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Aspergillus (A.) fumigatus Ist ein heterotropher Schimmelpilz mit saprophytarer Lebensweise und ubiquitarem Vorkommen (Heu,
Stroh, Stallluft, Erdboden usw.). Er kann an der Entstehung von Atemwegs- und Hauterkrankungen als Mykose oder Allergen
beteiligt sein. Die Luftsackmykose ist eine sporadisch auftretende Einzeltiererkrankung, die durch verschiedene Schimmelpilze
(Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucorales sp.) hervorgerufen wird, wobei A. fumigatus haufig nachzuweisen ist. Pilzproteine
werden Je nach Umgebungskonzentration quantitativ unterschiedlich aerogen aufgenommen und konnen allergische
Immunreaktionen induzieren und somit als Allergen wirken. Bel dem Sommerekzem kann eine allergische Reaktion mit primar
unterschiedlicher Kausalitat vorliegen, wobei Pilzallergene — insbesondere von A. fumigatus — mit beteiligt oder verstarkend

wirkend sind.

Zielstellung
Das Ziel war die quantitative Bestimmung der Antikorperspiegel gegen Aspergillus fumigatus (Af) im Blut von Pferden mit

verschiedenen Krankheitsbildern, wobel die unterschiedlichen Immunglobulinklassen bertcksichtigt werden sollten. Dabel war
Insbesondere zu untersuchen, ob bei definierten Proteinfraktionen (Molekulgrof3enbereich)des Pilzantigens eine besonders hohe

Antikorperbindung erfolgt.

Methodik

Der Kulturtuberstand (7 Tage bel 37°C) von A. fumigatus wurde bei einer Ausschlussgrenze von 5 kD eingeengt und in PBS (pH
7,35, nach Dulbecco) aufgenommen. Das konzentrierte Af-Antigen war die Basis fur die Entwicklung indirekter ELISA, mit denen
die Blutproben von Pferden aus der tierarztlichen Praxis, Klinik und Privatbesitz untersucht wurden. Die Auswertung der
Messdaten erfolgte in Bezug auf einen laborinternen Standard (Poolprobe von tber 500 Pferden und Normierung auf 100%). Das
aufkonzentrierte Af-Filtrat wurde gelchromatographisch fraktioniert. Mit jeder einzelnen Fraktion als auch mit drei gemischten
sowie nochmals aufkonzentrierten Fraktionen (Fraktion 1: > 200 kD, Fraktion 2: 50-200 kD, Fraktion 3: 10-50 kD) wurden die
Blutproben im indirekten ELISA untersucht.

Ergebnisse
Erkrankungen lgG-anti-Af* | IgM-anti-Af* | IgA-anti-Af* | IgE-anti-Af* _ _ 3 _
(x: % der | (x:%der |(x:%der | (X: ODasonn) 1.Bel den an RAO und Sommerekzem erkrankten Tieren waren erhohte Anti-Af-
Kontrolle) | Kontrolle) | Kontrolle) IgM- und -lgG-Spiegel messbar, was auf eine verstarkte humorale Immun-
(Fjég) 258 311 93 0.096 reaktion hindeutet (s. Tab. und Abb. links und rechts)
(Snifg)me"ekzem 283 418 141 0,098 2.Bei einem Pferd mit allergischen Quaddeln ist bei der Af-Fraktion 3 (10 bis 50
| uftsackmykose 8o 103 28 0081 kD-Bereich) das IgG fast 6-fach und bei der Fraktion 2 (50 bis 200 kD-Bereich)
(n=1) das IgA 15-fach in Bezug auf die interne Poolkontrolle erhoht. In der Tabelle
e ey | 223 >7> 0107 sind die Ergebnisse bei dem unfraktionierten Af-Antigen zusammengefasst.
oka begrenzter) 213 347 o7 0,085 3.Bei der Luftsackmykose ist bei der Fraktion 3 das IgA 6-fach im Vergleich zur
(n=1) Poolkontrolle erhoht (s. mittlere Abb.) ]
Bezugskontrolle 100 100 100 0,073 _ _ _ _ _ ~
- . 4.Das Pferd mit Haarausfall zeigte bel Fraktion 2 eine fast 10-fache Erhohung
* unfraktioniertes Af-Filtrat _
von IgA zur Internkontrolle (s. mittlere Abb.).

Bestimmung des IgA aus zwei Pferdeseren gegen Bestimmung des IgM aus zwei Pferdeseren gegen
gelchromatographisch fraktioniertes A. fumigatus-Extraktantigen gelchromatographisch fraktioniertes A. fumigatus-Extraktantigen
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Schlussfolgerungen
1.Mit dem A. fumigatus-Kulturuberstandsfiltrat sowie mit Fraktionen dessen konnten ELISA entwickelt werden, die eine
guantitative Bestimmung von Antikorpern aller Immunglobulinklassen im Blut von Pferden ermoglichen. Bel Pferden mit
Sommerekzem konnen insbesondere ernohte Anti-Af-IgM-Spiegel (bei Fraktion 1, 2 und 3 im Mittel funffach) bestimmt werden.
Bel einem Pferd mit allergischen Quaddeln war dagegen der Anti-Af-IgA-Spiegel (15-fache Erhohung) auffallig erhoht.

2.Bel IgM und IgA sind offenbar Af-Proteine definierter Grof3en fur die Ak-Bindungsmessung besonders geeignet, da diese einen
nahezu identischen Peak (IgM: 440 bis 530 kD und IgA: 130 bis 150 kD) im hohermolekularen Bereich - selbst bei verschiedenen

Krankheitsbildern - zeigten.

3.Bel IgG und IgE scheint ein grof3eres Spektrum an Antigenproteinen zu existieren, da mehrere Fraktionen ahnliche Bindungen
aufwiesen und sich diese im hoher- und niedermolekularen Bereich befanden.

4.Weiterfuhrende Untersuchungen mussen mit umfangreicheren Probenmaterial von klinisch eindeutig charakterisierten
Patienten erfolgen. Fur die weitere Testetablierung kann die Antigenauswahl und Charakterisierung hinsichtlich Ausschluss von

Kreuzreaktionen fortgefthrt werden.
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