (Thein 2009,
2011).

Die Tetanusimpfung ist die einzige Impfung des Pferdes in
unseren Breiten, die als obligat angesehen werden muss auf
Grund der permanenten Anwesenheit von Cl. fetani in der
Umwelt der Pferde und deren Sensibilitét gegeniber dem
hoch pathogenen Tetanospasmin (Thein 2007). Um die
Population vor der Gefahr des manifesten Tetanus sicher zu
schitzen, ist das Wissen um die Immunogenitat von Cl. tetani
und seiner Toxine sowie der entsprechenden Impfstoffe und
dem Uber die Zeitachse daraus resultierenden Immunschutz
genau so wichtig wie das um die Immunkompetenz des Foh-
lens, die sich daraus ergebenden Konditionen der Erstimpfun-
gen sowie die immundepressiven Stressfaktoren des Pferdes,
um Impfungen richtig terminieren und durchfihren zu kén-
nen. Dieses Wissen besteht darin, dass Fohlen mit maternalen
Antikérpern nicht geimpft werden sollen, da sie auf derartige
Impfungen mit Reaktionen vergleichbar einer Immuntoleranz
— also gestértem wie auch ausbleibendem immunologischem
priming und Antikérperbildung — reagieren kénnen, dass die
Absténde zwischen den beiden Impfungen der Grundimmuni-
sierung mindestens 6, besser >8 Wochen betragen sollten
und dass die Halbwertszeit des Antitoxins bei Pferd und
Mensch 8 bis 15 Jahre betrdgt, Wiederholungsimpfungen
also nur in entsprechend grofiem, zeitlichem Abstand erfor-
derlich sind, um lebenslangen Infektionsschutz zu induzieren.

Die Berufung auf die den verfigbaren Impfstoffen beigefig-
ten Produkfinformationen (Waschzettel) mit daraus resultie-
renden, zu frih im Leben der Fohlen, in zu kurzen zeitlichen
Absténden und zu héaufig im Leben der Pferde vorgenomme-
nen Impfungen, kann nur als rickversichernde Alibihandlung
verstanden werden unter Auflerachtlassung des angefihrten
Grundwissens. Waschzettel informieren auch im Interesse der
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Hersteller, sie geben damit nicht notwendigerweise den seit
Jahrzehnten giltigen Wissensstand zur Immunologie des
Tetanus bei Pferd und Mensch wieder. Die Angaben zur post-
vakzinalen Immunitét in den Beipackzetteln reflektieren ledig-
lich die zulassungsrelevante Dauer der durch den jeweiligen
Hersteller vorgenommenen Prifzeit nicht in der jeweiligen
Zieltierart und sind nicht relevant fir eine ausgetestete und
belastbare Immunitétsdauer im Pferd.

Zusammenfassend zu den genannten Kriterien seien die hdu-
figsten Anwendungsfehler bei Impfungen in der téglichen
Pferdepraxis wiederholt:

* Zu frihe Impfung der Saugfohlen in Gegenwart homolo-
ger, maternaler Kolostralantikérper.

* Zu kurze zeitliche Absténde zwischen den erforderlichen
Wiederholungsimpfungen der Grundimmunisierung (G |
und G ).

* Zu kurze Impfintervalle beziglich der nur immunologisch

begrindbaren Wiederholungsimpfungen und damit viel

haufigere Impfungen als zum Auftbau und Erhalt eines
lebenslangen Immunschutzes erforderlich.

Unkritische und Gberflissige Impfungen bei banalen medi-

zinischen Interventionen und auch trotz nachweisbar (Equi-

denpass) belastbarem Immunstatus des jeweiligen Pferdes.

,Missbrauch” des Tetanusantigens bei permanenter Anwen-

dung von Influenza- Tetanus- Kombinationsimpfstoffen in

viel zu kurzen zeitlichen Intervallen (6 Monate).

Generelle Unsicherheit in der Handhabung der Impfungen

infolge mangelnder Sachkenntnis.

Im Rahmen des vorgestellten Versuches wurden unter Einsatz
des Fassisi TetaCheck® folgende Fragestellungen an Fohlen,
erwachsenen Pferden und Eseln unterschiedlicher Altersklas-
sen und Impfanamnesen untersucht:

* Abgabe von Tetanus spezifischen Kolostralantikérpern aus
geimpften Mutterstuten an ihre bis 6 Tage alten Saugfohlen
sowie Quantitdt und  Transfer dieser Antikdrper in den
Kreislauf der Neonaten.

* Vergleichender Antikérperstatus von Mutterstuten und ihren

4 bis 7 Monate alten, ungeimpften Fohlen sowie Verfol-

gung der Persistenz der maternalen Antikérper in diesen

Fohlen.

Persistenz maternaler Antikdrper in Absetzfohlen im Alter

von 5 bis 9 Lebensmonaten.

Erstimpfung von Absetzfohlen im Alter von 6 bis 9 Monaten

mit und ohne maternale Antikérper zum Zeitpunkt dieser

Impfung sowie die daraus resultierende Seroreaktion.

Seroreaktion nach Primovakzination zur Ermitllung des

optimalen Zeitpunktes der Erstimpfung im Verhéltnis zum

Alter und Antikérperstatus der Fohlen.
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* Zweitimpfung und Kontrolle der Seroreaktion der Impflinge
zur Ermittlung des optimalen Abstandes zwischen Erst- und
Zweitimpfung, Untersuchung der Persistenz der Impfantikér-
per.

* Untersuchung der Antikérper von Pferden mit >3 Jahren
zuriickliegender Tetanusimpfung.

* Antikdrperstatus bei Eseln aus einem Bestand nachweislich
nie gegen Tetanus oder andere Infektionserreger geimpfter
Tiere.

Innerhalb dieser Untersuchungen wurden zur méglichen
Optimierung beziglich Anwendung und Aussagekraft des
verwendeten Fassisi TetaCheck® die folgenden Fragestellun-
gen bericksichtigt:

* Wie relevant ist der relativ hohe Cut off-Wert von 1 i. E./ml2

* Verfigt der Test Gber eine homogene Sensibilitéit?

* In welchem Zeitraum liefert der Test endgiiltig verwertbare,
ablesbare Ergebnisse?

* Wie sind differente Reaktionsbanden zu beurteilen?

* Wie verhdlt es sich mit der Praxisrelevanz und ergibt sich
Optimierungspotential?

* Kann der Test auch zur Ermittlung des generellen Globulin-
transfers via Kolostrum von der Mutterstute in das Saugfoh-
len zur Anwendung kommen?

Material und Methoden
Pferde

Alle Untersuchungen wurden in der Zeit vom 18.10.2012 bis
16.7.2013 an Blutproben von insgesamt 148 Pferden des
Wirttembergischen Haupt- und Landgestites Marbach a. d.
Lauter vorgenommen. Hierbei handelte es sich um 24 Stuten
und ihre Fohlen des Jahrgangs 2013, 31 Stuten und ihre
Fohlen des Jahrgangs 2012, 38 Fohlen des Jahrgangs 2012,
dazu 9 Pferde aus der Praxis und 10 Esel aus einer Eselhal-
tung mit 35 Tieren.

ad 1

Zur Untersuchung des Antikérpertransfers von der Mutterstute
in das Fohlen standen uns in der Abfohlsaison 2013 24 Mut-
terstuten und ihre Fohlen zur Verfigung. Es handelte sich hier-
bei um 14 Stuten der Rasse Deutsches Warmblut (DW), 9 Stu-
ten des Arabischen Vollblutes (OX) und eine des Englischen
Vollblutes (XX). Das Alter der Stuten reichte von 4 bis 23 Jah-
ren. Die Untersuchungen zum Transfer maternaler Antikérper
via Kolostrum in die Saugfohlen wurden nach satter Kolo-
strumaufnahme im Bereich von 10 Stunden bis 5 Tage p.n.
durchgefihrt. Gleichzeitig erfolgte an den Kolostren aller Stu-
ten vergleichsweise eine refraktometrische Untersuchung zur
Erfassung des Gesamteiweiigehaltes und an Seren der Foh-
len der IDEXX-SNAP Test — zur semiquantitativen Erfassung
des Gesamtgammaglobulingehaltes.

ad 2

Zur Untersuchung des vergleichenden Antikérperstatus der
Mutterstuten und ihrer zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung 4
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bis 7 Monate alten Fohlen der Abfohlsaison 2012 standen
uns 31 Stuten mit ihren Fohlen zur Verfigung. 19 dieser Stu-
ten und Fohlen gehorten der Rasse Deutsches Warmblut
(DW) an, 11 dem Arabischen Vollblut (OX) und 1 Stute dem
Englischen Vollblut (XX). Die Altersverteilung der Stuten ent-
sprach der unter Punkt 1 genannten.

ad 3

Zur Untersuchung der Persistenz maternaler Antikérper (ohne
Vergleich zu den jeweiligen Mutterstuten) standen 38 Fohlen
der Abfohlsaison 2012 im Alter von 5 bis 9 Lebensmonaten
der folgenden Rassen zur Verfigung: 22 DW, 15 OX und T1XX

ad 4 bis 6

Im Immunisierungsversuch befanden sich 24 dieser Fohlen
des Jahrgangs 2012 mit unterschiedlichem, passivem Teta-
nusantikérperstatus  zum  Zeitpunkt der Erstimpfung (G,
05.01.2013). Diese Fohlen rekrutierten sich aus den Grup-
pen 2 und 3, zur Immunisierung kam der Impfstoff Essex
Equip T zum Einsatz; die Applikation erfolgte tief inframusku-
lar in den M. pectoralis. Die Zweitimpfung (Gll) wurde acht
Wochen nach der Erstimpfung, am 05.03.2013 durchge-
fohrt. Am 16. und am 30. Tag post Gl sowie am Tag von GlI
und 4 Wochen danach wurden die Seren aller Fohlen unter-
sucht.

ad 7

8 Pferde im Alter von 8 bis 21 Jahren, deren letzte Impfung
gegen Tetanus nachgeprift 4 bis 11 Jahre zuriicklag sowie
eine nie gegen Tetanus geimpfte Warmblutstute konnten in
die Untersuchung zur Dauer der Persistenz der Tetanusanti-
korper einbezogen werden.

ad 8

Aus einem ungeimpften Eselbestand mit 35 Tieren im Alter von
3 bis 20 Jahren wurden 10 Esel unterschiedlichen Alters aus-
gewdhlt und einer Untersuchung zur Bestimmung ihres Antikér-
perspiegels unterzogen. 9 der untersuchten Tiere stammten aus
eigener Zucht, 1 Tier (20 Jahre) war im April 2004 in den

nachgeprift ungeimpften Bestand eingestellt worden.

Fassisi TetaCheck®

Der Test wurde zur ,zuverldssigen Kontrolle des Tetanus-Anti-
kérper-Titers bei Pferden” als sog. Horse-side-Schnelltest ent-
wickelt und ist seit dem Jahr 2012 im Handel. Der Schnelltest
wurde in einer Studie mit Seren von Pferden, deren Tetanus-
Antikérpertiter mittels eines ELISA bestimmt worden war, vali-
diert. Zudem wird jede hergestellte Charge des Tests mit ver-
schiedenen Konzentrationen eines Tetanus-Antitoxins geprift.

Der Fassisi TetaCheck® beruht auf einem Antigenkonjugat

(Gold markiertes Tetanustoxoid) mit einem cut off Wert von
>0,1 i.E./ml Antikérper im Serum, resp. 0,2 i.E./ml im Voll-
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blut in einer Testkassette (Probenfeld), versehen mit einer Kon-
trollzone. Die zu untersuchende Probe (Blut oder Serum) pas-
siert nach Zugabe ein Feld mit Gold-markiertem Tetanus-toxo-
id und bildet je nach Antikérpergehalt — im Vergleich zur Kon-
trolllinie — eine schwache oder starke Bande. Abbildung 1
zeigt drei Testkassetten mit unterschiedlich stark ausgeprégten
Banden in der Testlinienregion (Kassette 1: keine Bande, Kas-
sette 2: schwache Bande, Kassette 3: starke Bande), wobei die
Intensitat der Banden in der Testlinienregion (T) von der Kon-
zentration an Tetanus-Antitoxin im Untersuchungsgut abhdn-
gig ist, damit ist die semi-quantitative Arbeitsweise des
Schnelltests belegt.

Laut Hersteller bedeutet eine schwache Bande einen Antikér-
pertiter im Bereich von >0,1 bis <1 i.E./ml. Als Ablesezeit
werden 5 Minuten angegeben. Postuliert wird dieser Test vom
Hersteller als sichere Methode zur Ermittlung des serologisch
Uberprifbaren Tetanusimmunstatus beim Pferd. Demzufolge
besitzt das untersuchte Pferd mit einer starken Testlinie einen
hohen Antikérperschutz im Bereich eines Antikérpertiters > 1
i.E./ml, das Pferd mit nur schwach ausgebildeter Testlinie
Leinen genigenden Antikérperschutz; eine Impfung sollte
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Abb. 1 Reaktionsmuster des Fassisi TetaCheck®: O IE/ml: keine
Bande in Testlinienregion, 0,1 IE/ml: schwache Bande in Testlinien-
region; 2 IE/ml: starke Bande in Testlinienregion im Vergleich zu der
intensiv geférbten Kontrolllinie (C).

Reactionpatterns of the Fassisi Teta Check: 0 i.U./ml: no reaction,
0,1 i.U./ml: weak reaction, 2 i.U./ml: strong reaction.
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allerdings zeitnah stattfinden. Der Antikérpertiter liegt im
Bereich >0,1 und <1 i.E./ml".

Die in Abbildung 1 dargestellten Reaktionsbanden bildeten
die Grundlage fir die in vorliegender Arbeit bewerteten Pro-
ben. Diese wurden in einem Zeitraum von 1 bis 5 Stunden
nach Entnahme untersucht. Der Zeitraum zwischen Entnahme
der Probe und Auswertung hatte keinerlei Auswirkung auf die
erhaltenen Ergebnisse.

Ergebnisse
ad 1

Die vergleichende Untersuchung der Blutproben von 24 Mut-
terstuten und ihren Saugfohlen des Jahrgangs 2013 im
Bereich von 10 Stunden bis 5 Tagen p.n. ergab eine
100%ige Ubereinstimmung der Resultate von Stuten und
Fohlen. Dies betraf sowohl die Reaktionszeit als auch die
homogenen Starken der Testlinien im Teta Check. Stuten und
Fohlen reagierten Ubereinstimmend ,stark positiv” innerhalb
der angegebenen 5 Minuten (s. Tab.1). Die Stuten hatten die
Tetanusauffrischungsimpfung im Oktober 2011 erhalten. Die
Untersuchungen ihrer Saugfohlen p.n. fanden im Bereich von
05.03.2013 bis 15.05.2013 statt. Bei keinem der 24 Fohlen
war eine Malabsorption oder ein anderer der méglichen
Immunméngel zu diagnostizieren gewesen. Mit diesem Resul-
tat erscheint es praktikabel, den Teta-Check als spezifisches
Testsystem auch zur Kontrolle des Immunglobulintransfers via
Kolostrum in das Saugfohlen einzusetzen.

ad 2

Die Untersuchung der 31 Mutterstuten und ihrer Fohlen des
Jahrgangs 2012, die zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung am
18.10.2012 zwischen abgeschlossenem 4. bis abgeschlosse-
nem 7. Lebensmonat alt waren, erbrachte die folgenden
Ergebnisse der Einstellungsuntersuchung der Fohlen (Tab.2).
Die Mutterstuten hatten zu 100% im Test stark positiv reagiert,
ihre letzte Impfung war im Oktober 2010 vorgenommen wor-
den. 21 der untersuchten Fohlen reagierten zu diesem Zeit-
punkt im TetaCheck® negativ, insgesamt 10 unterschiedlich
positiv.

Machuntersuchung
29110z
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Abb. 2 Graphische Darstellung der Einstellungsuntersuchung und der Ergebnisse aus den Nachuntersuchungen / Percentage of foals with

maternal antibodies at the time of different investigations.
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Tab. 1 Ergebnis des Vergleichs des Antikérpergehalts von Mutterstuten und ihren Saugfohlen im Zeitraum 10 Stunden bis 5 Tage p.n.. SNAP-
Test positiv. = > 800mg Gesamtglobulin/dl Serum / Comparison of the content of antibodies in mares and their suckling foals 10 hours to 5 days
pn.. SNAP test positive = > 800mg total globulines/ dl.serum

Ergebnis Fassisi TetaCheck®
SNAP

pi:nr)‘n::uk:n Stute Fohlen p.n.
1 OX 28.02.2013 5d + + positiv 25%
2 OX 28.02.2013 5d + + positiv 25%
3 OX 01.03.2013 4d + + positiv 20 %
4 DW 01.03.2013 4d + + positiv 34 %
5 OX 04.04.2013 12h + + positiv 26 %
6 DW 05.04.2013 24h + + positiv 30 %
7 OX 06.04.2013 12h + + positiv 23 %
8 DW 08.04.2013 11h + + positiv 30 %
9 DW 09.04.2013 12h + + positiv 31 %
10 DW 13.04.2013 14h + + positiv 16 %
11 DW 15.04.2013 14h + + positiv 28 %
12 DW 15.04.2013 11h + + positiv 20 %
13 DW 17.04.2013 10h + + positiv 14 %
14 XX 20.04.2013 15h + + positiv 16 %
15 DW 23.04.2013 13h + + positiv 21 %
16 OX 26.04.2013 10h + + positiv 23 %
17 OX 05.05.2013 11h + + positiv 24 %
18 DW 07.05.2013 10h + + positiv 28 %
19 DW 09.05.2013 12h + + positiv 29 %
20 DW 09.05.2013 11h + + positiv 20 %
21 DW 10.05.2013 12h + + positiv 24 %
22 DW 12.05.2013 11h + + positiv 31 %
23 OX 14.05.2013 13h + + positiv 24 %
24 OX 14.05.2013 15h + + positiv 19 %

Tab. 2 Ergebnis der Einstellungsuntersuchung von Fohlen unterschiedlichen Alters auf maternale Tetanusantikérper am 18. 10.2012 / Maternal
antibodies in foals of different age at the time of their recruiting

Fohlen Ergebnis Fassisi TetaCheck® (Testung 18.10.2012)

Abfohldatum Anzahl Negativ Schwach positiv Stark positiv
Mérz 2012 8 7 1 0
April 2012 10 8 2 0
Mai 2012 9 3 3 3
Juni 2012 2 1 0 1

Ohne Angabe 2 2 0

Summe 31 21 6

Tab.3  Ergebnis der Nachuntersuchungen bzgl. der Persistenz der maternalen Antikérper der bei der Einstellungsuntersuchung positiven Fohlen /
Persistence of maternal antibodies at different investigations

Fohlen Ergebnis Fassisi TetaCheck®
Abfohldatum Anzahl Untersuchung 07.11.2012 Untersuchung 29.11.2012
negativ schwach positiv stark positiv negativ schwach positiv stark positiv
Mérz 1 1 0 0 0 0 0
April 2 2 0 0 0 0 0
Mai 3 1 1 1 1 1 0
Juni 1 0 0 1 0 1 0
Summe 7 4 1 2 1 2 0
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Die Nachuntersuchung der am 18.10.2012 positiv geteste-
ten 10 Fohlen erfolgte am 07.11.2012, die der hierbei noch
positiven 3 Fohlen am 29.11.2012. 3 Fohlen der urspring-
lich 10 positiven konnten bereits am 07.11.2012 wegen
interkurrentem Abgang (Verletzungen, Operationen) nicht
mehr untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Tests sind in
Tab. 3 und graphisch in Abb. 2 dargestellt. In beiden Tests
konnten maternale Antikérper bis zum Ende des 7. Lebens-
monats nachgewiesen werden.

ad 3

An 38 weiteren Fohlen des gleichen Jahrgangs, die ohne die
Untersuchung ihrer Mutterstuten in den Versuch gegangen
waren, wurde die Persistenz der maternalen Antikérper vom
Ende des 4. Lebensmonats bis maximal zum Ende des 7.
Lebensmonats (Test vom 29.11.2012) untersucht. Die erhal-
tenen Ergebnisse sind in Tab.4 aufgezeichnet.

Die 25 Fohlen aus beiden Gruppen, die im Test vom
29.11.2012 noch positiv reagiert hatten, wurden weiter
untersucht. Im Test vom 20.12.2012 reagierten noch 18 von
ihnen (78%) positiv, davon 12 stark positiv, was einem
Schutztiter von >1 i.E./ml Blut und einer Persistenz bis Ende
des 7. Lebensmonats entspricht (Tab.5). Damit war zu die-
sem Zeitpunkt bis maximal Ende des 7. Lebensmonats Persi-
stenz der maternalen Tetanusantikérper auf hohem Niveau
nachgewiesen. Am 05.01.2013 wurden diese 24 Fohlen
(ein interkurrenter Abgang) in das Immunisierungsprogramm
aufgenommen und zum Zweck der Ermittlung ihrer Antikér-
perspiegel zum Zeitpunkt der Grundimmunisierung (Gl am
5.1.2013)) am 04.01.2013 im TetaCheck® nachuntersucht.
Das Ergebnis der individuellen, auf das jeweilige Geburtsda-
tum bezogenen Antikérperreaktion und damit der individuel-
len Persistenz maternaler Antikérper reflektiert Tabelle 6.
50% aller bis zu diesem Zeitpunkt noch antikérperpositiv
gebliebenen Fohlen reagierten positiv, 37,5% von allen
sogar stark positiv bis maximal zum abgeschlossenen 8.
Lebensmonat.

P Thein et al.

ad 4 bis 6

Einen Tag nach diesem Test erfolgte am 05.01.2013 die
Erstimpfung der Grundimmunisierung (Gl) dieser 24 Fohlen.
Kontrollen mit dem Fassisi TetaCheck® erfolgten am
21.1.2013, am 05.02.2013 und am 05.03.2013. An die-
sem Tag wurde die Zweitimpfung (Gll) vorgenommen, deren
Resultat am 06.04.2013 tberprift wurde (s. Tab 7). In dieser
Tabelle sind die im Test befindlichen Fohlen, entgegen der
Nummerierung der Tab 6, nach ihrem Antikérperstatus zum
Zeitpunkt der Primovakzination aufgelistet. Daraus ergibt sich
eine Anderung der numerischen Zuordnung.

Wie dieser Tabelle zu entnehmen ist, reagierten die zum
Zeitpunkt der Erstimpfung noch seropositiven Fohlen auf die
Impfung deutlich schlechter als die seronegativen Impflinge
(Test vom 21.01.2013, 17 Tage p. Gl), unabhéngig vom
Lebensalter. Bei 4 der positiven Probanden (Fohlen
Nr.2,3,9,12) ging der Abbau der maternalen Antikérper
trotz Gl offensichtlich weiter, bei dem Junifohlen Nr. 12
daverte dies bis zum 05.02.2013, also bis zu einem Monat
nach Gl. Fohlen Nr. 2 reagierte 4 Wochen p. Gl zunéchst
schwach positiv und am Tag von GlI wieder negativ, um
dann erst diese zweite Immunisierung 4 Wochen spéter mit
einem deutlichen Titeranstieg zu beantworten. Dagegen
reagierten alle seronegativen Erstimpflinge — bei vergleich-
barem Altersspektrum — mit Ausnahme des Fohlens Nr. 22
am Tag 16 p. Gl positiv, 7 der Fohlen schon mit einer star-
ken Antikérperreaktion, die auf einen belastbaren Immun-
schutz mit Titern >1 i.E./ml Serum 16 Tage p. vacc. schlie-
Ben lasst. Fohlen Nr.2 2 reagierte dann 4 Wochen nach Gl
im Test stark positiv.

Die Revakzination (Gll), die auf Grund langjghriger, eigener
Erfahrungen 8 Wochen nach Gl vorgenommen wurde, beant-
worteten alle Fohlen im Test 4 Wochen nach Gll
(06.04.2013) mit einer stark positiven Reaktion. Dies betraf
auch das Fohlen Nr.2 aus der Gruppe der Probanden mit
zum Zeitpunkt der Erstimpfung stark positiven, maternalen
Antikérpern. Diesen Ergebnissen zufolge baute dieses Fohlen

Tab. 4

Ergebnis der Einstellungsuntersuchung von 38 Fohlen des Jahrgangs 2012. 2 der Maifohlen wurden in einer externen Klinik wegen

vorzunehmender OP Tetanus geimpft. Dieser Wert ist durch die Klammer dargestellt, diese Fohlen wurden im Weiteren nicht beriicksichtigt. /

Maternal antibodies in 38 foals born 2012 at the time of their recruiting. 2 foals (may 2012) have been externally immunized against tetanus and were

excluded from this investigations. Number in brackefs.

Fohlen Ergebnis Fassisi TetaCheck® (Testung 29.11.2012)
Abfohldatum Anzahl Negativ Schwach positiv Stark positiv

April 2012 3 2 1 0

Mai 2012 29 11 8 8 (10)

Juni 2012 5 1 2 2

Juli 2012 1 0 0 1

Tab. 5  Ergebnis der Untersuchung zur Antikdrperpersistenz bei 25 Fohlen / Persistence of maternal antibodies in 25 foals.
Fohlen Ergebnis Fassisi TetaCheck® (Testung 20.12.2012)

Abfohldatum Anzahl Negativ Schwach positiv Stark positiv
April 2012 1 1 0 0
Mai 2012 18 4 4 10
Juni 2012 2 2 1
Juli 2012 1 0 0 1

Summe 25 7 6 12
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trotz Erstimpfung seine maternalen Antikérper bis zum Ende
seines 10 Lebensmonats ab, um dann GIl mit einer starken,
aktiven Antikérperbildung zu beantworten.

ad 7

8 Pferde konnten ermittelt werden, deren Uberprifte Teta-
nus - Impfanamnesen ergaben, dass diese sowohl inkom-
plett waren als vor allem auch die letzten Impfungen bis zu
11 Jahre zuricklagen, dazu eine 25 Jahre alte, nachge-
prift nie geimpfte Stute. Die Daten dieser unterschiedlich
alten Pferde und das Resultat der Uberprifung ihres Anti-
kérperstatus sind in Tab. 8 zusammengefasst. Die Spanne
der impffreien Intervalle betrug 4 bis 11 Jahre, dennoch
reagierten alle Pferde im Test positiv. 5 dieser Probanden
mit 4, 5 und 11 Jahre zurickliegender Tetanusimpfung rea-
gierten stark, also mit voll belastbarem Immunschutz von
>1i.E./ml, 3 dieser Pferde mit 5, 9 und 10 Jahren impf-
freien Intervalls reagierten mit ausreichendem Immunschutz
von <1 i.E./ml. Eine 25 Jahre alte, aus Einzelhaltung
stammende, verl@sslich nie gegen Tetanus geimpfte Stute
reagierte dagegen im Test negativ. Diese Ergebnisse bestd-
tigen einmal mehr die sehr lange Schutzwirkung der Teta-
nusimpfung auf Basis der Halbwertszeit des Tetanus- Anti-
toxins beim Pferd von 8 bis 15 Jahren und damit die bereits

1970 von Léhrer und Radvilla (1975) experimentell bestd-
tigte Tatsache, dass bereits die Grundimmunisierung — im
entsprechend héheren Alter der Fohlen und Absténden zwi-
schen Gl und Gl bis zu 12 Wochen vorgenommen — einen
lebenslangen Immunschutz bewirkt.

ad 8

Aus einer 35-képfigen Herde von Eseln, die nachweislich nie
gegen Tetanus oder andere Infektionserreger geimpft worden
waren, untersuchten wir 10 Tiere unterschiedlichen Alters im
TetaCheck®. Mit Ausnahme des Esels Nr.1, der im September
2002 aus Spanien importiert worden war, stammten alle ande-
ren Tiere aus eigener Zucht. 8 Tiere reagierten negativ, 2 posi-
tiv. Zur Kontrolle des Antikérperverlaufs und zur Absicherung
des Ergebnisses der beiden positiv getesteten Tiere Nr.4 und Nr.
9 (Test v.2.4.2013) wurde der Test am 25.06.2013 wiederholt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab.9 dargestellt.

Mit den erhaltenen Ergebnissen ist ein weiterer Hinweis auf
das Vorkommen klinisch inapparent verlaufender Ausein-
andersetzung mit Cl. tetani, gefolgt von der Bildung schutz-
verleihender Antikérper gegeben (Habermann und Dimpfel
1973, Habermann et al. 1973, Jansen and Knoecke 1979,
Thein 2009, 2011).

Tab. 6

Individuelle, altersméfige Verteilung maternaler Antikérper und deren Persistenz bei 24 Fohlen zum Zeitpunkt der Grundimmunisierung.

Individual age related distribution of maternal antibodies and their persistence in 24 foals at the time of their first vaccination.

Ergebnis Fassisi TetaCheck®

Fohlen vor Grundimmunisierung G1 (Datum: 04.01.2013)
Nr. Abfohldatum Negativ Schwach positiv Stark positiv
1 02.05.2013 x
2 07.05.2012 x
3 10.05.2012 X
4 12.05.2012 X
5 13.05.2012 x
6 15.05.2012 X
7 17.05.2012 X
8 17.05.2012 X
9 20.05.2012 X
10 20.05.2012 x
11 21.05.2012 x
12 22.05.2012 X
13 24.05.2012 x
14 26.05.2012 x
15 27.05.2012 X
16 29.05.2012 X
17 29.05.2012 x
18 30.05.2012 x
19 01.06.2012 x
20 01.06.2012 X
21 08.06.2012 X
22 11.06.2012 x
23 13.06.2012 x
24 14.07.2012 X
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Fassisi TetaCheck®

Hinsichtlich der Praxistauglichkeit des Fassisi TetaCheck® unter
den vom Hersteller vorgegebenen Anwendungs- Ablesevor-
schriffen und Interpretation der Resultate vor Ort ergaben sich
einige Einschrénkungen. In erster Linie ist dies die vorgegebene
Ablesezeit von 5 Minuten nach Einbringen der zu untersuchen-
den Probe mit dem Anspruch auf ein verwertbares Resultat. Hier
ergaben sich in den 436 ausgewerteten Untersuchungen, die
wir an Pferden unterschiedlichen Alters und unferschiedlichen
Antikérpergehalts durchfihrten, erhebliche Abweichungen. Als
minimale Ablesezeit bis zur Auspréigung einer endgiltigen Test-
linie konnten wir bei stark positiv reagierenden Blutproben10
Minuten ermitteln. Bei den — hinsichtlich der Vornahme immun-
préventiver Mafinahmen — besonders wichtigen, schwach posi-
tiven Plerden ergaben sich dagegen in Einzelféllen Ablesezeiten
bis maximal 40 min bis zur Auspréigung endgiltig verwertbarer
Banden. Hierauf scheint auch die individuelle FlieBgeschwin-

digkeit des Blutes der Probanden einen Einfluss zu haben,
wobei zu bericksichtigen ist, dass theoretisch die langsamer
flieBende Probe mit der daraus resultierenden léngeren Kon-
takizeit zum Antigen die leicht intensiver geféirbte Testlinie bedin-
gen kénnte. Ein weiterer Problempunkt kann eine sehr schwach
positive Reakfion im Vergleich zur Kontrolllinie sein. Daraus
kénnen Inferpretationsschwierigkeiten beziiglich der Aussage
negativ oder noch positiv mit entsprechenden, praktischen Kon-
sequenzen entstehen. Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen,
dass diese Kontrolllinie lediglich als interne Funktionskontrolle
des Teststreifens dient und daher nicht als Referenz fir die Test-
linie verwendet werden sollte. Diese Punkte betreffen aus-
schlieBlich die MaBBnahmen, fir die der Test It. Hersteller einge-
sefzt werden soll — zur Ermittlung von Pferden mit belastbarem
Immunschutz und solchen mit grenzwertigem, fur die in der
Gebrauchsanweisung dann eine ,zeitnahe” Tetanusimpfung
empfohlen wird. Allein diese Empfehlung ist immunologisch
fragwirdig, da der hohe Cut-off-Level des Tests, auf den sich

Tab. 7  Verlauf der Antikérperbildung nach Grundimmunisierung — Gl und Gl — bei zum Zeitpunkt der Erstimpfung seropositiven und sero-

negativen Fohlen / Course of antibody formation after basic vaccination (G1 and G2) in seronegative and seropositive vaccinates

Ergebnis Fassisi TetaCheck®

Gl el
05.01.2013 05.03.2013
Fohlen Abfohldatum 04.01.2013 21.01.2013 05.02.2013 05.03.2013 06.04.2013

1 15.05.2012 + + n.t. + *
2 10.05.2012 - (+) -

3 27.05.2012 + - + +

4 22.05.2012 + + nt. + +
5 12.05.2012 + + n.t + +
6 17.05.2012 + (+) (+) (+) +
7 14.07.2012 + (+) (+) (+) +
8 29.05.2012 + + n.t + +
9 01.06.2012 + - + + +
10 13.05.2012 (+) (+) (+) Abgang

n 24.05.2012 (+) + n.t + +
12 08.06.2012 (+) - - (+) +
13 20.05.2012 - (+) (+) (+) +
14 11.06.2012 - + n.t (+) +
15 29.05.2012 - (+) (+) + +
16 30.05.2012 - + n.t + +
17 07.05.2012 - (+) (+) + +
18 26.05.2012 - (+) (+) (+) +
19 17.05.2012 - + nt. + +
20 01.06.2012 - + ni. + +
21 20.05.2012 - + ni. + +
29 21.05.2012 - - + + +
23 13.06.2012 - + nt. + +
24 02.05.2012 - + nt. + +

Gl: 5.1.2013, GllI: 5.3.2013
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+ = stark positiv, (+) = schwach positiv,

n. t. = nicht getestet
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diese Aussage begriindet, Gber dem Antikérpergehalt liegt, der
dem betreffenden Pferd noch einen belastbaren Immunschutz
vermittelt. Auch Pferde ohne ermittelte Antikérper (ELISA) erwie-
sen sich in experimentellen Infektionen noch gegen Cl. tetani
geschitzt (Léhrer und Radvila 1970, Radvila 1975).

Ein interessanter Aspekt, der sich aus den Untersuchungen
der neugeborenen Fohlen nach erster, safter Kolostrumauf-
nahme ergab, ist die mégliche Verwendung des TetaCheck®

P Thein et al.

als Diagnostikum fir den Nachweis des genigenden Trans-
fers maternaler Gammaglobuline via Kolostrum in das Saug-
fohlen. In allen Féllen hatten diese Fohlen wie ihre Mutterstu-
ten einheitlich schnell und stark reagiert. Damit ist neben der
Spezifitét der Tetanusantikérper gleichzeitig ein eindeutiger,
diagnostischer Hinweis darauf gegeben, dass mit den Isoty-
pen auch quantitativ geniigend Subisotypen mit Antigenspe-
zifitéit, wie IgGa, Igb und Ig(T) per Kolostrum in das Saugfoh-
len gelangt waren.

Tab. 8

vaccinated against fetanus between 4 and 11 years ago

Uberprifung des Antikérperstatus bei Pferden mit 4 bis 11 Jahre zuriickliegender Tetanusimpfung / Status of antibodies in horses

®

Ergebnis Fassisi TetaCheck

Pferd Rasse Geburtsdatum Impfanamnese Negativ Schwach Stark Testdatum
positiv positiv
2003, 2004, 2006 02.03.2013
1 Warmblut 1993 ! !
armey April 2008 X
5 Kaltblut 20.04.2002 20.03.2004 . 22.03.2013
22.04.2004
3 Kaltblut 28.04.1992 29.12.2000 y 22.03.2013
09.05.2002
4 Pony 2005 vor 2008 N 07.05.2013
09.08.2001
5 Warmblut 1999 29.08.2001 « 26.06.2013
18.08.2003
Mérz 2001, Mai 2001, Mai 2002,
6 Warmblut 2000 Okiober 2004, . 27062013
Oktober 2006, Oktober 2009
7 Warmblut 2002 Januar 2006, Februar 2006, Mai y 27.06.2013
2007, September 2009
8 Warmblut 1996 reguldr . 16.07.2013
letzte Impfung 2008
9 Warmblut 1988 nie geimpft x 16.07.2013
Tab. 9 Ergebnis der Untersuchung auf Tetanusantikérper nie geimpfter Esel / Status of antibodies in donkeys never been vaccinated against
tetanus
Esel Ergebnis Fassisi TetaCheck® Ergebnis Fassisi TetaCheck®
e (Testung 02.04.2013) (Testung 25.06.2013)
Nr. Geburtsdatum Negativ SChW_G_Ch STa‘rl‘< Negativ SChquh qur‘l<
positiv positiv Positiv positiv
1. 1993 X
2. 15.04.2004 X
3. 08.06.2004 X
4. 03.09.2006 X X
5. 23.09.2008 X
6. 15.10.2008 X
7. 06.01.2009 X
10.05.2009 X
9. 19.09.2009 X X

10. 27.07.2010
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Diskussion der Ergebnisse

Mit Hilfe des Fassisi TetaCheck® war es erstmals méglich,
zeitgleich zu den Probenentnahmen an einer Vielzahl von
Fohlen und erwachsenen Pferden unterschiedlichen Alters
und verschiedener Impfanamnesen in Sequenzuntersuchun-
gen deren aktuellen Tetanus-Antikdrperstatus zu ermitteln.
Innerhalb dieser Untersuchungen konnte damit ein wesent-
licher Beitrag zur Klérung der wichtigen Fragen nach dem
Antikérpertransfer Gber das Kolostrum der Mutterstute in das
Saugfohlen, Quantitét und Dauer der Persistenz der passiv
erworbenen, maternalen Antikérper in Absetzfohlen, deren
Einfluss auf die Immunreaktion nach Grundimmunisierung
und damit auch dem optimalen Zeitpunkt der Erstimpfung
und dem zeitlichen Abstand zwischen Gl und GlI dieser Imp-
fung geleistet werden. Die Untersuchung der Dauer der Per-
sistenz von Impfantikérpern in erwachsenen Pferden mit
nachweislich 4 bis 11 Jahre zurickliegender Schutzimpfung
ergab erwartungsgemdB eine langjdhrige, bis zu 11 Jahren
p. vacc. nachweisbare, schutzverleihende Antikérperpersi-
stenz, was die derzeit praktizierten Impfgewohnheiten mit 2-
bis 3-jghrigen und kirzeren zeitlichen Absténden zwischen
den Wiederholungsimpfungen deutlich konterkariert. Die
Untersuchung véllig ungeimpfter Esel auf deren Antikérper-
status lieferte den Hinweis auf eine antitoxische Immunreak-
tion nach klinisch inapparent verlaufender Auseinanderset-
zung mit Cl. tetani bei 2 von 10 untersuchten Tieren.

Eine 100%-ige Ubereinstimmung der maternalen Antikérper-
titer im Vergleich zu dem ihrer Saugfohlen erbrachte die ver-
gleichende Untersuchung von 24 Mutterstuten und ihren Foh-
len 10 Stunden bis 5 Tage pn. nach entsprechender Kolo-
strumaufnahme seitens der Fohlen. Sowohl die Stuten, deren
letzte Tetanusimpfung zum Zeitpunkt dieser Untersuchung im
Schnitt 2,5 Jahre zuricklag als auch deren Fohlen erwiesen
sich damit als voll belastbar gegen Tetanus geschitzt. Auch
der bei den Fohlen routinemédBig, etwa 24 Stunden p.n.
durchgefthrte Test zur Ermittlung des Serumgehalts an
Gesamtgammaglobulinen (SNAP-Test, IDEXX) bestédtigte den
ausreichenden Transfer der maternalen Kolostralglobuline.

Die Gammaglobulin-Subisotypen, die mafigeblich die pro-
tektive y-Fraktion gegeniber Cl. tetani Toxin/Toxoid ausma-
chen, gehéren zum Typ IgGa, IgGb und IgG(T) als wesentli-
che Anteile der gesamten y-Fraktion (Wilson et al. 2001).
Damit reprasentieren sie einen Teil des Spektrums, das auch
im TetaCheck® erfasst wird. Bei in diesem Test sicher positiv
reagierenden Saugfohlen — wie in allen von uns untersuchten
Féllen — ist daran zu denken, diesen auch zur Edfassung des
generellen Transfers der maternalen Globuline aus dem
Kolostrum in das Saugfohlen einzusetzen. Auch als spezifisch
qualitativer Test wére er damit den derzeit im Handel befind-
lichen, semiquantitativ arbeitenden, mit denen bestenfalls der
protektive Grenzwert von 400 bis 800 mg Gesamtglobulin/dl
Serum im Fohlen ermittelt werden kann, zumindest gleichwer-
tig, wenn nicht Gberlegen.

Die auch in den vorliegenden Untersuchungen routineméBig
durchgefihrte Refraktometrie zur Ermittlung des Eiweiflgehal-
tes der Stutenkolostren korrelierte nicht wirklich zum Gesamt-
globulingehalt, wie das schon friher nachgewiesen werden

konnte (Eisenhauer 1991, Thein et al. 1989). Steht kein prak-
tischer Test zur Erffassung des Gesamtglobulingehalts im
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Kolostrum, wie wir ihn entwickelt hatten (Thein et al. 1989),
zur Verfigung, so bleibt nur der indirekte Weg zu dessen
Ermittlung — mit erforderlichen, quantitativen Abstrichen auf
Seiten des Fohlens — durch die Messung des in das Fohlen
transferierten und in dessen Blut nachweisbarem, antigenun-
spezifischen Gesamtglobulingehalt, dariiber hinaus- wie in
dieser Untersuchung erstmals nachgewiesen- durch Einsatz
des qualitativ wie quantitativ arbeitenden TetaCheck® und
dadurch méglicher Aussage auch zum Umfang des spezifi-
schen Immunschutzes.

Von besonderem Interesse und praktischer Relevanz sind die
Ergebnisse der sequenziellen Untersuchungen zur Persistenz
der maternalen Tetanusantikérper der insgesamt 69 Absetz-
fohlen des Jahrgangs 2012. Die mituntersuchten Mutterstu-
ten, deren letzte Tetanusimpfung zum Zeitpunkt des Tests min-
destens 2,5Jahre zuricklag, reagierten einheitlich am
18.10.2012 stark positiv. Auf Basis der Testergebnisse der
Stuten und ihrer Saugfohlen des Jahrgangs 2013 ist anzu-
nehmen, dass auch die Fohlen des Jahrgangs 2012 als Neo-
naten die gleichen Antikérperspiegel aufwiesen wie ihre Mut-
terstuten. Diese passiven Kolostralantikérper waren innerhalb
der Erstuntersuchung noch bei 10 von 31 Fohlen — also
32,26 % — nachzuweisen. Die zeitliche Spanne reichte hierbei
vom abgeschlossenen 4. Lebensmonat (1 Junifohlen) bis zum
abgeschlossenen 7. Lebensmonat (1 Mérzfohlen). In den wei-
teren Untersuchungen dieser Fohlen konnte die maximale
Dauer der Antikérperpersistenz bis gegen Ende des 8.
Lebensmonats nachgewiesen werden. Innerhalb des absolu-
ten Alters dieser Fohlen der Gruppe 1 in Beziehung zu ihrem
Antikérperstatus  konnte lediglich eine Tendenz festgestellt
werden. Dies liegt wohl auch daran, dass der eingesetzte Test
lediglich relevante Grenzwerte, nicht aber die absoluten Titer
erfasst. Diese kénnen also durchaus differieren; dies und das
unterschiedliche Plasmavolumen der unterschiedlich stark
wachsenden Fohlen mit einem entsprechenden Verdiinnungs-
effekt der einmal via Kolostrum aufgenommenen Globulin-
spiegel kann hierzu beitragen (Thein 2003).

Bei den 38 Fohlen der Gruppe 2 des gleichen Jahrgangs
ergab sich beziglich der maximalen Dauer nachweisbarer,
maternaler Antikérper tendenziell die gleiche Situation. In
dieser Gruppe reagierten in der Untersuchung vom
20.12.2012 von 18 Maifohlen noch 10 (55%) stark positiv —
bis zum abgeschlossenen 7. Lebensmonat — mit einem hohen
Antikérpertiter von >1i.E./ml Serum, was einen faktisch noch
ladnger anhaltenden, passiv erworbenen Immunschutz impli-
ziert.

In der Nachuntersuchung (4.1.2013) der 24 Fohlen aus den
beiden Gruppen, die am 5.1.2013 in das Impfprogramm
gingen, reagierten von den 10 im Test stark positiven Maifoh-
len noch immer 7 stark positiv, also bis Gber die Mitte des 8.
Lebensmonats hinaus.

Zur Erstimpfung mit einer monovalenten Tetanustoxoidvakzi-
ne hatten wir die Fohlen in die Gruppe der zu diesem Zeit-
punkt seronegativen und die im TetaCheck® schwach und
stark positiv reagierenden unterteilt. Bei den 12 positiv rea-
gierenden Fohlen handelte es sich um die bereits angefihr-
ten 10 Maifohlen und 2 Fohlen, die in der ersten Juniwoche
geboren worden waren, bei den 12 negativen um 9 Maifoh-
len und 3 von Anfang bis Mitte Juni geborene.
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Dass maternale Antikérper im Fohlen mit dessen durch Vak-
zination erzielbarem Immunitétsaufbau negativ interferieren,
ist gegeniber verschiedenen Impfantigenen, wie Equinem
Herpesvirus Serotyp 1 und Serotyp 4, Influenza H7/N7 und
H3/N8, aber insbesondere auch gegeniber Tetanustoxoid
international wiederholt beschrieben (von Oirschot et al.
1991, Cullinane et al. 1994, Breathnach et al. 1999, Hol-
land et al. 1999, Wilson und Rossdale 1999, Wilson et al.
2001, Thein 2003).

Dazu kommt, dass Absetzfohlen auch erst gegen Ende ihres
ersten Lebensjahres mit der Synthese des kompletten, funktio-
nellen Sets der erforderlichen Subisotypen aus der Gamma-
globulinfraktion auf parenteralen Antigenstimulus reagieren
kénnen, also erst zu diesem Zeitpunkt hinsichtlich ihres
Immunstatus dem erwachsenen Pferd vergleichbar sind (Jeff-
cott 1974, Thein 1979, Thein 1983, Sheoran et al. 2000,
Wilson et al. 2001, Holznagel et al. 2003). Die unterschied-
liche Rolle der einzelnen IgG-Subisotypen in der Abwehr bak-
terieller wie viraler Infektionen ist annéhernd bekannt. Von
besonderer Wichtigkeit hierbei ist das IgGb; es dominiert
mengenmdfBig bei erwachsenen Pferden und bei Fohlen mit
Kolostralantikérpern. Gerade dieses wichtige Globulin wird
aktiv aber erst gegen Ende des 4. Lebensmonats im Fohlen
gebildet und liegt auch bei Jahrlingen noch deutlich unter
den Quantitéten, die bei erwachsenen Pferden im Allgemei-
nen nachzuweisen sind (Holznagel et al. 2003). Dies hat
Konsequenzen beziglich der Erstimpfung der Fohlen, die
auch wegen dieser biologisch funkfionellen Grundlage der
sich unterschiedlich verhaltenden IgG-Subisotypen des jun-
gen Pferdes entsprechend spét vorzunehmen ist (Wilson et al.
2001, Thein 2002, 2003, 2007).

Die Interferenz der Kolostralantikérper mit einer aktiven
Immunisierung und die langsame Entwicklung des IgGb tra-
gen dazu bei, dass der Impferfolg nach zu friher Impfung,
wie er in der Praxis Ublich und Teil der meisten Impfempfeh-
lungen ist, unzureichend bis véllig ausbleibend sein kann.
Radvila (1975) schlagt auf Grund seiner Efahrungen zum
Aufbau einer postvakzinal belastbaren Immunitét des Plerdes
gegeniber Tetanus zeitliche Absténde zwischen G | und G I
von 12 Wochen vor. Dies entspricht den Impfempfehlungen
der Humanmedizin (Mayr 1995). Auf Grund eigener, jahr-
zehntelanger Untersuchungen zu diesem Problem wird im
Haupt- und Landgestit Marbach erst ab einem Fohlenalter im
9. Lebensmonat und mit Absténden von =8 Wochen zwischen
G | und G Il mit nachgeprift gutem Erfolg geimpft, ein Kon-
zept, das auch international bestétigt ist (Wilson et al. 2001,
Thein 2003, Thein et al. 2005). Diese verléingerten Zeitinter-
valle haben zudem den Vorteil, dass bei Fohlen, die zum Zeit-
punkt von G | noch Gber maternale Antikérper verfigen, die-
se bis G Il abgebaut werden, was auch die vorliegende
Untersuchung bestétigt. Dies hat einen giinstigen Effekt auf
die Immuninduktion dieser Zweitimpfung im dlteren Fohlen
auch wegen der erforderlichen Zeitspanne, die die B- Zellen
zu ihrer genetischen Synthese im Hinblick auf eine spezifische
Antikérperbildung benétigen.

Wie die vorliegende Untersuchung belegt, reagierten die Foh-
len mit Kolostralantikérpern erkennbar schlechter auf die Pri-
movakzination als die seronegativen Impflinge, obwohl sie zum
Zeitpunkt dieser Impfung bereits 7 bis 8 Monate alt waren. Bei
4 dieser seropositiv geimpften Fohlen ging der Abbau der

Pferdeheilkunde 29

P Thein et al.

maternalen Antikérper trotz G | offensichtlich noch bis zu einem
Monat p. vacc. weiter. Die seronegativen Impflinge dagegen
beantworteten G | alle mit Antikérperbildung, die Mehrzahl von
ihnen mit hohen, schutzverleihenden Titern im Bereich von >1
i.E./ml. Die Anbildung der Antikérper bei den seropositiv
geimpften Fohlen bis zu ihrer Untersuchung am 5.3.2013, 8
Wochen nach G1 und dem Tag der Revakzination, ging deut-
lich langsamer vor sich als dies bei den zum Zeitpunkt der Pri-
movakzination seronegativen Fohlen der Fall war.

Wahrscheinlich auf Grund des Alters und der altersabhéngigen
Komplettierung der Subisotypen beantworteten alle Fohlen im
Alter von 9 bis 10 Monaten die Zweitimpfung mit schutzverlei-
henden Antikérpern 4 Wochen p. vacc.. Im Zusammenhang
mit dem Erstimpfalter wurde bereits 1979 von Jansen und
Knoecke nachgewiesen, dass Fohlen aus gegen Tetanus
geimpften Mutterstuten, die im 3./4. Lebensmonat oder noch
friher erstmals gegen Tetanus vakziniert wurden, zum Problem
der sog. ,Nonresponder” fihrten. Diese Fohlen blieben trotz
weiterer aktfiver Impfungen empfénglich gegentber Wundstarr-
krampf, da sie nur geringe oder keine Antitoxine entwickelt hat-
ten. In eigenen Unfersuchungen zu diesem Problem konnten
wir in Immunisierungs- und Infektionsexperimenten mit Tetanu-
stoxoidimpfstoffen an Fohlen und erwachsenen Pferden diese
Ergebnisse bestétigen. Bei zu jungen Erstimpflingen mit gerin-
gen maternalen Antikérpertitern (ELISA 1:2) konnten trotz 2x
intramuskuldrer Impfungen keine nennenswerten Titeranstiege
induziert werden. Die absoluten Titer der maternalen Antikér-
per allein konnten nicht die Ursache fir den ausbleibenden
Impferfolg gewesen sein, da bei erwachsenen Pferden mit glei-
chen Ausgangstitern zum Zeitpunkt der Erstimpfung eine sig-
nifikante Boosterung erfolgte. Der Einfluss der maternalen,
homologen Antikérper als Ursache dieser auch in der vorlie-
genden Untersuchung bestdatigten reduzierten bis ausbleiben-
den Reaktion auf das Impfantigen scheint nicht absolut Titer-
abhdngig und wohl auch nur ein funktioneller Anteil im nicht
ausgereiften, spezifischen Immunsystem des Saugfohlens zu
sein. Es wird auch vermutet, dass Uber diese Antikérper eine
Maskierung des homologen Antfigenerkennungsdienstes mit
der Folge negativer Interferenz zur akfiven Bildung eigener
Antikérper induziert wird (Tizard 1988). Dass derartige Fohlen
trotz spéterer, wiederholt vorgenommener Tetanusimpfungen
nicht mit  entsprechenden Antitoxintitern reagieren und ein
Leben lang ungeschitzt bleiben kénnen, ist experimentell
bewiesen (Baljer et al. 1982, Jansen und Knoecke 1979).

Auch in Untersuchungen von Wilson et al. (1999,2001)wur-
de die Persistenz maternaler Antikérper der Subisotypen IgGa
und IgGb Gber den sechsten Lebensmonat der Fohlen hinaus
nachgewiesen und deren Einfluss auf die Impfung mit Teta-
nus- und Influenzaimpfstoff untersucht. Hierbei erwies sich,
dass Jahrlinge signifikant besser auf die Erstimpfungen rea-
gierten als jingere Fohlen; die Antikérperbildung war bei
Jahrlingen postvakzinal deutlich héher als bei  sechsmonati-
gen Fohlen und bei sechsmonatigen Erstimpflingen deutlich
héher als bei dreimonatigen. DarGber hinaus genigte bei
Tetanus bereits eine einzige Impfung zur Induktion héchster
Antitoxintiter vom Typ IgG (T) aber auch IgGa und IgGb. Die-
ses Ergebnis deckt sich mit den von uns im Impfversuch
gemachten Beobachtungen.

Im Gegensatz zu den angefihrten Ergebnissen stehen die im
Leben der Fohlen auf Basis vorgegebener Empfehlungen
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diverser Institutionen in der Regel viel zu frih und in viel zu
kurzen Abstéinden vorgenommenen Impfungen der Grundim-
munisierung in der tédglichen Praxis. Gleiches gilt fir die
Wiederholungsimpfungen und deren zeitliche Abstdnde bei
den erwachsenen Pferden. Seit Jahrzehnten ist bekannt, dass
die Halbwertszeit des Tetanusantitoxins bei Mensch und Pferd
8 bis 15 Jahre betrégt, die Impfpléne beim Menschen sind —
wie bereits angefihrt — mit Wiederholungsimpfungen in 8-
jahrigem Abstand darauf abgestellt, beim Pferd wird entge-
gen diesem fundamentalen Wissen in wesentlich kirzeren
Absténden geimpft und meist zusétzlich bei jeder Bagatelle-
verletzung und Klinikeinweisung.

Die untersuchten 8 Pferde im Alter von 8 bis 20 Jahren mit
dokumentierter und nachgeprifter Tetanusimpfanamnese
und letzter Impfung vor 4 bis 11 Jahren zum Zeitpunkt ihrer
Untersuchung reagierten zu 100% antikérperpositiv. mit
schutzverleihenden Titern. 4 der Pferde mit bis zu 11 Jahren
Abstand zur letzten Impfung antworteten mit einer starken
Reaktion, also mit weit Uber dem protektiven Level liegendem,
spezifischen Globulingehalt.

Allein diese Untersuchung stellt die in den Produktinformatio-
nen der meisten Hersteller von Tetanusvakzinen gegebenen
Empfehlungen zur Wiederholungsimpfung in 2- bis 3-jéhri-
gem Abstand in Frage, von den gepflogenen Wiederholungs-
impfungen in 6-monatigem Abstand bei der Verwendung der
Kombinationsimpfstoffe Influenza mit Tetanus ganz zu schwei-
gen. Diese zu oft vorgenommenen Impfungen fihren ganz
und gar nicht zu einer Potenzierung des Immunschutzes — sie
kénnen diesen eher stéren. Auch die Befirchtung mancher
Praktiker, wenn sie nicht in den dem jeweiligen Tetanusimpf-
stoff vom Hersteller vorgeschriebenen, kurzen zeitlichen
Absténden revakzinieren wirden, kénnten sie ,forensisch auf-
fallig” werden, bedarf keiner weiteren Erérterung. Es existieren
keine antigenen Unterschiede zwischen den monovalenten
Tetanustoxoidimpfstoffen. Die in den Gebrauchsanweisungen
gegebenen Empfehlungen fir Wiederholungsimpfungen in
zwei- oder dreijéhrigem Abstand beruhen nicht auf Produki-
unterschieden, sondern auf zulassungsrelevanten Daten, die in
der Regel an kleinen Versuchstieren erarbeitet wurden.

Eine Fragestellung, die in der vorliegenden Untersuchung inter-
essierte, war die nach dem Vorkommen von ,Normalantitoxin”
im Blut von Equiden. Ungeimpfte, erwachsene Pferde standen
uns hierfir in ausreichender Anzahl nicht zur Verfigung, dafir
aber 35 sicher nicht geimpfte Esel. 10 dieser Tiere konnten wir
in 2 Tests, durchgefihrt im Abstand von 2,5 Monaten im
TetaCheck® untersuchen. 2 dieser Esel reagierten in beiden
Untersuchungen positiv. Uber tetanusverdéchtige Wunden/Ver-
letzungen bei diesen Tieren war in der Praxis nichts bekannt.
Mit diesem Resultat ist ein Hinweis auf die Méglichkeit inappa-
rent verlaufender Infektion mit Sensibilisierung und Antikérper-
bildung gegen Cl. tetani gegeben (Habermann und Dimpfel
1973, Habermann et al. 1973, Thein 2009).

Zu den momentanen Limitierungen beziglich der technischen
Handhabung des Fassisi TetaCheck® wurde Stellung genom-
men. Hinsichtlich der Aussagekraft des Testergebnisses
beziglich belastbarem Immunschutz und/oder Empfehlung
zu einer ,zeitnahen Impfung” auf Grund dieses Resultates
und dem hohen Cut off-Wert des Tests wdre vom Hersteller
Uber eine Absenkung der derzeitigen unteren Nachweisgren-
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ze von 0,1 i.E./ml Serum auf 0,05 i.E. nachzudenken. Dies
ware durch eine Erhéhung der Antigenkonzentration, die fir
das spezifische Signal auf der Testlinie verantwortlich ist, zu
erreichen. Durch diese Erhéhung wiirde zum einen die Wahr-
scheinlichkeit einer Interaktion zwischen dem verwendeten
Antigen und den nachzuweisenden Antikérpern verbessert,
zum anderen kénnte dadurch die Infensitét des Testliniensig-
nals in allen Konzentrationsbereichen verstarkt werden. Dies
hétte auch das Erkennen geringerer Antikdrperkonzentratio-
nen in kirzerer Zeit nach Einbringen des Untersuchungsma-
terials und damit effektiv eine Testoptimierung zur Folge.

Im Zusammenhang mit der vom Hersteller exklusiv empfohle-
nen Anwendung zur Ermittlung des Impfstatus des untersuch-
ten Pferdes ergeben sich Einschrdnkungen. Diese bestehen,
wie besprochen, in der noch sehr variablen Zeit vom Einbrin-
gen der Probe bis zu ihrer endgiltigen Reaktion und den
unterschiedlich stark ausgepragten Testlinien, die nicht immer
deutlich zwischen den Kriterien ,schwach oder stark positiv”
und damit der im Test gegebenen Empfehlung ,geschitzt”
oder ,zeitnah zu impfen” unterscheiden lassen. Nur eine
Negativreaktion rechtfertigt die Empfehlung einer Impfung,
auch die schwache Reaktion mit dem angegebenen Titer
<1i.E./ml garantiert noch einen belastbaren Immunschutz. In
diesen Féllen — speziell unter den Bedingungen der ambulan-
ten Pferdepraxis — muss man das Risiko sehen, dass der Test
lediglich im Sinne einer Alibifunktion verwendet werden kénn-
te, um eine vorzunehmende Impfung damit zu begrinden,
nicht aber, um diese zu einem unbekannten Zeitpunkt spater
und nach erneuter Testung mit negativem Resultat in entspre-
chendem Zeitintervall vorzunehmen, was die korrekte Vorge-
hensweise ware. Damit besteht die Gefahr, dass den ange-
sprochenen, viel zu héufig vorgenommenen Wiederholungs-
impfungen in der Gblichen Pferdepraxis durch falsche Anwen-
dung des Tests Vorschub geleistet wird. Der TetaCheck® gehért
in die Hénde von verantwortungsbewusst Immunpréventive
betreibenden Tierdrzten, die — wie angefihrt — z.B. Gestite
mit Fohlenmedizin betreuen, in Kliniken zur Klérung der Fra-
ge, ob von der Ublicherweise gepflegten, routinemafBigen
Impfung bei stationdr eingewiesenen Patienten Abstand
genommen werden kann sowie zur Anwendung bei verletzten
Pferden zur sofortigen Ermittlung von deren Immunstatus, um
diesen fachgerecht in die Préventive oder Therapie einbezie-
hen zu kénnen.
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